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RESUMO

PESTANA, JEFERSON RODRIGO. Reac¢ao de gendtipos de algodoeiro a Sclerotinia
sclerotiorum. UFU, 2017. 70 p. Dissertagao (Mestrado em Agronomia/ Fitopatologia) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.'

O algodoeiro herbaceo ¢ uma das principais espécies domesticadas pelo homem, sendo
a unica com o intuito econdmico de produzir fibra. O Brasil ¢ o quinto maior produtor
mundial de algoddo. A expansdo para areas irrigadas e de alta altitude trouxe também
problemas, como o aumento da incidéncia de doencas, até¢ entdo classificadas como
secundarias, como o mofo branco do algodoeiro, causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum Lib. De Bary. Apesar de a resisténcia genética ser de extrema importancia
para o manejo integrado da doenga, existem poucos trabalhos relacionados ao tema. Os
objetivos do estudo foram avaliar a resisténcia de genotipos de algodao a S.
sclerotiorum, determinar o melhor ambiente para avaliagdo da resisténcia a doenca, a
agressividade de isolado proveniente de soja e algodoeiro e a correlacdo entre método
acido oxalico e método straw test para algodoeiro. Foram conduzidos trés experimentos
no Laboratério de Micologia e Prote¢cdo de Plantas da Universidade Federal de
Uberlandia entre setembro e dezembro de 2016, sendo dois pelo método straw test, um
em casa de vegetagdo, outro em camara de crescimento com temperatura de 22 + 3°C e
um experimento pelo método indireto de acido oxalico. A inoculagdo dos 33 genotipos
de algoddo, com dois isolados do fungo, ocorreu quando as plantas atingiram estadio
fenoldgico V2 com micélio fungico, inseridos em ponteira (straw test) e fixados sobre o
apice da planta apds a retirada do meristema apical pela decepagdo. Determinaram-se o
comprimento (cm) e severidade (%) da lesdo no caule da planta 7 dias apds a
inoculacdo, e nota de murcha (1-5) pelo método de 4cido oxalico. Para o straw fest o
delineamento experimental foi de blocos ao acaso, em esquema fatorial com um in6culo
proveniente de soja, um de algoddo, um controle sem in6culo e 33 genotipos com trés
repetigdes, o experimento pelo método acido oxalico foi fatorial de blocos ao acaso,
com quatro condi¢des e trés repetigdes. Os dados foram submetidos as andlises de
variancia individual, variancia conjunta e teste de agrupamento de médias de Scott
Knott (p<0,05). A divergéncia genética foi estimada a partir da distancia Euclidiana e os
genoétipos agrupados pelo método hierdrquico UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) e ndo-hierarquico de otimiza¢do de Tocher. Por meio da
analise conjunta dos dados verificou-se que o ambiente de camara de crescimento
forneceu condi¢des mais adequadas a infec¢do da S. sclerotiorum. Foi identificada a
diferenca de agressividade entre os isolados de soja e de algodao, o qual refletiu maiores
lesdes nas plantas de algodao. Verificou-se que os gendtipos mais suscetiveis, tanto pelo
tamanho da lesdo quanto pela severidade, foram os cultivares FM975 WS, TMG44
B2RF e BRS293, enquanto os mais resistentes foram FM944 GL, MAC-2 e IMA2106
GL. Baseado nos métodos UPGMA e agrupamento de Tocher foi verificado que os
gendtipos avaliados sdo divergentes entre si. Ndo foi verificada correlacdo entre os
métodos de acido oxalico e straw test.

Palavras-chave: Resisténcia, Gossypium hirsutum, Mofo branco.

!'Orientador: Prof. Dr. Fernando Cezar Juliatti — UFU



ABSTRACT

PESTANA, JEFERSON RODRIGO. Reaction of cotton genotypes to Sclerotinia
sclerotiorum. UFU, 2017. 70 f. Dissertation (Master Program Agronomy/

Phytopathology) — Federal University of Uberlandia, Uberlandia.'

The upland cotton is one of the main species domesticated by man, being the only one
with the economic purpose of producing fiber. Brazil is the fifth largest cotton producer
in the world. The expansion into irrigated and elevated areas also brought problems,
such as an increase in the incidence of diseases previously classified as secondary like
the white mold of cotton, a fungal disease caused by Sclerotinia sclerotiorum Lib. De
Bary. Although genetic resistance is of extreme importance for the integrated
management of the disease, there are few studies related to the topic. The objectives of
this work were to evaluate the resistance of cotton genotypes to S. sclerotiorum,
determine the best environment for the evaluation of resistance to disease, the
aggressiveness of isolates from soybean and cotton, and the correlation between oxalic
acid method and method straw test for cotton. Three experiments were carried out at the
Laboratory of Mycology and Plant Protection of the Universidade Federal de
Uberlandia between September and December 2016, two using the straw test method,
one in greenhouse and the other in a growth chamber with a temperature of 22 + 3°C,
and an experiment by the indirect method of oxalic acid. The inoculation of the 33
genotypes of cotton with two isolates of the fungus occurred when the plants reached
phenological stage V2 with fungal mycelium, inserted in Eppendorf type tip and fixed
on the apex of the plant after the removal of the apical meristem through cutting off.
The length (cm) and severity (%) of the lesion in the stem of the plant were evaluated 7
days after inoculation, and wilt note (1-5) by the oxalic acid method. For the straw test,
the experimental design was a randomized block design, in a factorial scheme with one
inoculum from soybean, one from cotton and one control without inoculum and 33
genotypes, with three replicates and the experiment by oxalic acid method was block
factorial with four conditions and three replicates. The data were submitted to analysis
of variance, joint variance, Scott Knott's means separation test (p <0.05) and Genetic
divergence was estimated from the Euclidian distance and the genotypes grouped by
the hierarchical method UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean) and non-hierarchical Tocher optimization. Through the analysis of the data, it
was verified that the growth chamber environment provided more adequate conditions
for S. sclerotiorum infection. The difference in aggressiveness between soybean and
cotton isolates was observed, which cotton isolate reflected higher lesions in cotton
plants. The most susceptible genotype, both by lesion size and severity, were the
cultivars FM975 WS, TMG44 B2RF ¢ BRS293, while the most resistant were FM944
GL, MAC-2 and IMA2106 GL. Based on the UPGMA and Tocher grouping methods,
it was verified that the evaluated genotypes differ from each other. No correlation was
verified between oxalic acid and straw test methods.

Keywords: Resistance, Gossypium hirsutum, White mold.

'Major Professor: Prof. Dr. Fernando Cezar Juliatti — UFU
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1 INTRODUCAO

O algodoeiro herbaceo (Gossypium hirsutum L.) ¢ uma das principais espécies
domesticadas pelo ser humano (BELTRAO; AZEVEDO, 2008). A fibra é o principal
produto do algodoeiro e sua pluma, sendo a fibra vegetal mais cultivada, representando
cerca de 74% das fibras naturais utilizadas pela industria téxtil (ARAUJO, 2015). E
uma planta de origem tropical e subtropical necessitando de dias ensolarados e
temperaturas médias acima de 20°C para externar bom rendimento ¢ qualidade de fibra
(BELTRAO et al., 1999).

O Brasil é o quinto maior produtor mundial, com 4&area cultivada de
aproximadamente 0,93 milhdes de hectares e produgdao em torno de 3,6 milhdes de
toneladas de algoddao em caroco. A produtividade brasileira de algoddo em carogo na
safra 2016/2017 ficou em 3,900 kg ha™!, sendo que mais de 88% do algoddo produzido
no Brasil vem dos estados do Mato Grosso ¢ Bahia (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2017).

A ampliacdo da area cultivada com algoddao no Centro-Oeste trouxe problemas,
como o aumento da incidéncia de pragas, doencas e plantas daninhas ja existentes na
regido (ARAUJO, 2006). Dentre as varias doengas que afetam o algodoeiro no Brasil, o
mofo branco, causado pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum, vem aumentando de
importancia (SUASSUNA, 2012; SUASSUNA; COUTINHO, 2007). O mofo branco
ataca pelo menos 408 espécies e 278 géneros de plantas, sendo que o patégeno ¢ capaz
de causar danos em varias espécies de grande valor econdomico e de plantio em grande
escala, como € o caso do algodoeiro, soja, feijjao e girassol (BOLAND; HALL, 1994;
LEITE, 2005; SUASSUNA et al., 2009).

No algodoeiro, o mofo branco foi observado pela primeira vez no Brasil, em
1996, no cultivar Deltapine, irrigado sob pivo central, em Paracatu, MG (CHARCHAR;
ANJOS; OSSIPI, 1999). O mofo branco ¢ considerado como uma das principais
doencas do algodoeiro em éareas irrigadas e de altitude, devido a suscetibilidade da
cultura, ocorréncia generalizada de S. sclerotiorum em cultivos sob pivo central,
sobrevivéncia no solo por muitos anos e ampla gama de hospedeiras do patdogeno
(ABAWI; GROGAN, 1979; BOLAND; HALL, 1994; CHITARRA, 2008).

Na planta de algoddo os sintomas da doenca sdo a murcha, necrose e
apodrecimento da haste, da maca, do peciolo e da folha. No interior do capulho, pode-se
encontrar o micélio do fungo de coloragdo branca e os esclerodios, estruturas de

1



resisténcia de coloragdo escura e irregular (CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI, 1999;
CHITARRA, 2007). O controle deste patogeno em diversas culturas tem sido dificil
devido a formagdo de esclerddios que garantem a sua sobrevivéncia por muitos anos,
mesmo em condi¢des climaticas adversas (CHITARRA, 2007).

A utilizagdo de cultivares com resisténcia genética ¢ a melhor forma de se evitar
perdas causadas por doencas, sendo considerada medida de baixo custo, que contribui
para a preservagao do meio ambiente e reduz o uso de produtos quimicos fitossanitarios
(SABATO; TEIXEIRA, 2015). O mecanismo de resisténcia ao mofo branco esta
associado tanto aos caracteres morfologicos, como a arquitetura das plantas e a aeragdo
do dossel, que afetam as condigdes microclimaticas e restringem o estabelecimento e o
desenvolvimento do patéogeno (KOLKMAN; KELLY, 2003), como também, as
caracteristicas fisiologicas. Apesar de a resisténcia genética ser de extrema importancia
para o manejo integrado da doenca, existem poucos trabalhos relacionados ao tema
(CHITARRA, 2007). Nao foram encontradas informag¢des na literatura cientifica sobre a
resisténcia bioquimica do algodoeiro ao mofo branco.

Desta maneira, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar a resisténcia de
genotipos de algodoeiro a isolados de Sclerotinia sclerotiorum. Os objetivos especificos
foram: verificar se héa diferenca de agressividade entre os isolados do fungo
provenientes de algoddo e soja, determinar o melhor ambiente para avaliagdo de
resisténcia de algodoeiro ao mofo branco e verificar se o método acido oxalico ¢

eficiente para avaliar resisténcia do algodoeiro a doenca.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A Cultura do Algodoeiro

O algodao ¢ uma angiosperma da classe das dicotiledoneas, pertencente a ordem
Malvales, familia Malvaceae, tribo hibisceae, género Gossypium (BELTRAO, 2006). E
uma planta ereta, anual ou perene, dotada de raiz principal conica, pivotante, profunda e
com pequeno numero de raizes secundarias grossas e superficiais. O caule herbaceo ou
lenhoso tem altura variavel, é dotado de ramos vegetativos e ramos frutiferos. As folhas
sdo pecioladas, geralmente cordiforme, de consisténcia coridcea ou ndo e inteiras ou
recortadas com trés a nove l6bulos (BELTRAO; AZEVEDO, 2008; FUZZATO, 1999).

As flores do algodoeiro sdo hermafroditas, axilares, de coloragdo creme nas
recém-abertas ¢ com ou sem mancha purpuirea na base interna. Os frutos, chamados
“mac¢ds” quando verdes e “capulhos” pds-abertura, sdo capsulas de deiscéncia
longitudinal. As sementes sdo revestidas de pelos mais ou menos longos, de cor
variavel, que sdo fibras e linter (FUZZATO, 1999).

O algodoeiro herbaceo (Gossypium hirsutum L.) esta entre as dez principais
espécies domesticadas pelo ser humano, sendo a unica com o proposito econdmico de
produzir fibra (BELTRAO; AZEVEDO, 2008). E uma planta de origem tropical e
subtropical necessitando, para proporcionar elevado rendimento e fibra de alta
qualidade, de dias claros, com menos de 30% de nebulosidade, temperatura média do ar
acima de 20° C, umidade relativa do ar média por volta de 60%, inexisténcia de inversao
térmica e de precipitacdo pluvial entre 500 a 1800 mm, sendo que as precipitagdes
devem ser bem distribuidas, preferencialmente maiores nos periodos de floragdo,
crescimento e desenvolvimento dos frutos e insolacdo total e escassez hidrica na
colheita, pois a energia solar ¢ um dos componentes principais para a abertura das
macas (BELTRAO et al., 1999).

O algoddo em carogo ¢ composto pela pluma (fibra) e pelo carogo (sementes
com linter) e sua destina¢do ¢ predominante para industria de fiacdo e tecelagem, de
alimentacdo animal (farelo ou torta) e de 6leos, além de grande nimero de produtos
secundarios (PENNA, 2005).

Dessa forma, o algodao ¢ uma cultura agricola de grande importancia, sendo a
espécie fibrosa, que ocupa a maior area cultivada no mundo com 29,3 milhdes de

hectares, responsavel por producdo de aproximadamente 61,9 milhdes de toneladas de
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algoddo em carogo na safra 2016/2017 (UNITED STATES DEPARTMENT OF
AGRICULTURE, 2017). O Brasil ¢ o quinto maior produtor mundial, com area
cultivada de aproximadamente 0,93 milhdes de hectares e producdo em torno de 3,6
milhdes de toneladas de algoddao em carogo, com rendimento de pluma de 40,0%. A
produtividade brasileira de algoddo em caroco na safra 2016/2017 ficou em 3,900 kg ha
I, visto que mais de 88% do algoddo produzido no Brasil vem dos estados do Mato
Grosso e Bahia (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2017).

O avango da tecnologia ¢ o aumento da produtividade viabilizaram o Brasil
passar de maior importador mundial de algoddao para o quarto maior exportador do
produto em 12 anos, sendo a producdo destinada, prioritariamente, a indistria téxtil
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PRODUTORES DE ALGODAO, 2012). A
expansdo da area cultivada com algoddo no Centro-Oeste trouxe também problemas,
como o aumento da incidéncia de pragas, doencas e plantas daninhas j& existentes na
regido (ARAUJO, 2003). No caso especifico das doengas, o algodoeiro esta sujeito a
acdo de uma série de agentes causais, cuja importancia depende das condicdes
ambientais, dos cultivares utilizados e da presenga do patégeno na éarea de cultivo

(MEHTA; MENTEN, 2006).

2.2 O Mofo Branco em Algodoeiro: Etiologia, Epidemiologia, Ciclo de Vida e

Sintomatologia da Doen¢a

A Sclerotinia sclerotiorum tem uma gama de hospedeiros que abrange pelo
menos 408 espécies e 278 géneros de plantas, visto que o fungo € capaz de causar danos
a varias espécies de plantas, muitas delas de expressivo valor econémico e de plantio
em grandes areas, como o algodoeiro, soja, feijao e girassol (BOLAND; HALL, 1994;
LEITE, 2005; SUASSUNA et al., 2009). O fungo pertence a subdivisdo Ascomycota,
classe Leotimycetes, ordem Helotiales e familia Sclerotiniaceae (CABI, 2017).
Atualmente, o mofo branco do algodoeiro vem aumentando de importancia nos cultivos
do cerrado brasileiro (SUASSUNA, 2012; SUASSUNA; COUTINHO, 2007).

O fungo S. sclerotiorum ¢ largamente distribuido nas regides temperadas,
tropicais ou subtropicais onde se cultiva algodao, feijdo, soja, girassol, canola, ervilha,
pepino, tomate, batata, quiabo, fumo e alface (BOLAND; HALL, 1994). No algodoeiro,
o mofo branco foi constatado pela primeira vez no Brasil, em 1996, no cultivar
Deltapine, irrigada sob pivo central, em Paracatu, MG (CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI,
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1999). O patdgeno ¢ relatado causando a doenga nessa cultura na Escécia, Israel e Brasil
(BIRMINGHAM, 1924; PALTI, 1960; CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI, 1999). O mofo
branco ¢ considerado como uma das principais doencas do algodoeiro em dareas
irrigadas devido a suscetibilidade da cultura, a disseminagdo de S. sclerotiorum em
cultivos sob pivd central, a sobrevivéncia no solo por mais de uma década e grande
numero de hospedeiros do patégeno (BOLAND; HALL, 1994; LEITE, 2005).

Nos tltimos anos, a doenga foi observada em algodoeiro nos estados da Bahia e
de Goias em areas de pivo central, apods cultivos continuos de feijdo (SUASSUNA et al.,
2009). A doenga também tem sido observada em regides de altitude, inclusive em areas
de algodao ndo irrigado, causando baixas no estande inicial de plantas e com alta
severidade em plantas adultas, em especial sob condi¢des de temperatura amena
associada a chuvas frequentes ou a irrigacdo, que favorecem o desenvolvimento da
doenca (ABAWI; GROGAN, 1979; CHITARRA, 2008). Ha relatos que o mofo branco
estd disseminado pelas principais regides produtoras de algoddo, tanto em areas
irrigadas como em areas de sequeiro, nas regides de Unai (MG), Patos de Minas (MQ),
Montividiu (GO), Jussara (GO), Campo Novo do Parecis (MT) e Sao Desidério (BA),
que ¢ a maior regido produtora de algodao no Oeste Baiano (CHITARRA, 2007).

Considerando o grande niimero de plantas de algodao infectadas pelo fungo S.
sclerotiorum no campo e a severidade dos sintomas constatados em diferentes partes da
planta em determinadas circunstancias, essa doenca tem se tornado bastante prejudicial
a cultura do algodoeiro no Brasil, devendo haver atencdo constante do produtor, tanto
na escolha da espécie a ser plantada como no manejo adequado ao se verificar a
presenca do patogeno em determinada area (CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI, 1999).

No algodoeiro, os sintomas da doenca sdo a murcha, necrose e apodrecimento da
haste, do peciolo, da ma¢a e, também, da folha. Internamente no capulho, pode-se
encontrar o micélio do fungo de coloragdo branca e os esclerddios, estruturas de
resisténcia, de coloragcdo escura e irregular, do patégeno (CHARCHAR; ANJOS;
OSSIPI, 1999; CHITARRA, 2007). Os esclerodios apresentam formato irregular, com
variagoes de didmetro e comprimento. A principio, possuem coloragdo clara, que, com o
tempo, se tornam negros € duros (AGRIOS, 2005; SCHWARTZ et al., 2005). Os
esclerodios podem permanecer viaveis no campo por até 11 anos, preservando seu
poder patogénico (LEITE, 2005).

A dorméncia dos esclerodios ¢ superada quando as condigdes ambientais forem
favoraveis (BARDIN; HUANG, 2001). Esse processo ocorre sob temperaturas amenas,
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entre 10°C e 20°C, alta umidade relativa do ar (acima de 70%) e umidade do solo, com
tensdo acima de 5 Bar, 4,9 atm ou 5,1 Kgf cm™? (WILLETS; WONG, 1980; BOLAND;
HALL, 1987; LEITE, 2005).

O processo de germinagdo dos esclerodios e infec¢dao da planta pode ocorrer de
duas formas, miceliogénica e carpogénica (Figura 1). A germinacdo miceliogénica esta
ligada a germinacdo das hifas dos esclerddios presentes no solo, a colonizagdo no colo e
raizes da planta, causando tombamento de pré e pds-emergéncia (ABAWI; GROGAN,
1979; CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI, 1999; CHITARRA, 2007; JULIATTI et al.,
2015; STEADMAN, 1983).

O fungo pede colonizar tecidos
saudaveisrapidamente preduzinds
manchas encharcadas ou ainda o
ercseiments de micélio brance
dependendo das condigdes

Libeéracio dos

ascosporos Germinagio dos ascésporos s infeccio da plana

8 " “h
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FIGURA 1. Ciclo da doenca com destaque no papel das sementes como fonte de
inoculo inicial e meio de disseminacdo de S. sclerotiorum. Fonte:
(JULIATTI et al., 2015)

A germinagdo carpogénica ocorre quando os esclerédios germinam no solo
produzindo estruturas chamadas de apotécios. Nos apotécios sdo produzidos os
ascosporos do patdgeno, os quais sdo facilmente transportados pelo vento. Estes
esporos, na época do florescimento e em condigdes favoraveis, germinam em flores
senescentes, que sao utilizadas como substrato e, posteriormente, invadem outros 6rgaos

da planta, causando o apodrecimento das partes afetadas das plantas e o
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desenvolvimento do mofo branco na parte aérea (CHARCHAR; ANJOS; OSSIPI, 1999;
CHITARRA, 2007).

O interior dos apotécios pode conter centenas de ascos cilindricos, onde sdo
encontrados oito ascosporos ovoides em cada asco, com largura entre 4 a 10 mm e
comprimento de 9 a 16 mm (SCHWARTZ; STEADMAN, 1989). Os ascosporos sao
liberados dos apotécios por volta de 2 a 17 dias a partir de sua formagao. Entre o quarto
e o nono dia da vida ativa do apotécio ocorre a produgao maxima de ascosporos, em um
intervalo de 2 a 3 dias, e essa produgdo de ascosporos pode atingir em média dois
milhdes por apotécio (SCHWARTZ; STEADMAN, 1978).

Os ascosporos de S. sclerotiorum s3ao a fonte primaria de indculo e podem
sobreviver mais de 7 meses a baixa umidade e germinam a potenciais osmoticos bem
baixos. A germinacdo dos ascésporos ocorre na presenca de alta umidade relativa e
temperatura 6tima entre 5 a 10°C, enquanto a temperatura 6tima para crescimento das
hifas estda na faixa de 15 a 25°C (ABAWI; GROGAN, 1975; DOMSCH; GAMS;
ANDERSON, 1980).

O desenvolvimento de S. sclerotiorum ocorre em razdo de estruturas de
patogenicidade, que sdo o acido oxalico e as enzimas pectoliticas produzidas pelo
fungo. A penetragdo do acido nos tecidos da planta se da ao redor da lesdo formada, o
que acidifica o pH da regido de 6,8 para 4,0, aproximadamente, e facilita a acdo das
enzimas pectoliticas (ECHANDI; WALKER, 1957; MAXWELL; LUMSDEN, 1970).

A produgdo de acido oxalico também estd relacionada com a viruléncia de S.
sclerotiorum. Isolados fungicos hipovirulentos produzem menos micélio e acido oxalico
em comparacdo aos isolados virulentos (ZHOU; BOLAND, 1999). Ainda que o acido
oxalico seja crucial na patogénese do fungo e interagdo com o hospedeiro, na avaliacdo
da resisténcia da planta esta correlagdo ndo ¢ direta (JULIATTI et al., 2013; JULIATTI;
SAGATA; JACCOUD FILHO, 2014).

2.3 Manejo Integrado de S. sclerotiorum no Algodoeiro

O mofo branco ¢ uma doenga de dificil controle, devido, sobretudo, a formagao
de estruturas de resisténcia (esclerodios) que garantem a sobrevivéncia do patdogeno por
longos periodos no solo. Deste modo, a principal medida de controle da doenca ¢ a
prevengdo, evitando a entrada do patégeno na area, ja que, ap6s introduzido no local, ¢
extremamente dificil erradicéd-lo (ALMEIDA et al., 2005; PAULA JUNIOR et al.,
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2010).

O fungo pode sobreviver parasitando outros hospedeiros, saprofiticamente em
restos culturais, ou utilizando a matéria organica do solo. As sementes sdo uma das
principais fontes de indculo e podem estar contaminadas com micélio do patdégeno ou
conter esclerodios misturados (NAPOLEAO; NASSER; FREITAS, 2001).

A disseminagdo do patdégeno nas principais areas produtoras do Cerrado
Brasileiro ocorre através da utilizacdo de sementes infectadas e/ou infestadas, seja de
feijoeiro, soja ou girassol, com esclerodios provenientes das areas contaminadas; do
proprio produtor, ao produzir sua propria semente em areas contaminadas e cultiva-las
em novas areas ou da movimentagdo de implementos agricolas, transportando os
esclerddios das areas contaminadas para as areas livres do patdogeno, ou esclerodios ja
presentes na area, produzidos por outra cultura suscetivel, como soja, feijao ou girassol
(CHITARRA, 2007; SUASSUNA, 2012; ZANCAN; PEREZ-HERNANDEZ, 2016).

A densidade de plantas ¢ fator preponderante para o manejo de alguns patéogenos
de solo, como fungos do género Sclerotinia (MAAS; DASHIELL; MELOUK, 2006).
Além disso, ja foi demonstrado em culturas como soja e feijdo que a severidade do
mofo branco, causado por S. sclerotiorum, ¢ proporcional a populagdao de plantas por
unidade de area (PEACHEY et al., 2006). A semeadura de espécies da familia Poaceae
¢ uma op¢ao de rotacdo de culturas para manejo da doenca (LEITE, 2005; JULIATTI,
JULIATTI, 2010; BASTIEN et al., 2012). Em vista disso, para diminuir a incidéncia de
mofo branco, aconselham-se densidades de semeadura menores, espacamento entre
linhas maiores e plantio sob palhada, permitindo deste modo uma maior aeracao das
plantas, diminuindo o possivel contato de plantas atacadas com plantas adjacentes e
rotacao de culturas (CHITARRA, 2007; SUASSUNA, 2012).

O controle quimico tem apresentado resultados de eficiéncia divergentes, sendo
o seu sucesso resultado da fungitoxicidade do produto, dose, época, volume e
equipamento de aplicacdo, cultivar, espagamento de plantas e incidéncia e severidade
(DIAS et al., 2011; GASPAROTTO, 1980; VIEIRA, 1994).

Os fungicidas indicados para o controle de S. sclerotiorum tém limitagdes de
movimento nas plantas, o que contribui para a baixa eficiéncia deste método quando
utilizado de maneira isolada (PELTIER et al., 2012). Existem apenas 8 produtos com
registro para o mofo branco no algodoeiro, com os seguintes ingredientes ativos:
fluazinam, fluazinam+tiofanato metilico, ciprodinil, procimidona e
boscalida+dimoxistrobin (AGROFIT, 2017). O controle biologico de S. sclerotiorum
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ainda ndo ¢ suficiente para ser adotado de maneira exclusiva. Os principais e mais
eficientes organismos antagonistas empregados e pesquisados sdo os do género
Trichoderma spp. (REZENDE, 2011).

Em suma, para o manejo de S. sclerotiorum ¢ indicado, portanto, o emprego de
diversas técnicas agrondmicas de controle de forma integrada para que seja diminuida a
pressdo de selecdo sobre o patéogeno e sejam criadas condigdes desfavoraveis ao
desenvolvimento do fungo, denominadas em conjunto por manejo integrado, em que
une os controles cultural, quimico, bioldgico e genético (CUNHA et al.,, 2010;
JULIATTI; JULIATTI, 2010; BASTIEN; SONAH; BELZILE, 2014; MEYER et al.,
2014).

24 Resisténcia de Plantas a Fitopatogenos

Resisténcia ¢ a habilidade do hospedeiro em impedir ou dificultar o processo
infeccioso dos organismos fitopatogénicos (PARLEVLIET, 1997, PARLEVLIET,
2002). Conforme com suas caracteristicas, a resisténcia pode ser do tipo vertical ou
horizontal. A resisténcia vertical ¢ qualitativa, pode ser monogénica ou oligogénica,
expressa em genes maiores. E um tipo de resisténcia que especifica ragas fisioldgicas
dos patogenos e, na maioria das vezes, tem pouca estabilidade. Os patdgenos
usualmente superam os genes ligados a resisténcia, o que esta ligado aos mecanismos de
geragdo de variabilidade genética, que sdo as mutacdes e recombinacdo (VAN DER
PLANK, 1982; JOHNSON, 1984).

J4 a resisténcia horizontal ou parcial é quantitativa, dentre as caracteristicas estdo
a penetragdo e esporulacdo reduzida do fitopatdogeno, o que proporciona a diminui¢do da
sua taxa média de infeccdo obtida pela queda no nimero de esporos iniciais, menor
producao de esporos, inespecificidade das ragas dos patdégenos e aumento do periodo de
laténcia. Esse tipo de resisténcia ndo bloqueia a infec¢do do patogeno, mas retarda esse
processo, o que ¢ rapidamente observado em genotipos suscetiveis (PARLEVLIET;
ZADOKS, 1977; HOFFMAN et al., 2006).

Por esses fatores, a resisténcia parcial ¢ uma estratégia de protecao relativamente
durdvel dos genoétipos, de maneira a ndo eliminar o patdgeno, mas promover meios
eficazes para que ndo ocorram danos prejudiciais a cultura hospedeira (THOME et al.,
1999). Ainda assim, a durabilidade da resisténcia ¢ temporaria, devido ao seu constante
processo de coevolucdo, uma vez que ha uma permanente pressdo de selegdo entre
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patégeno e hospedeiro (PARLEVLIET, 2002). Deste modo, a resisténcia parcial ou
quantitativa ¢ a forma mais estudada atualmente (POLAND et al., 2009).

A resisténcia quantitativa possui mecanismos de resisténcia fisioldgicos e
estruturais (MIKLAS et al. 2009, SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN;
PASCHOLATI, 2008). Segundo Miklas et al. (2009), os mecanismos bioquimicos ou
fisiologicos inibem a infeccdo ou a colonizagdo do patdgeno nos tecidos da planta. Os
mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de suprimir o desenvolvimento
do patégeno ou gerar condicdes adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do
hospedeiro, devendo estar presentes em concentragdo adequada nas partes atacadas e em
forma acessivel ao patogeno, de tal maneira que mudancas na concentragdo da(s)
substancia(s) implique em mudangas na expressdo da doenca (SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008).

Os mecanismos estruturais compdem-se de barreiras fisicas a penetragcdo e/ou
colonizacdo do patéogeno (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; PASCHOLATI,
2008). Os mecanismos estruturais de resisténcia atuam sobretudo como barreira a
penetracdo ou barreira a colonizagdo microbiana. Esses mecanismos podem ser
constitutivos, também denominados pré-formados ou induzidos, também chamado pds-
formados. As estruturas constitutivas sdo produzidas pela planta independente da acao
de patogenos, tendo diversas fun¢des na planta além da resisténcia. Neste grupo pode-se
citar a presenca de cuticula, forma e numero de estdmatos, pilosidade, vasos condutores
de seiva e camada de silica. Nos mecanismos induzidos de resisténcia, a expressao ¢
desencadeada apds o inicio das atividades do patdgeno na superficie do hospedeiro.
Estes mecanismos podem ser a formacdo de halos, papilas ou lignificagdo, que sao
barreiras celulares ou camadas de corti¢a, camadas de abscisdo, tilose, deposi¢do de gel
e hesperidinas, sendo estas Dbarreiras histologicas (SCHWAN-ESTRADA;
STANGARLIN; PASCHOLATI, 2008; STANGARLIN et al., 2011).

O mecanismo de resisténcia ao mofo branco estd associado tanto aos caracteres
morfoldgicos, como formato das plantas e a porosidade do dossel, que afetam as
condigdes microclimaticas ¢ limitam o estabelecimento ¢ a evolu¢dao da doenga
(KOLKMAN; KELLY, 2003), assim como as caracteristicas fisiologicas. Apesar de a
resisténcia genética ser de extrema importancia para o manejo integrado da doenga,
existem poucos trabalhos relacionados ao tema (CHITARRA, 2007). Deste modo, as
informagdes na literatura cientifica sobre a resisténcia bioquimica do algodoeiro ao
mofo branco sdo escassas.
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2.5 Avaliagao da Resisténcia do Algodoeiro a S. sclerotiorum

Em relagdo a S. sclerotiorum, o tipo de avaliacdo depende principalmente de 10
fatores: a idade da planta a ser inoculada, a agressividade do isolado (JULIATTI et al.,
2013), ascésporos versus inoculante micelial, o método de inoculagdo empregado, a
variacao da pressao de indculo, o periodo de contato com o patdgeno inoculado, a taxa
de crescimento do fungo na planta, a medi¢do do comprimento da lesdo versus o
numero de internodios infectados, a medigao da incidéncia versus severidade e o tempo
entre a inoculacdo e a classificagio (SINGH; TERAN, 2008; GARCIA, 2008;
SAGATA, 2010; CAIRES, 2011; JULIATTI et al., 2013).

Hé varios métodos propostos para avaliagdo da resisténcia ao mofo branco.
Alguns melhoristas optam por avaliar a doenca em campo. Contudo, ha dificuldades
neste tipo de avaliagdo, como a disponibilidade de areas uniformemente infectadas e as
condi¢des ambientais favordveis para o desenvolvimento da doenca (ALEXOPOULOS
etal., 1996; LEHNER et al., 2008). Usualmente, para que a avaliagdo seja eficiente, este
procedimento ¢ conduzido sob condigdes controladas, o que promove a identificagdo da
variabilidade entre possiveis racas do patdogeno ou grupos de compatibilidade do
patégeno (MASCARENHAS; ITO, 1998). Além disso, quando se avaliam cultivares de
porte diferente, as mais arbustivas podem escapar da doenga, mesmo sendo
fisiologicamente suscetiveis (MIKLAS et al., 2001). Deste modo, realizar ensaios no
campo € pouco confiavel e altamente variavel (SCHWARTZ; SINGH, 2013). Dentre os
métodos que foram desenvolvidos para a avaliagdo do mofo branco, os mais utilizados
sdo: pulverizagdo de micélio, inoculagdo no cotilédone, corte em hastes, inoculagdo em
folha destacada, imersdao em acido oxalico e o straw test (método da ponteira) (CHUN
et al., 1987; PETZOLT; DICKSON, 1996; WEGULO; YANG; MARTINSON, 1998;
KIM et al., 2000; COBER et al., 2003; CHEN; WANG, 2005; SINGH; TERAN, 2008;
SAGATA, 2010; JULIATTI; SAGATA; JACCOUD FILHO, 2014).

2.5.1 Meétodo do “Straw Test”

Tendo em vista os métodos existentes, o straw test, ou teste do canudo, € um
método simples de avaliacdo da resisténcia fisiologica e eficiente para facilitar a
identificacdo, a caracterizacdo e a selecdo de gendtipos resistentes ao mofo branco,
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sendo o mais empregado nos programas de melhoramento (TERAN; SINGH, 2008). O
método straw test foi descrito por Petzoldt e Dickson (1996).

No straw test as plantas sao inoculadas em torno de trés a cinco semanas apos a
semeadura. Os indculos sdo crescidos em meio de batata-dextrose-agar (BDA), pode ser
adicionado cloranfenicol, na propor¢do uma gota do antibidtico por 100mL de meio, a
temperatura de 22°C + 3, proporcionando um crescimento uniforme. O cultivo deve ser
sempre a partir do esclerodio. Os discos de micélio devem ser utilizados para inoculagao
quando houver o crescimento radial do micélio por toda a extensdo da placa de Petri,
apresentando aparéncia de algoddo. Ponteiras de pipeta podem ser usadas para cortar o
disco de agar da placa, de modo que o micélio fique em contato com o &pice cortado da
planta. Geralmente, as avaliacdes sdo realizadas de 6 a 8 dias apds a inoculagdo
(CASTRO, 2015; PETZOLDT; DICKSON, 1996).

Segundo Miklas et al. (1999), foi obtida alta pontuagdo de doenga em cultivares
suscetiveis de feijdo comum, como Labrador e Tenderlake, sugerindo que o straw test
pode ser utilizado para identificar resisténcia fisioldgica em cole¢des nucleo. Foi
observada elevada correlagdo entre os resultados do straw test aplicado em casa de
vegetacdo e entre areas naturais com infestagdo de mofo branco (HALL; PHILLIPS,
1998). Antonio et al. (2008) verificaram que o método do acido oxalico foi eficiente na
detecgdo de diferengas genéticas de resisténcia em feijoeiro. Por consequéncia, a
resisténcia fisiologica detectada pelo método straw test ¢ um dos componentes da
resisténcia no campo, isto ¢, tanto a resisténcia fisiologica quanto mecanismos de
escapes das plantas contribuem para resisténcia a campo, o que pode superestimar a

resisténcia (MIKLAS et al., 2001).

2.5.2 Meétodo do acido oxalico

Existem diferentes metodologias artificiais de avaliagdo por meio da inoculagdo do
patogeno (TOLEDO-SOUZA; COSTA, 2003) e também avaliacao por método indireto,
em que os cultivares ou linhagens sdo avaliadas por meio da reacdo ao 4cido oxalico em
solucdo (KOLKMAN; KELLY, 2003). O método indireto de avaliagdo da resisténcia
fisiologica ¢ independente de mecanismos de escapes, como a diferenca de
agressividade dos isolados e a arquitetura da planta (TOLEDO-SOUZA; COSTA, 2003,
KOLKMAN; KELLY, 2003, CARNEIRO, 2009).

Pelo método de acido oxalico as plantas sdo cortadas em torno de 21 dias apds a
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semeadura, perto da regido do colo, e colocadas através de uma placa de poliestireno
(isopor) em uma solugdo de 4cido oxalico com pH ajustado para 4,0, usando hidréxido
de sodio, de modo que as hastes sejam mantidas submergidas a 2 cm de profundidade
durante 20 horas, a 22°C no escuro (ANTONIO et al., 2008).

A invasdo dos tecidos pelo micélio fiungico se da pela secrecao de acido oxalico
e enzimas degradadoras de parede celular. O 4cido oxalico age como supressor
oxidativo em plantas hospedeiras, desativando mecanismos de defesa de plantas através
de patogenos (CESSNA et al., 2000). O acido oxalico liberado pelo patégeno promove a
acidificagdo do meio, com pH por volta de 4, favorecendo a degradagdo da parede
celular nos tecidos infectados, o que maximiza a atividade de enzimas. Além disso,
remove ions de célcio ligados a pectinas, expondo as células hospedeiras as enzimas
catabolicas do fungo (BATEMAN; BEER, 1965). De acordo com Guimardes e Stotz
(2004), o 4cido oxalico causa sintomas de ressecamento nas folhas por perturbagdo das
funcdes das células-guarda dos estdomatos, responsaveis pela regulagdo osmotica, além
de afetar o hormonio ABA, induzindo a abertura estomatica.

Em funcdo dos efeitos potencialmente destrutivos do oxalato sobre a
suscetibilidade a doenca, acredita-se que o reino vegetal teria desenvolvido estratégias
para compensar a vantagem de um patdégeno que secreta oxalato. De fato, oxalato
provoca um aumento acentuado na produgdo de fitoalexinas em algodao (DAVIS et al.,
1992), e outras espécies de plantas desenvolveram mecanismos de remocgao de oxalato
apoplastico e produgdo de H>O> no processo de expressdao da oxidase da enzima oxalato
(LANE et al., 1993, WOJTASZEK, 1997, ZHOU et al., 1998). Estas espécies incluem
trigo e cevada, que ndo sdo hospedeiros adequados para S. sclerotiorum (BOLAND;

HALL, 1994).

2.6 Diversidade Genética

As andlises da diversidade genética sdo fundamentais para o melhoramento
genético vegetal, pois permitem a identificacio de genitores promissores para o
melhoramento. Este tipo de estudo também possibilita verificar a dissimilaridade de
genotipos em relacdo aos diversos caracteres agrondomicos (CRUZ; REGAZZI;
CARNEIRO, 2012), bem como estudos relacionados a resisténcia aos fitopatdgenos
(CASTRO, 2015).

Dentre os métodos utilizados para o agrupamento de genotipos objetivando a
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resisténcia a fitopatogenos estd a andlise multivariada. O emprego de caracteres
associados a técnicas multivariadas tem sido amplamente utilizada na quantificagdo da
distancia genética, sendo encontrados exemplos em varias culturas, como o algodoeiro
(CARVALHO et al., 2003; MARANI, 1963; MARANI; AVIELI, 1973, VIOLATTI,
2016). Os métodos de agrupamentos hierarquicos e de otimizacdo estdo entre os mais
utilizados para verificar a dissimilaridade entre gen6tipos, contudo a escolha do melhor
método depende dos objetivos do pesquisador, facilidade de andlise dos dados e forma
de obtencao dos dados (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012). Os métodos de
agrupamento tém a finalidade de dividir um grupo original de observagdes em varios
subgrupos para que se tenha homogeneidade dentro dos grupos e heterogeneidade entre
0s grupos, por este motivo os métodos hierdrquicos e os de otimizacdo sdo bastante
empregados pelos melhoristas de plantas (CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

Esses métodos sdo dependentes de uma medida de dissimilaridade previamente
estimada, sendo as mais utilizadas nessas analises a distancia Euclidiana e a distincia
generalizada de Mahalanobis (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012). De acordo com
os resultados relatados pela Sokal e Rohlf (1962) e confirmado por Farris (1969), a
distancia Euclidiana ¢ um método bem-sucedido na maximizagdo da correlagdao
cofenética.

O método de ligagdo entre grupo Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean (UPGMA) ¢ bastante utilizado, pois a partir da andlise dos dados ¢
gerada uma representacao grafica denominada dendrograma. Essa representacao
proporciona uma melhor visualizacdo e interpretacdo do agrupamento de genotipos.
Segundo Bertini et al. (2006), o método UPGMA apresentou maior eficiéncia em
representar as dissimilaridades entre os genotipos de algodoeiro avaliados em relacdo
aos métodos de vizinho mais distante e vizinho mais proéximo.

O método de Tocher (RAO, 1952) ¢ um dos métodos de otimizacdo mais
empregados nos estudos de diversidade genética, j4 que também agrupa genodtipos
quando a distancia média intragrupos ¢ inferior a qualquer distancia intergrupos
(NOGUEIRA, 2011; CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012). Ao contrario dos métodos
hierarquicos, esse método permite a formag¢do de grupos mutuamente exclusivos em
que, para a melhor interpretacdo dos dados, o pesquisador deve verificar qual representa
a melhor estrutura de agrupamento relacionada ao conjunto de dados, as caracteristicas
avaliadas e seus objetivos ao realizar essas andlises de diversidade genética (BERTAN
et al., 2006; SOUSA, 2013). Resende et al. (2014) verificaram que a analise de
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agrupamento de Tocher permitiu a estruturacao populacional dos acessos, resumindo-os

em 14 grupos divergentes de algodoeiro.

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na casa de vegetagdo do Instituto de Ciéncias
Agrarias (ICIAG) e no Laboratério de Micologia e Protecdo de Plantas (LAMIP) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), no municipio de Uberlandia — MG, entre

setembro e dezembro de 2016.

3.1 Obtencao dos Isolados de S. sclerotiorum

Foram obtidos dois isolados oriundos de esclerddios, sendo um retirado de
plantas de algodoeiro em cultivo comercial na regido de Chapaddao do Sul (MS),
fornecido pela Fundag¢do Chapaddo e outro foi o isolado oriundo de soja de Jatai (GO),
obtido da micoteca do LAMIP da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), sendo
este descrito por Garcia (2008) como sendo um isolado muito agressivo.

Os esclerodios foram previamente descontaminados em alcool 50% (v/v) e dgua
sanitaria a 0,5% diluida em agua destilada estéril, nos tempos de 30 e 60 segundos,
respectivamente. Em seguida, os esclerddios foram enxaguados em agua destilada
estéril e transferidos para placas de Petri contendo meio BDA. As placas de Petri entdo
foram incubadas a 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas para germinagdo miceliogénica.
Os discos de micélio para os ensaios foram obtidos a partir de esclerddios (SAGATA,

2010).

3.2 Cultivo do Algodoeiro para Inoculacio

As plantas utilizadas foram cultivadas em copos plasticos de 500 mL
previamente preenchidos com substrato Plantmax®, em ambiente de casa de vegetagio,
sendo testados 33 genotipos (Tabela 1) em delineamento de blocos com trés repetigdes,

sendo a parcela representada por trés plantas em cada copo plastico.
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TABELA 1. Genétipos de algodao utilizados para avaliar resisténcia a S. sclerotiorum,
Uberlandia-MG, 2016.

Genotipos Instituicao
TMG 11 Tropical Melhoramento & Genética
TMG 41 Tropical Melhoramento & Genética
TMG 42 WS Tropical Melhoramento & Genética
TMG 43 Tropical Melhoramento & Genética
TMG 44 B2RF Tropical Melhoramento & Genética
TMG 45 B2RF Tropical Melhoramento & Genética
TMG 47 B2RF Tropical Melhoramento & Genética
TMG 48 B2RF Tropical Melhoramento & Genética
TMG 81 WS Tropical Melhoramento & Genética
TMG 82 WS Tropical Melhoramento & Genética
BRS 269 Embrapa
BRS 293 Embrapa
BRS 335 Embrapa
BRS 336 Embrapa
BRS 368 RF Embrapa
BRS 369 RF Embrapa
BRS 371 RF Embrapa
FM 913 Fibermax® — Bayer
FM 940 Fibermax® — Bayer
FM 944 GL Fibermax® — Bayer
FM 954 GLT Fibermax® — Bayer
FM 975 WS Fibermax® — Bayer
FM 980 GLT Fibermax® — Bayer
FM 983 GLT Fibermax® — Bayer
IMA 2106 GL Instituto Matogrossense do Algodao

IMA 5675 B2RF

IMA 8276 WS
IMA 8405 GLT
DP 1536 B2RF

Instituto Matogrossense do Algodao
Instituto Matogrossense do Algodao
Instituto Matogrossense do Algodao

Deltapine® — Monsanto

DP 1552 Deltapine® — Monsanto

TIAC 24 Instituto Agrondémico de Campinas

IAC 25 Instituto Agrondémico de Campinas

MAC-2 Programa de Melhoramento Genético do Algodoeiro - UFU

Fonte: O autor.
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3.3 Método do “Straw Test”

3.3.1 Desenho experimental

O delineamento experimental para o ensaio com método straw test foi efetuado
em blocos casualizados, em esquema fatorial de dois fatores, com um fator composto de
trés niveis, sendo um inoculo proveniente de soja, um de algodao ¢ um controle sem
indculo, e outro fator com 33 genoétipos, com trés repeticdes. As parcelas consistiram

em um copo com trés plantas de algodao.

3.3.2 Inoculacao

A inoculagdo ocorreu quando as plantas de algoddo atingiram estadio fenoldgico
V2, empregando discos de BDA contendo micélio de 6 dias de idade do fungo,
inseridos em ponteira de 200 pL (straw test) e fixados sobre o apice da planta apos a
retirada do meristema apical, através de decepagdo. O experimento foi executado com

um in6culo proveniente de soja, um de algoddo e um controle sem o fungo.

3.3.3 Incubagao

Experimento — 1: No momento da inoculagdo, as plantas foram levadas para o
Laboratorio de Micologia e Protecao de Plantas da Universidade Federal de Uberlandia.
ApoOs a inoculagdo, as plantas foram incubadas em camara de crescimento, a
temperatura de 22 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de 7 dias.

Experimento — 2: Apoés a inoculagdo as plantas foram mantidas, por 7 dias, em
ambiente de casa de vegetagdo do Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal de Uberlandia. As condi¢des climdticas (temperatura e umidade relativa) do
local durante a condugdo do experimento foram monitoradas com termohigrometro

digital.

3.3.4 Avaliacio do comprimento da lesao

Foi efetuada, com auxilio de uma régua (Figura 2), avaliacdo do comprimento da

lesdo causada por S. sclerotiorum no caule da planta 7 dias ap6s a inoculagdo (DAI)
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(PETZOLT; DICKSON, 1996; SINGH; TERAN, 2008).

FIGURA 2. Avaliacdo do tamanho de lesdo no caule do algodoeiro, em fun¢do da
inoculagdo com S. sclerotiorum. Fonte: O autor.

3.3.5 Avaliacao da severidade da lesao

A severidade da doenca foi obtida pela propor¢ao do comprimento da lesdo em
comparagdo com o comprimento total do caule, ambas as medigdes foram efetuadas

com auxilio de uma régua (HULLER et al., 2016).
3.4  Maétodo do Acido Oxilico

As plantas de algodao foram cultivadas em ambiente de casa de vegetacao nas
mesmas condi¢des que as usadas para o straw test. Aos 21 dias apds a semeadura, foram
cortadas na regido do colo e colocado através de uma placa de poliestireno (isopor) em
uma solucdo de acido oxalico a 20 e 40 mM (Reagente analitico na sua forma de écido,
LABSYNTH Ltda.), com pH ajustado para 4,0 (usando hidroxido de sodio a 10 N),
sendo que as hastes foram mantidas submersas a 2 cm durante 20, 44 e 68 horas a 22°C
no escuro (ANTONIO et al., 2008). Trés plantas de cada genétipo foram avaliadas. A
susceptibilidade a solugdo de acido oxalico foi avaliada utilizando um indice de notas de

murcha proposto por Antdnio et al. (2008), como visto na figura abaixo.
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FIGURA 3. Exemplos de notas de murcha em resposta ao método por acido oxalico
Fonte: (ANTONIO et al., 2008).

3.5 Analises Estatisticas

Os dados dos experimentos 1 e 2 foram submetidos a anélise de variancia em
esquema fatorial (genotipos e isolados). Adotou-se efeitos fixos para gendtipos e
isolados, aplicando o modelo estatistico adotado para o delineamento em blocos

casualizados conforme abaixo:

Yijk =p+ Bk + Gi + [j + Glij + Eijk

Em que:

Yijk: observacdo do gendtipo i, no isolado j, na repeticao k;

w: média geral;

Gi: efeito do i-ésimo genotipo;

Bk: efeito do bloco k;

Ij: efeito do isolado j;

Glij: efeito da interacdo do i-ésimo genotipo com j-ésimo isolado; e
Eijk: erro aleatorio.
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O teste de agrupamento de médias de Scott-Knott a 0,05 de significancia foi
utilizado apds as analises fatoriais de cada experimento.

Para avaliar a influéncia do ambiente (casa de vegetacdo e camara de
crescimento) realizou-se uma andlise de variancia conjunta, ap6s a avaliacdo da
homogeneidade das variancias residuais, pela razao entre o maior € o menor quadrado
médio do residuo (QMR), considerando-se como sete o valor limitante para realizagao
da andlise de variancia conjunta (RAMALHO et al., 2012) e, quando necessario,
realizou-se os ajustes dos graus de liberdade. Na andlise de variancia conjunta, cujo

modelo esta apresentado abaixo, adotou-se efeitos fixos para gendtipos e ambientes.
Yix =pn+ Gi+ B/Ajk + Aj + GAjj + Ejjk

Em que:

Yij: observagao avaliada no i-ésimo gendtipo, no j-€simo ambiente, no k-ésimo
bloco;

p: média geral,

Gi: efeito do i-ésimo genotipo (inoculado com 2 isolados);

B/Ajk: efeito do bloco k dentro do ambiente j;

Aj: efeito do ambiente j;

GAj: efeito da interacdo do i-ésimo genotipo com j-€simo ambiente; e

Ejjk: erro aleatorio.

Os parametros genéticos do tamanho médio da lesdo foram estimados a partir do

método da analise de variancia:

¢ _ QMG — QMR

g r

h? = —Z— x 100
oMG/r *

Em que:
A

? g+ componente quadratico genético;

h?: coeficiente de determinacdo genotipico;
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QMG: quadrado médio de gendtipos;
QMR: quadrado médio do residuo; e

r: namero de repetig¢des.

Os dados foram padronizados:

oo U
Y s(Xi))

Em que:
x;j: media padronizada do i-€simo genotipo do j-€simo carater;
X;j : 1-ésimo genotipo do j-€simo carater, dados originais; €

S(X i j): desvio-padrao.

Foi estimada a dissimilaridade genética entre todos os pares de genotipos pela

distancia Euclidiana padronizada, conforme o estimador abaixo:

P

2

dy = Z(Xij - Xi'j)
J

Em que:

d;;i-: distancia Euclidiana entre o gen6tipoiei’;

X;j: observagdo para o j-€simo carater no genotipo i;
X;j: observagdo para o j-€simo carater no genotipo i’; e

p: numero de variaveis.

Posteriormente a obten¢do da matriz de dissimilaridade entre os gendtipos, foi
efetuado o agrupamento destes pelo método hierarquico da Liga¢do média entre grupos
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean - UPGMA) e pelo método de
otimizagdo de Tocher (RAO, 1952).

Com base no método UPGMA, obteve-se dendrograma que foi estabelecido
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pelos gendtipos de maior similaridade, sendo que a distancia entre o genotipo e o grupo

formado pelos individuos i e j ¢ dado por:

dg+ d
dape =————

Através da matriz de dissimilaridade, procedeu-se ao método de agrupamento de
otimizacdo de Tocher. O primeiro grupo foi constituido por gendtipos cuja medida de
dissimilaridade foi menor. Posteriormente, outros genotipos foram incluidos neste
grupo, através da comparagdo entre o acréscimo no valor médio da distancia dentro do
grupo e um nivel méximo permitido pré-estabelecido (8) da medida da dissimilaridade,
encontrado no conjunto de menores distancias que envolviam cada genotipo. A inclusao

ou nao de cada genotipo foi determinada por:

d : ; Oti
wrupok < 9 inclui-se o genotipo K no grupo;

d » S o
—grupolk g o gendtipo K néo é incluido;

Em que:

n: namero de geno6tipo do grupo original.

A distancia entre o genotipo k e o grupo formado pelos gendtipos i e j foi dado
por:

dijk = dix + dj

O coeficiente de correlacio de Spearman foi utilizado para verificar a
correspondéncia entre os métodos straw test e de acido oxalico, visando a selegdo de
genoétipos resistentes ao mofo branco do algodoeiro. A expressdo para calculo do

coeficiente de Spearman ¢ dada por:

L euLd
P n(n? —1)
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Em que:
p: € o coeficiente de correlagdo de Spearman;

d;: ¢ a diferenca entre as ordenagdes e n ¢ o numero de pares de ordenagdes
O coeficiente varia entre -1 e 1, e, quanto mais proximo estiver desses extremos,
maior sera a associagdao entre as variaveis, sendo que o sinal negativo indica que as

variaveis variam em sentidos opostos.

As analises foram realizadas utilizando o programa GENES (CRUZ, 2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resisténcia de Genotipos de Algodoeiro a S. sclerotiorum pelo Método “Straw

Test”

Com intuito de avaliar a influéncia do ambiente (camara de crescimento e casa
de vegetagdo) na determinacao das respostas dos geno6tipos de algodao inoculados com
S. sclerotiorum proveniente de soja e algodao, procedeu-se a andlise de variancia
conjunta, na qual constatou-se efeito significativo da intera¢do tratamento (genotipos

de algodao inoculados) com ambientes, conforme tabela abaixo:

TABELA 2. Resumo da andlise de variancia conjunta para tamanho médio de lesdo
(cm) e severidade (%), em func¢do da inoculagdo de genotipos de
algodoeiro com diferentes isolados de S. sclerotiorum, em casa de
vegetagdo e camara de crescimento. Uberlandia-MG, 2016.

i QUADRADOS MEDIOS
FONTE DE VARIACAO GL .
LESAO  SEVERIDADE
BLOCOS/AMB 4 0,11 34,45
TRATAMENTOS 65 4,66%* 440,67**
AMBIENTES 1 430,5%* 36817,28%*
TRATXAMB 65 4,92%% 465,17%*
ERRO 153 0,43 4731
CV(%) 33,95 40,16

**: significativo ao nivel de 1% pelo teste de F; GL: Graus de liberdade; CV(%): coeficiente de variacdo.

Em cémara de crescimento o tamanho médio da lesdo foi de 1,3 cm para o
isolado de soja e 4,6 cm para o isolado de algodao (Tabela 3), enquanto na casa de
vegetacao, tanto no isolado de soja como isolado de algodao, o tamanho da lesdo ficou
restrito a 0,9 cm. De forma semelhante, na severidade houve maior agressividade no
ambiente controlado (cAmara de crescimento). Em camara de crescimento a severidade
com isolado proveniente de soja alcangou 11,9% e isolado algodao, 41,6%. Ja para o
ambiente de casa de vegetacdo a severidade permaneceu em 7,9 e 7,1%, para isolados
soja e algodao, respectivamente.

Deste modo, através da andlise conjunta dos dados e do tamanho e severidade
das lesdes, verificou-se que o ambiente de cdmara de crescimento proporcionou
condi¢gdes mais adequadas a infecg¢ao de S. sclerotiorum, refletindo em maior tamanho
de lesdo e severidade quando comparado a casa de vegetacdo. Verificando a resisténcia

de gendtipos de soja em casa de vegetacdo e camara de crescimento, Juliatti; Sagata;
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Jaccoud Filho (2014) demonstraram que o desenvolvimento dos sintomas de mofo

branco na haste de soja foi favorecido. Este mesmo comportamento foi observado por
Castro (2016).

TABELA 3. Tamanho (cm) e severidade (%) das lesdes de mofo branco em 33
genotipos de algodoeiro, inoculados com S. sclerotiorum provenientes de
soja e algoddo, mantido em ambiente de casa de vegetacdo e camara de
crescimento. Uberlandia-MG, 2016.

) Tamanho lesdo (cm) Severidade (%)
Ambiente - -
I. soja 1. algoddo I. soja I. algoddo
Camara de crescimento 1,3 4,6 11,9 41,6
Casa de vegetagdo 0.9 0,9 7.9 7.1

n = 33 gendtipos; I: isolado.

Verificou-se no experimento em casa de vegetacdo que as temperaturas maximas
diarias estiveram acima do intervalo adequado para o desenvolvimento micelial do

fungo (AGRIOS, 2005), entre 18 e 25°C, e umidade relativa manteve-se abaixo de 90%
(Figura 4).
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FIGURA 4. Dados meteoroldgicos no periodo de incubagdo de S. sclerotiorum nos

genotipos de algodoeiro em casa de vegetacdo. Uberlandia-MG, 2016.
Fonte: O autor.
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Possivelmente, a maior temperatura média e menor umidade relativa tenham
proporcionado o tamanho reduzido das lesdes e consequentemente severidade. Segundo
Pratt e Rowe (1991), a umidade deve ser mantida elevada, acima de 70%, pelo menos
entre 24 e¢ 72 horas apos a inoculagdo, visando favorecer o desenvolvimento do
patdgeno. A umidade e a temperatura sdo fatores que influenciam profundamente no
desenvolvimento de S. sclerotiorum (BOLAND; HALL, 1987; MILA; YANG, 2008).

A baixa correlagdo entre os dados obtidos em campo e condigdes controladas
dificulta o processo de classificagdo dos genotipos quanto a resisténcia ao mofo branco
(JULIATTI et al.,, 2013) neste contexto da condugdo dos ensaios em condigdes
controladas, tais como casa de vegetagdo e camara de crescimento (BOLAND; HALL,
1987). Fatores ambientais como umidade relativa e temperatura limitam a avaliagdo de
resisténcia de gendtipos em casa de vegetacdo (ANTONIO et al., 2008; BOLAND;
HALL, 1987). Por este motivo o ambiente de camara de crescimento foi escolhido para
a verificagdo de resisténcia, por promover condi¢cdes mais adequadas para a infecgdo e
desenvolvimento do fungo.

No experimento conduzido em casa de vegetagdo ndo foi constatada diferenca
de agressividade entre os isolados (Tabela 4) devido as condi¢des de temperatura e
umidade que desfavoreceram a colonizacao pelo patogeno. O tamanho de lesdo para o
isolado soja variou entre 0,6 cm (IAC24) e 1,3 cm (FM954 GLT). J& para o isolado
algoddo as lesdes permaneceram entre 0,5 cm (TMG42 WS, IAC25 e TMG47 B2RF) e
1,3 cm (BRS371 RF).

Zito et al. (2006) notaram variabilidade na reagdo de soja ao patdogeno para
experimentos em casa de vegetagdo e camara de crescimento, observando desde
resisténcia até completa suscetibilidade. No geral, o indice de severidade em casa de
vegetacdo também se manteve consideravelmente inferior ao do ambiente controlado
(camara de crescimento) (Tabela 3). De forma semelhante ao cardter tamanho de lesao,
o isolado proveniente de soja manifestou menor severidade no genotipo IAC24 (5,2%) e
maior com FM954 GLT (10,8%). Para o isolado algoddao o menor indice foi encontrado

no geno6tipo TMG42 WS (3,8%) e o maior em FM954 GLT (10,4%) (Tabela 4).
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TABELA 4. Tamanho médio de lesdo (cm) e severidade (%), em fun¢do da inoculacao
de genotipos de algodoeiro com isolados de S. sclerotiorum oriundos de
soja e algodao, em casa de vegetagdo. Uberlandia-MG, 2016.

. Tamanho lesdo (cm) Severidade (%)
Genotipos : - - ~

1. soja 1. algodao L. soja I. algodao
TMG42 WS 0,7 b A' 0,5 bA 57 bA 3.8 bA
IAC25 0,7 bA 0,5 bA 6,3 bA 42 bA
IMAS5675 B2RF 0,8 bA 0,7 bA 6,0 bA 45 bA
TMG47 B2RF 0,8 bA 0,5 bA 81 aA 4,6 bA
IMAS8276 WS I,LI aA 0,8 bA 7,1 bA 4,6 b A
TMG43 0,7 bA 0,6 bA 59 bA 50 bA
TMGI11 0,8 bA 0,7 bA 7,0 b A 56 bA
TMG41 1,1 aA 0,7 bA 9,1 aA 58 bA
IAC24 0,6 bA 0,7 bA 52 bA 59 bA
BRS336 0,7 bA 0,7 bA 58 bA 6,2 bA
FM983 GLT 1,0 aA 0,8 bA 8,6 aA 6,4 bA
FM980 GLT 1,0 aA 0,7 bA 94 aA 6,5 bA
FM913 1,0 aA 0,7 bA 8,7 aA 69 aA
IMAS8405 GLT 09 bA 0,8 bA 7,7 bA 69 aA
BRS269 1,0 aA 09 bA 8,7 aA 7,1 aA
TMG82 WS 0,7 bA 09 bA 5,6 bA 72 aA
IMA2106 GL 1,0 aA 1,0 aA 83 aA 73 aA
MAC-2 0,8 bA 0,7 bA 79 aA 73 aA
BRS335 0,8 bA 09 bA 6,6 bA 75 aA
BRS293 1,1 aA 1,0 aA 82 aA 7,7 aA
BRS369 RF 1,2 aA 1,2 aA 8,8 aA 7,7 aA
TMG45 B2RF 0,7 bA 0,7 bA 7,6 bA 7.8 aA
DP1552 1,2 aA 1,0 aA 89 aA 7.8 aA
TMG81 WS 0,7 bA 0,8 bA 7,1 bA 79 aA
BRS368 RF 1,1 aA 1,2 aA 7,6 b A 80 aA
FM944 GL 1,0 aA 09 bA 9,6 aA 85 aA
FM940 0,7 bA 09 aA 6,8 bA 8,7 aA
TMG48 B2RF 1,2 aA 1,0 aA 10,4 a A 8,7 aA
FM975 WS 1,1 aA 1,2 aA 8,4 aA 9,1 aA
BRS371 RF 1,2 aA 1,3 aA 9,0 aA 92 aA
TMG44 B2RF 1,0 aA 0,7 bA 10,7 a A 9,7 aA
DP1536 B2RF 1,0 aA 1,2 aA 79 aA 9.8 aA
FM954 GLT 1,3 aA 1,2 aA 10,8 a A 10,4 aA

CV (%) 22,75 23,73

H? (%) 81,11 74,64

! Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical e letras maitisculas na horizontal constituem
grupo estatisticamente homogéneo pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente
de variacao; H*(%): coeficiente de determinacao genotipico.

A avaliagdo em camara de crescimento do tamanho e severidade das lesdes
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causadas apds a inoculacdo de S. sclerotiorum, com isolados oriundos de soja e
algoddo demonstrou diferenca de agressividade entre os isolados estudados (Tabela 5).
Pelo tamanho de lesdo observou-se menor agressividade do isolado soja, com lesdes
variando entre 0,5 cm (BRS335) e 2,3 cm (DP15552), visto que nao foi possivel
diferenciar os gendtipos através do teste de agrupamento de médias. Ao passo que o
isolado de algodao promoveu lesdes entre 2,3 cm (FM944 GL) e 6,0 cm (FM975 WS),
agrupando os gen6tipos em duas categorias.

Os gendtipos que apresentaram menores lesdes foram FM944 GL (2,3 cm),
MAC-2 (3,1 cm) e TMG47 B2RF (3,6 cm), enquanto os que apresentarem maiores
lesdes foram FM975 WS (6,0 cm), IMA8405 GLT e IMA8276 WS (5,7 cm). Castro et
al. (2015), também avaliando resisténcia de gendtipos de algodoeiros a S.
sclerotiorum, observaram lesdes entre 7,38 cm para o cultivar Delta Opal ¢ 1,27 cm
para o genotipo MAC-2, classificando os materiais como suscetivel e resistente,
respectivamente. Dessa forma o genotipo de algodoeiro MAC-2 pode ser indicado
como padrdo de resisténcia (CASTRO et al., 2015). Os genotipos resistentes podem
ser promissores para 0 manejo em areas com historico de mofo branco, diminuindo os
danos provenientes pela infec¢do do patogeno.

Diversos estudos corroboram a variabilidade de agressividade de S. sclerotiorum
em diferentes culturas como feijdo, soja e girassol (IRANI et al.,, 2011; PRICE;
CALHOUN, 1975; ZANCAN et al., 2015). Porém, estudos com a cultura do algodoeiro
sao escasssos. Em trabalho conduzido por Irani et al. (2011), foram verificadas
diferencas significativas na patogenicidade em girassol, independentemente de origem
dos isolados. Kull et al. (2004) observaram que diferengas de agressividade podem ser
detectadas ao comparar isolados de regides geograficas distantes, mas ndo encontraram
evidéncia conclusiva que sugira especializagdo de hospedeiro entre isolados de S.
sclerotiorum.

Price e Calhoun (1975) compararam a patogenicidade de 14 isolados de S.
sclerotiorum em 11 hospedeiros diferentes. Estes demonstraram que houve varia¢do no
grau de patogenicidade, inoculando-se diferentes espécies hospedeiras. Zancan et al.
(2015), analisando 25 isolados de S. sclerotiorum, observaram diferencas expressivas de

agressividade entre os isolados, por meio do método straw test, na cultura do feijoeiro.
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TABELA 5. Tamanho médio de lesdo (cm) e severidade (%), em fungdo da inoculagdo
de genotipos de algodoeiro com isolados de S. sclerotiorum oriundos de
soja e algoddo, em camara de crescimento. Uberlandia-MG, 2016.

. Tamanho lesdo (cm) Severidade (%)
Genotipos ) - . ~

L. soja 1. algodao L. soja I. algodao
FM944 GL 1,0 aA! 23 bA 6,3 aA 12,0 dA
IMA2106 GL 1,1 aB 3. bA 9,0 aB 24,1 dA
MAC-2 1,2 aB 3,1 bA 9,5 aB 25,6 dA
DP1552 23 aB 48 aA 17,6 a A 26,8 dA
TMG43 1,7 aB 3 bA 15,5 aB 31,7 cA
IAC25 0,9 aB 4,6 aA 82 aB 32,5 cA
FM954 GLT 1,1 aB 39 bA 10,2 aB 34,1 cA
IMA5675 B2RF 2,7 aB 48 aA 224 aA 344 cA
BRS269 1,3 aB 3 bA 15,1 aB 34,6 cA
FM983 GLT 2,1 aB 4,6 aA 17,1 aB 353 cA
BRS368 RF 1,2 aB 50 aA 9,1 aB 36,6 c A
DP1536 B2RF 09 aB 49 aA 6,5 aB 38,7 cA
BRS336 09 aB 4,7 aA 85 aB 389 cA
IMAS8405 GLT 1,2 aB 5,7 aA 10,0 aB 39,0 cA
IMAS8276 WS 0,8 aB 57 aA 58 aB 392 cA
TMGI11 1,5 aB 4,1 bA 12,1 aB 39,4 cA
FM913 14 aB 48 aA 10,8 aB 41,1 cA
BRS369 RF 1,0 aB 54 aA 7.8 aB 412 cA
TMG41 1,5 aB 42 bA 13,3 aB 414 cA
BRS371 RF 1,6 aB 49 aA 11,5 aB 42,1 cA
TMG47 B2RF 14 aB 3,6 bA 14,7 aB 444 b A
TMG45 B2RF 1,1 aB 44 aA 13,1 aB 46,2 b A
TMGS82 WS 1,7 aB 4,7 aA 149 aB 473 b A
TMG42 WS 1,9 aB 45 aA 17,0 aB 474 b A
IAC24 1,5 aB 50 aA 12,8 aB 48,0 b A
TMG48 B2RF 1,3 aB 49 aA 13,2 aB 48,6 b A
TMGS81 WS 1,3 aB 4,7 aA 11,3 aB 50,1 bA
FM940 0,7 aB 53 aA 6,5 aB 50,4 bA
BRS335 0,5 aB 54 aA 43 aB 51,6 bA
FM980 GLT 1,3 aB 5,1 aA 16,6 aB 54,7 b A
BRS293 1,1 aB 55 aA 12,8 aB 64,6 a A
TMG44 B2RF 1,3 aB 47 aA 13,4 aB 64,8 a A
FM975 WS 1,6 aB 6,0 aA 174 aB 66,2 a A

CV (%) 22,94 26,41

H? (%) 60,18 80,79

'"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na vertical e letras maiusculas na horizontal constituem
grupo estatisticamente homogéneo pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente
de variacao; H?(%): coeficiente de determinagao genotipico.

A infec¢do por S. sclerotiorum ocorre em razdo de suas estruturas de
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patogenicidade: o 4cido oxalico e as enzimas pectoliticas produzidas pelo fungo. A
penetracdo do acido nos tecidos da planta se dd ao redor da lesdo formada, o que
acidifica o pH da regido de 6,8 para 4,0, aproximadamente, e facilita a agdo das enzimas
pectoliticas (ECHANDI; WALKER, 1957; MAXWELL; LUMSDEN, 1970).

Neste sentido ¢ possivel que a maior agressividade do isolado proveniente de
algoddo seja em decorréncia da especializagdo do fungo a um sistema de manejo
especifico, em que predomina o cultivo de algoddao em pivd central, proveniente da
regido de Chapadao do Sul — MS. Isso porque o teor de lignina de caule de algodao
permanece em torno de 18,2% a 21,0% (KANG, et al., 2012; TUTUS; EZICI; ATES,
2010), superior ao teor de lignina do caule da planta de soja, em torno de 12,0 a 16,0%
(GRIS et al., 2013; PELTIER; HATFIELD; GRAU, 2009). Diversos trabalhos tém
demonstrado que a lignina no caule de algodao tem sido associada a defesa contra
fitopatogenos (KANG, et al.; 2012; MACMILLAN et al., 2013; SHI et al., 2012).

Peltier, Hatfield e Grau (2009) observaram que o gendtipo de soja NK S19-90
foi classificado como parcialmente resistente com 16,4% de lignina em caule, contudo
esses autores indicam que a resisténcia ao mofo branco esta relacionada a baixa
concentracdo de liginina no caule da planta de soja. Ja Antonio (2011) demonstrou que
houve aumento de deposicdo de lignina nos gendtipos de feijoeiro com resisténcia
parcial e, em geral, a inoculacdo com S. sclerotiorum induz o aumento dos teores de
lignina. Desse modo, h4 necessidade de estudos mais aprofundados para se elucidar a
interacdo e possivel especializacdo fisiologica entre isolados de S. sclerotiorum,
incluindo fontes provenientes de algodoeiro.

Pelos dados de severidade das lesdes causadas pela inoculacdo do isolado de S.
sclerotiorum oriundo de soja, ndo foi possivel diferenciar os gendtipos quanto ao grau
de resisténcia ao mofo branco (Tabela 5). A severidade variou entre 4,3% para o
genotipo BRS335 e 22,4% para IMAS5675 WS. Ja com o isolado proveniente de algodao
houve classificagdo dos gendtipos em quatro grupos, com severidade variando entre
12,0% (FM944 GL) e 66,2% (FM975 WS). Deste modo, ¢ possivel constatar no
experimento em cdmara de crescimento a maior agressividade deste isolado. O isolado
mais agressivo ¢ util na identificacdo de maiores niveis de resisténcia para selecao do
germoplasma (ZANCAN et al., 2015).

O primeiro grupo foi constituido pelos genotipos com menores indices de
severidade, incluindo o padrio de resisténcia MAC-2, que foram FM944 GL (12,0%),
IMA2106 GL (24,1%), MAC-2 (25,6%) e DP1552 (26,8%). Tanto FM944 GL quanto
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MAC-2 também demonstraram maior resisténia ao mofo branco em fungao do tamanho
de lesdo. Em seguida, no proximo agrupamento foram classificados 16 dos 33 genotipos
estudados. Neste grupo a menor severidade foi obtida pelo genotipo TMG43, com
31,7%, e o maior indice pelo material BRS371 RF, com 42,1% de severidade. No
terceiro conjunto foram agrupados 10 genétipos, sendo seis deles sob a marca comercial
TMG. A severidade dentro deste grupo oscilou entre 44,4% com o genotipo TMG47
B2RF e 54,7% com FM980 GLT. No ultimo grupo restaram os 3 gendtipos com
maiores indices de severidade, constituido por BRS293 (64,6%), TMG44 B2RF
(64,8%) e FM975 WS (66,2%), este ultimo expressou maior porcentagem de
severidade entre os gendtipos do presente trabalho (Tabela 5).

A resisténcia ao mofo branco ¢ quantitativa (HOFFMAN et al., 2002; LU,
2003), neste sentido, tanto em funcao do tamanho de lesdo, bem como ao indice de
severidade, ndo foram observados gendtipos de algoddo com resisténcia completa ao
mofo branco. Ainda assim, foi possivel observar consideravel variabilidade para
resisténcia parcial entre os genoétipos, inclusive dentro dos germoplasma comerciais,
como FM944 GL, que expressou os menores tamanhos de severidade e lesdo,
contrastando com FM975 WS, o qual apresentou maiores indices de agressividade do
fungo. Em trabalhos com feijdo e soja a resisténcia ao fungo vem sendo bastante
avaliada, porém, fontes de resisténcia completa ndo tém sido identificadas, apenas a
variabilidade na reagdo para resisténcia parcial (ARAHANA et al., 2001; JULIATTI et
al., 2013; ZANCAN et al., 2015).

Os parametros genéticos como a herdabilidade (H?) sdao dados importantes para
verificar a confiabilidade dos mesmos para a sele¢do de genétipos baseado nas
caracteristicas avaliadas (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012). Em geracdes
avangadas no processo de melhoramento, o parametro H? ¢ denominado como
coeficiente de determinagdo genotipico e indica a propor¢do do valor fenotipico que
pode ser herdada, isto €, quantifica a confiabilidade do valor fenotipico como guia para
o valor genético. Apenas o valor fenotipico de um individuo pode ser mensurado,
porém, € o valor genético que influenciard a proéxima geracdo (RAMALHO et al.,
2012).

Deste modo, os dados dos experimentos de casa de vegetacdo e camara de
crescimento foram submetidos a essa andlise e estdo apresentados nas tabelas 4 e 5,
respectivamente. No experimento de casa de vegetacdo o H? para tamanho de lesao foi
de 81,11% e severidade de 74,64%. J4 no experimento na camara de crescimento, o H?
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para tamanho de lesdo foi de 60,18%, enquanto para severidade foi de 80,79%. Cruz,
Regazzi e Carneiro (2012) citam que esse valor deve ser superior a 70%, o que indica
que a variabilidade fenotipica dos gendtipos avaliados ¢ predominantemente de origem

genética.

4.2  Diversidade Genética Entre Genotipos de Algodoeiro Quanto a Resisténcia a
S. sclerotiorum Por Analises Multivariadas

Parte da diversidade genética de G. hirsutum, incluindo alelos que conferem
resisténcia a pragas, doencas e adversidades ambientais, teria sido perdida durante a fase
de domesticagdo (BERTINI et al., 2006). Segundo Igbal et al. (2001), o algodoeiro
cultivado em todo o mundo ¢ derivado de algoddes dos Estados Unidos da América, o
qual foi exportado para outros paises entre os séculos XIX e XX, sendo a maior parte do
algoddo brasileiro precoce proveniente desta fonte (BERTINI et al., 2006). Neste
sentido, programas de melhoramento de algoddo usualmente apresentam base genética
estreita, o que requer estudos genealdgicos detalhados nos parentais utilizados, a fim de
evitar cruzamentos relacionados (MCCARTY et al., 2007).

As medidas de dissimilaridade obtidas pela distancia Euclidiana, baseado em 33
genoétipos e dois caracteres (tamanho de lesdo e severidade) para isolado de algodao, sdo
apresentadas na Tabela 6. Constatou-se eleveda variabilidade genética entre os
genotipos avaliados, as distancias apresentaram magnitude entre 0,01 e 1,414. A partir
da matriz elaborada foi possivel distinguir maior similaridade entre os gendtipos
IMA8276 WS e IMA8405 GLT (d=0,010). A combinagdo entre os genotipos FM944
GL e FM975 WS foi a mais divergente (d=1,414). Entre as estimativas de divergéncia
genética a FM944 GL esteve presente nas combinagdes com as maiores distancias
encontradas, o que indica que esse gendtipo pode estar entre os mais divergentes deste
estudo.

Analisando caracteres morfologicos, Violatti (2016) verificou a divergéncia
genética entre 20 genotipos de algodao, com magnitude da dissimilaridade entre 1,70 a
64,39, pela distancia generalizada de Mahalanobis, enquanto Carvalho et al. (2003)
encontraram distancia Euclidiana minima de 0,25 e maxima de 4,36 ao avaliarem 221

acessos de banco de germoplasma de algodoeiro.
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TABELA 6. Dissimilaridade, com base na distdncia Euclidiana, entre 33 gendtipos de algodoeiro em fun¢do do tamanho e severidade da
lesdao apods a inoculacao com isolado de S. sclerotiorum proveniente de algodao, em ambiente de camara de crescimento.

Uberlandia-MG, 2016.

TMG TMG TMG TMG TMG TMG TMG TMG TMG BRS BRS BRS BRS BRS BRS BRS FMOI3 FMO40 FM 044 FMO954 FM 975 FMO980 FM983 IMA IMA IMA IMA DP  DP IAC24 IAC25 MAC2
Genotipos 41 LWS 43 44 45 47 43 BIWS ®WS 269 293 335 336 3GSRF 3RF 37IRF GL GLT WS GLT GLT 2006GL 5675 8276 8405 1536 1552
BRF BIXRF B2RF BIRF B2RF WS  GLT BXRF
TMG 11 0,045 0,187 0,168 0491 0,140 0,170 0,263 0,256 0,207 0,123 0,590 0,415 0,150 0,256 0,357 0,209 0,197 0,385 0,705 0,117 0,709 0,385 0,160 0,298 0,213 0,426 0417 0,204 0,300 0298 0,185 0,373
TMG4I 0,142 0213 0448 0,09 0,175 0220 0,211 0,164 0,167 0,545 0,375 0,134 0,244 0,331 0,179 0,71 0,345 0,750 0,162 0,665 0,341 0,162 0342 0,212 0,404 0,395 0,187 0,317 0,258 0,198 0,417
TMG42 WS 0355 0323 0,056 0,263 0,089 0,069 0,032 0310 0403 0246 0,161 0,241 0,266 0,131 0,141 0,219 0,892 0,303 0524 0,199 0,225 0479 0,252 0,346 0,340 0,184 0,387 0,138 0,275 0,559
TMG43 0,654 0,308 0,240 0426 0,423 0373 0054 0,757 05572 0,274 0353 0478 0,350 0,334 0541 0,542 0,052 0,873 0551 0,240 0,141 0287 0,535 0525 0,321 0,295 0456 0,226 0,214
TMG44 B2RF 0353 0,473 0305 0273 0,323 0,603 0218 0318 0479 0531 0,48 0423 0440 0322 1,164 0,604 0,364 0,220 0544 0,789 0,563 0550 0,548 0,486 0,702 0,328 055% 0,836
TMG45 B2RF 0,208 0,144 0,123 0,086 0,260 0453 0,302 0,160 0257 0,306 0,158 0,161 0,274 0,840 0256 0,578 02253 0,215 0,438 0252 0,385 0,377 0,97 0379 0,192 0,262 0,507
TMG47 B2RF 0351 0,322 029 0,189 0,627 0508 0,309 0,418 0501 0,347 0,342 0481 0,693 0,206 0,764 0,446 0329 0,378 0,382 0576 0,568 0,362 0,465 0,400 0,353 0,371
TMG 48 B2RF 0,047 0,059 0,385 0,337 0,158 0,186 0,226 0,206 0,119 0,138 0,130 0,97 0,376 0,448 0,129 0252 0,540 0,261 0284 0,279 0,182 0401 0,052 0,303 0,635
TMG 81 WS 0,053 0378 0,334 0,188 0207 0,263 0,253 0,152 0,168 0,163 0961 0,372 0456 0,130 0273 0545 0,290 0,331 0,326 0214 0430 0,097 0325 0,628
TMGS2 WS 0,330 038 0217 0,156 0,224 0238 0,111 0,125 0,189 0,913 0322 0502 0,178 0,222 0,493 0243 0,317 0311 0,170 0,381 0,106 0,273 0,580
BRS 269 0,712 0,536 0248 0,339 0,457 0320 0,305 0,505 0,582 0,025 0,832 0,508 0,227 0,195 0,278 0519 0,510 0,300 0,312 0,419 0,224 0,250
BRS 293 0,241 0520 0528 0,432 0445 0465 0,264 1293 0,706 0,148 0,209 0,58 0,877 0,583 0,473 0,475 0504 0,718 0,326 0,634 0,960
BRS 335 0,308 0,293 0,192 0,228 0247 0,031 1,114 0523 0314 0,105 0,365 0,674 0353 0,241 0241 0,279 0,48 0,117 0411 0,785
BRS 336 0,109 0,210 0,80 0061 0277 0811 0230 0,619 0313 0,066 0,367 0,093 0277 0,267 0055 0,226 0,197 0,118 0,488
BRS 368 RF 0,134 0,112 0,100 0,266 0,871 0318 0,604 0334 0,113 0416 0072 0,182 0,172 0060 0,190 0,210 0,139 0,561
BRS 369 RF 0,154 0,160 0,173 1,004 0,438 0,487 0,267 0240 0,550 0,205 0,080 0,074 0,158 0,312 0,163 0,272 0,690
BRS 371 RF 0,020 0,197 0,890 0,304 0,539 0,240 0,140 0,447 0,143 0230 0,222 0,064 0,282 0,119 0,189 0,564
FM 913 0216 0,872 0,289 0559 0,260 0,120 0,428 0,124 0,234 0,225 0,046 0264 0,139 0,170 0,548
FM 940 1,083 0493 0343 0,102 0335 0,643 0325 0,230 0229 0,249 0,456 0,087 0,382 0,754
FM 944 GL 0,592 1,414 1,090 0,765 0455 0,799 1,046 1,037 0,853 0,735 0,998 0,732 0,333
FM 954 GLT 0,823 0500 0,205 0,188 0,255 0,498 0,489 0,280 0,287 0,407 0,200 0,261
FM 975 WS 0325 0,678 0984 0,667 0505 0,510 0,592 0,793 0,422 0,725 1,082
FM 980 GLT 0,378 0,668 0381 0,330 0329 0301 0519 0,124 0,428 0,757
FM 983 GLT 0314 0054 0,294 0285 0,089 0,164 0259 0,052 0,450
IMA 2106 GL 0,345 0591 0,582 0,403 0,290 0,562 0,278 0,179
IMA 5675 B2RF 0,250 0,241 0,080 0,140 0,258 0,067 0,492
IMA 8276 WS 0,010 0222 0328 0,238 0316 0,742
IMA 8405 GLT 0213 0319 0234 0307 0,732
DP 1536 B2RF 0,219 0,179 0,133 0,534
DP 1552 0395 0,119 0,463
IAC24 0,309 0,668
IAC25 0,426
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O dendrograma, pelo método da ligacdo média entre grupo (UPGMA),
resultante da dissimilaridade dos genotipos com base na matriz da distdncia Euclidiana,
foi obtido a partir dos dados do tamanho e severidade da lesdo devido a infecgdo por S.
sclerotiorum, apdés a inoculacdo com isolado proveniente de algodao (Figura 5).
Segundo Aratjo et al. (2014), em estudo avaliando diferentes métodos de agrupamentos
na avaliagdo da divergéncia genética em algodoeiro herbaceo, o método UPGMA
apresentou maior consisténcia dentre os avaliados. A distancia Euclidiana ¢ um método
efetivo na maximizagdo da correlagdo cofenética (FARRIS, 1969; SOKAL; ROHLF,
1962).

O coeficiente de correlagdo cofenética obtido foi de 0,8012, significativo a 1%
de probabilidade pelo teste t. Os gendtipos foram subdivididos em cinco grupos
considerando 33% de dissimilaridade na delimitacao. Esse corte ¢ realizado de maneira
subjetiva, apds ser verificado pontos de alta mudanga de nivel na representacdo grafica
(CRUZ; FERREIRA; PESSONI, 2011).

O primeiro grupo foi composto por 20 gendtipos, ou seja, 60,6% da diversidade
genética observada. No grupo II foram classificados 9 genotipos, ja o terceiro foi
constituido apenas por dois genotipos, BRS293 e FM975 WS, e o grupo IV apenas por
TMG44 B2RF. Nos grupos III e IV foram alocados os materiais mais suscetiveis pelo
método straw test. Enquanto, no quinto e ultimo grupo ficou o genoétipo FM944 GL, o
qual expressou maior resisténcia através do método straw test. Isto determina a grande
divergéncia genética existente entre este material e os demais avaliados. Castro (2016),
avaliando resisténcia de genotipos de soja ao mofo branco, também verificou através de
analise multivariada a separagdo, em um grupo exclusivo, do geno6tipo mais resistente a

doenga.
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FIGURA 5. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 33 gendtipos de algoddo pelo método da ligagdo média entre
grupo (UPGMA) obtido com a distancia Euclidiana em fun¢do do tamanho e severidade da lesdo apds a inoculacdo com
isolado de S. sclerotiorum proveniente de algoddo em ambiente de cdmara de crescimento. Coeficiente de correlacdo
cofenética (r) de 0,8012**, Uberlandia-MG, 2016. Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
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Na Figura 6 foi representado o dendrograma obtido a partir dos dados do
tamanho e severidade da lesdo devido a infec¢@o por S. sclerotiorum, apés a inoculagao
com isolado proveniente de soja. O coeficiente de correlagdo cofenética foi de 0,7667,
significativo a 1% de probabilidade pelo teste t. Com corte admitindo 27% de
dissimilaridade na divisdo dos genotipos, coincidementemente ao dendrograma isolado
algodao (Figura 5), os materiais foram subdivididos em cinco grupos. Contudo, visto a
diferenca de agressividade entre os isolados, a classificagdo e agrupamento foram
distintos entre os dois dendrogramas. Em estudo de Castro (2016), também houve
variagdo na classificagdo de gendtipos em relagdo aos isolados em fun¢do do tamanho
médio da lesdo de S. sclerotiorum.

O grupo I foi formado por 18 gendtipos, cerca de 55% da diversidade genética
observada. No segundo agrupamento foram classificados 6 genétipos, enquanto no
terceiro foram 7 materiais. Notou-se que os genotipos antes separados em grupos
exclusivos (TMG44 B2RF e FM944 GL) foram agrupados com outros gendtipos, nos
grupos [ e III, respectivamente. O grupo IV constituiu-se pelo gendtipo BRS335 e o

grupo V por IMA5675 B2RF, antes agrupados no Grupo I (Figura 5).
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FIGURA 6. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 33 gendtipos de algodao pelo método da ligacdo média entre
grupo (UPGMA) obtido com a distancia Euclidiana, em funcdo do tamanho e severidade da lesdo apo6s a inoculagdo com
isolado de S. sclerotiorum proveniente de soja em ambiente de camara de crescimento. Coeficiente de correlagdo cofenética
(r) de 0,7667**, Uberlandia-MG@G, 2016. Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
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O dendrograma resultante da dissimilaridade dos 33 genoétipos foi baseado nos
dados do tamanho e severidade da lesdo, em funcdo da inoculagdo com isolados de S.
sclerotiorum provenientes de soja e algodao e esta representado pela Figura 7. O
coeficiente de correlagdo cofenética foi de 0,6577, significativo a 1% de probabilidade
pelo teste t, sendo que a delimitagdo dos grupos foi efetuada considerando 48% de
dissimilaridade, originando oito grupos.

No primeiro agrupamento foram incluidos 14 genotipos. No grupo II foram
classificados os materiais BRS293 ¢ TMG44 B2RF. O grupo III foi composto
exclusivamente pelo genotipo FM975 WS. Nos grupos II e III foram relacionados
genoétipos considerados suscetiveis pelo método straw test. O grupo IV foi formado por
9 gendtipos. J& o quinto grupo foi constituido por IMA2106 GL, MAC-2 e FM954 GL,
e o grupo VI somente pelo cultivar FM944 GL. Nos grupos V e VI foram alocados
materiais que apresentraram consideravel resisténcia ao patégeno. O grupo VII foi
composto por FM983 GLT, DP1552 e o ultimo grupo por IMA5675 B2RF, ambos
demonstraram resisténcia moderada pelo método straw test.

As estimativas para coeficiente igual ou superior a 0,70 demonstram um bom
ajuste entre a representacdo grafica das distdncias genéticas entre os genotipos € a sua
matriz original (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012), sendo que valores proximos a
um indicam o melhor desempenho. Desse modo, o dendrograma obtido da
dissimilaridade dos genoétipos a partir dos dados do tamanho e severidade da lesdo com
isolado algodao (Figura 4), com coeficiente de correlacdo cofenética de 0,8012,
demonstrou melhor consisténcia dentre os expostos, ficando em conformidade com
outros trabalhos que avaliaram divergéncia genética em algoddo (ARAUJO, et al., 2014;

GILIO et al., 2017; VIOLATTI, 2016).
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FIGURA 7. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre 33 gendtipos de algodao pelo método da ligacdo média entre

grupo (UPGMA) obtido com a distancia Euclidiana, em func¢do do tamanho e severidade da lesdo apods a inoculagdo com
isolados de S. sclerotiorum provenientes de soja e algoddao, em ambiente de camara de crescimento. Coeficiente de correlacao
cofenética (r) de 0,6577**, Uberlandia-MG, 2016. Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t.
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Pelo método de otimizagdo de Tocher, bascada na matriz de distancia
Euclidiana, a partir dos dados com isolado algodao, os 33 gendtipos foram classificados
em quatro grupos (Tabela 7), um a menos que pelo método UPGMA. Isto porque o
genotipo TMG44 B2RF, antes separado em um grupo exclusivo no método de Tocher,
foi agrupado com BRS293 e FM975 WS. Diferencas entre métodos de agrupamento em
algoddo também ja foram observados por outros autores (ARAUJO et al., 2014;
COUTINHO; GUIMARAES; VIDAL, 2014), o que justifica a necessidade de mais de
um método de agrupamento para conclusdes mais satisfatorias (VIOLATTI, 2016).

No grupo I foram reunidos 25 genétipos (75,8% do total), quatro genotipos no
grupo II (TMG43, IMA2106 GL, MAC-2, TMG47 B2RF), trés no grupo III (BRS293,
FM975 WS, TMG44 B2RF), entre os quais estdo os mais suscetiveis pelo método straw
test, € apenas o cultivar FM944GL no grupo V, classificado entre os mais resistentes
pelo mesmo método. Em estudo com 15 genotipos de algodeiro, Violatti (2016) também
distinguiu quatro grupos através do método de Tocher ao passo que Gilio et al. (2017)
encontraram cinco grupos, através da otimizacdo de Tocher, entre 18 genétipos de
algodeiro, com base em caracteristicas agrondmicas e de resisténcia a mancha de

ramularia.

TABELA 7. Agrupamento de 33 gendtipos de algoddo pelo método de Tocher,
utilizando a distancia Euclidiana, como medida de distancia genética,
obtida do tamanho e severidade da lesdo apods a inoculagdo com isolado
proveniente de algoddo, S. sclerotiorum em ambiente de camara de
crescimento. Uberlandia-MG, 2016.

Grupos Genotipos

IMAS276 WS, IMA8405 GLT, BRS369 RF, BRS368 RF, DP1536B2 RF, FM913

BRS371 RF, BRS336, IMA5675 B2RF, FM983 GLT, [AC25, 1AC24, TMG48

I B2RF TMG82 WS, TMG42 WS, TMGS81 WS, TMG45 B2RF, TMG41, TMGI1,
FM940 BRS335, FM980 GLT, DP1552, FM954 GLT, BRS269

TMG43, IMA2106 GL, MAC-2, TMG47 B2RF

I
- BRS293, FM975 WS, TMG44 B2RF
v FM944GL

A partir dos dados do tamanho e severidade da lesdao apds a inoculagdo com
isolado de soja, baseado na matriz de distancia Eucliadina, os gendtipos foram

separados em quatro grupos pelo método de otimizacdo de Tocher (Tabela 8),
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novamente um a menos que pelo dendrograma UPGMA. Neste caso o genotipo
BRS335, que pelo dendrograma fora enquadrado em um grupo exclusivo, no método de
Tocher foi agrupado com outros quatro genotipos.

O grupo I foi constituido por 23 genoétipos, aproximadamente 70% do total. No
segundo conjunto foram incluidos os gendtipos FM944 GL, DP1536 B2RF, IMA8276
WS, FM940, BRS335. O grupo III foi composto por TMG42 WS, FM983 GLT, FM975
WS, DP1552. O quarto grupo apenas por IMAS675 B2RF.

TABELA 8. Agrupamento de 33 genétipos de algoddao pelo método de Tocher,
utilizando a distancia Euclidiana, como medida de distancia genética,
obtida do tamanho e severidade da lesdo apds a inoculagdo com isolado
proveniente de soja, S. sclerotiorum em ambiente de camara de
crescimento. Uberlandia-MG, 2016.

Grupos Genotipos

TMG45 B2RF, BRS293, TMG44 B2RF, TMG48 B2RF, TMG81 WS, TMG1 1,
TIAC24, TMG41, FM913, TMG47 B2RF, BRS269, BRS371 RF, IMA8405 GLT,
I FM954 GLT, MAC-2, BRS368 RF, IMA2106 GL, IAC25, BRS369 RF, BRS336,
FM980 GLT, TMG43, TMG 82WS

FM944 GL, DP1536 B2RF, IMA8276 WS, FM940, BRS335

II
I TMG42 WS, FM983 GLT, FM975 WS, DP1552
v IMAS5675 B2RF

Com base no método de otimizagdo de Tocher, a partir dos dados dos isolados
soja e algodao, os genotipos foram agrupados em oito conjuntos (Tabela 9), mesmo
nimero de grupos formados pelo método do dendrograma UPGMA (Figura 7). O grupo
I foi o maior dentre os estabelecidos, composto por 18 dos 33 gendtipos. Ja os grupos
VI, VII e VIII foram formados apenas por um gendtipo cada, FM975 WS, IMA5675
B2RF, FM944 GL, respectivamente.

A dissimilaridade pelo método de UPGMA aliada ao método de otimizacdo de
Tocher promove uma maior confiabilidade na discriminagdo dos gendtipos quanto a
divergéncia genética (ELIAS et al., 2007; NOGUEIRA, 2011; SIMON; KAMADA;
MOITEIRO, 2012). Portanto, a realizagdo de cruzamentos entre gendtipos identificados
como mais divergentes pode trazer resultados mais significativos, permitindo a
expressdo da variabilidade genética em populagdes segregantes (CUNHA NETO;
BERTINI; SILVA, 2015).
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TABELA 9. Agrupamento de 33 genotipos de algoddao pelo método de Tocher,
utilizando a distancia Euclidiana, como medida de distancia genética,
obtida do tamanho e severidade da lesdo com isolados de S. sclerotiorum
provenientes de algodao e soja, em ambiente de camara de crescimento.
Uberlandia-MG, 2016.

Grupos Genotipos

TMG11, TMG41, TMG45 B2RF, FM913, BRS371 RF, TMG48 B2RF, TMG81 WS,
[IAC24, TMGS82 WS, BRS368 RF, TMG47 B2RF, BRS269, FM954 GLT, BRS336,
[AC25, IMA8405 GLT, BRS369 RF, DP1536 B2RF

BRS335, FM940, IMA8276 WS

1
- IMA2106 GL, MAC-2

v FM983 GLT, DP1552, TMG42 WS, TMG43
v TMG44 B2RF, BRS293, FM980 GLT
VI FM975 WS

- IMA5675 B2RF

VIII FM944 GL

4.3  Resisténcia de Genoétipos de Algodoeiro a S. sclerotiorum Pelo Método de
Acido Oxalico

A patogenicidade do fungo estd associada com a producdo de 4cido oxalico, ja
que esta substancia reduz o pH nos tecidos do hospedeiro, diminuindo a defesa da
planta e aumentando a atividade das enzimas responsaveis pela degradacao da parede
celular (LUMSDEN, 1979). Diversos estudos foram conduzidos a fim de correlacionar
métodos de avaliagdo para as culturas de soja e feijao (ANTONIO et al.,, 2008;
HULLER et al., 2016). Contudo, sdo escassos os trabalhos relacionados com o
algodoeiro. Deste modo, foi efetuada a avaliacdo indireta de resisténcia dos gendtipos
de algodoeiro pelo método de acido oxalico (Tabela 10).

Foi verificada, na Tabela 10, diferenca quanto ao tempo de exposi¢do e
concentragdo da solugdo de acido oxalico. No geral, as maiores notas de murcha foram
alcangadas na concentracdo de 40 mM e 68 horas de imersao na solucao, com exce¢ao
dos genotipos BRS269, DP1552, TMG43, que tiveram a maior nota em 20 mM e 44

horas.
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TABELA 10. Notas de murcha em plantas de algodoeiro, de um a cinco, em funcdo de
concentracdo de acido oxalico (mM) e tempo (h), por teste de acido
oxalico. Uberlandia-MG@G, 2016.

20 mM 20 h 20 mM 44 h 40 mM 44 h 40 mM 68 h

Genotipo
Nota de Murcha
IMA5675 B2RF 1,3 b A! 20 ¢ A 1,1 ¢ A ,5’; b A
TMG42 WS 1,7 a A 20 ¢ A 11 ¢ A 1,7 b A
BRS269 20 a B 30 b A 12 ¢ C 19 b B
TMGS81 WS 1,7 a A 20 ¢ A 12 ¢ A 20 b A
TMG45 B2RF 1,0 b B 1,7 d A 1,1 ¢ B 2,1 b A
FM975 WS 10 b B 13 d B 12 ¢ B 2,1 b A
DP1552 1,7 a B 43 a A 12 ¢ B 2,1 b B
FM944 GL 1,7 a B 23 ¢ A 12 ¢ B 22 b A
BRS293 1,3 b B 23 ¢ A 1,7 b B 22 b A
FM913 20 a A 20 ¢ A 12 ¢ B 22 b A
BRS336 1,0 b B 20 ¢ A 12 ¢ B 23 b A
TMG41 20 a A 20 ¢ A 1,8 a A 23 b A
BRS369 RF 1,0 b B 1,5 d B 2,7 a A 23 b A
BRS335 1,0 b B 1,0 d B 11 ¢ B 24 b A
FM983 GLT 1,7 a B 30 b A 14 b B 24 b A
DP1536 B2RF 23 a A 23 ¢ A 1,6 b B 25 b A
BRS371 RF 1,7 a B 20 ¢ B 1,7 b B 25 b A
FM980 GLT 1,0 b B 20 ¢ A 1,5 b B 26 b A
TMG43 1,7 a C 33 b A 1,8 a C 26 b B
TMG47 B2RF 1,7 a B 23 ¢ A 1,9 a B 27 b A
TMGS82 WS 1,7 a B 1,3 d B 20 a B 27 b A
FM954 GLT 22 a A 20 ¢ A 23 a A 27 b A
BRS368 RF 1,3 b B 23 ¢ A 1,7 b B 28 a A
FM940 22 a A 1,3 d B 2,1 a A 28 a A
MAC-2 20 a A 23 ¢ A 2,1 a A 28 a A
IMARB276 WS 1,5 b B 25 ¢ A 22 a A 29 a A
IAC25 20 a B 20 ¢ B 22 a B 32 a A
IMAS8405 GLT 1,3 b C 1,3 d C 24 a B 32 a A
IMA2106 GL 1,8 a B 1,0 d C 20 a B 32 a A
1AC24 20 a B 1,0 d C 23 a B 33 a A
TMG48 B2RF 22 a B 20 ¢ B 25 a B 35 a A
TMGI11 1,7 a B 20 ¢ B 24 a B 36 a A
TMG44 B2RF 1,7 a B 25 ¢ B 2,1 a B 37 a A
CV (%) 20,68
H? (%) 85,56

! Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na vertical e letras maitisculas na horizontal constituem
grupo estatisticamente homogéneo pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. CV(%): coeficiente
de variacao; H?(%): coeficiente de determinagao genotipico.

No tempo de 68 horas em 40 mM os genotipos foram classificados em dois

agrupamentos distintos com notas variando entre 1,5 (IMA5675 B2RF) e 3,7 (TMG44
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B2RF). Apesar de o genotipo TMG44 B2RF também demonstrar suscetibilidade pelo
método straw test, nos demais gendtipos, ndo houve correspondéncia clara com o
método. A avaliagao de 44 h em 20 mM separou os materiais em maior numero de
grupos, quatro no total, com notas desde 1,0 (IMA2106 GL, IAC24, BRS335) até¢ 4,3
(DP1552).

O coeficiente de variagdo do experimento foi de 20,68%. Kolkman e Kelly
(2000) relataram coeficientes de variagao de 14,1 a 20,3% em estudo do efeito do 4cido
oxalico no feijoeiro, valores bastante proximos ao do presente trabalho.

Segundo Hiiller et al. (2016), a classificagdo dos gendtipos pode mudar em
funcdo do método de avaliacdo utilizado, variando entre altamente resistente até
suscetivel para o mesmo gendtipo. O autor verificou que alguns genotipos de soja
podem ser classificados como resistente pelo método straw test e suscetiveis pelo
método de acido oxalico. O mesmo comportamento foi observado no presente trabalho.

O fungo produz varias enzimas que degradam componentes da parede celular
(HEGEDUS; RIMMER, 2005; LUMSDEN, 1979.), contudo, enzimas de degradacdo de
lignina ndo foram relatados para S. sclerotiorum (PELTIER; HATFIELD; GRAU,
2009). Oxalato provoca um aumento acentuado na producao de fitoalexinas em algodao
(DAVIS et al.,, 1992), outras espécies de plantas desenvolveram mecanismos de
remocdo de oxalato apoplastico e produgcdo de H>O2no processo de expressdo da
enzima oxalato oxidase (LANE et al.,, 1993, WOJTASZEK, 1997, ZHOU et al.,
1998). Estas espécies incluem trigo e cevada, que nao sdao hospedeiros adequados para
S. sclerotiorum (BOLAND; HALL, 1994).

No algodoeiro estes fatores podem ter interferido no processo de avaliagio pelo
método indireto de acido oxalico, ja& que notas mais altas podem mascarar gendtipos
com possivel resisténcia além de ndo ter sido observada correspondéncia entre o método
straw test e de acido oxalico. Ha necessidade de estudos para adaptacao de método
indireto para avaliacdo de mofo branco em algodoeiro.

Wegulo, Yang e Martinson (1998) utilizaram o coeficiente de Spearman para
correlacionar genotipos inoculados em condi¢des controladas com os mesmos genotipos
em experimentos de campo. Chen e Wang (2005) utilizaram esse coeficiente para
correlacionar diferentes métodos de inoculagdo. Souza et al. (2016) também
empregaram a correlacdo de Spearman com o intuito de comparar método de straw test
e 4cido oxalico para resisténcia de feijoeiro ao mofo branco.

Na Tabela 11 sdo observadas as correlacdes entre os dados de lesao e severidade
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dos isolados provenientes de soja e algoddo com as notas de acido oxalico. Nao foi
verificada correlagdo entre os diferentes tratamentos de 4acido oxalico com a
metodologia straw test para os gendtipos de algodoeiro testados. Souza et al. (2016)
verificaram a falta de correlagdo entre avaliagdes fenotipicas de feijoeiro pelo teste de
acido oxalico e straw test, o que confirma a existéncia de multiplos genes controlando a
resisténcia fisioldgica ao mofo branco. Hiiller et al. (2016) ndo observaram relagao entre
as severidades e notas de murchamento obtidos com as metodologias straw test e acido

oxalico para cultura da soja.

TABELA 11. Coeficiente de correlacio de Spearman para as metodologias de acido
oxalico e straw test utilizadas para avaliacdo de genoétipos de algodoeiro
quanto a resisténcia a S. sclerotiorum. Uberlandia-MG, 2016.

M¢étodo acido oxalico Método straw test Correlacao
20mM 20h X Lesdo Algodao -0,413
20mM 44h X Lesao Algodao -0,344
40mM 44h X Lesdo Algodao 0,064
40mM 68h X Lesao Algodao 0,003
20mM 20h X Lesdo Soja -0,006
20mM 44h X Lesao Soja 0,198
40mM 44h X Lesdo Soja -0,173
40mM 68h X Lesao Soja -0,215
20mM 20h X Severidade algodao -0,192
20mM 44h X Severidade algodao -0,285
40mM 44h X Severidade algodao -0,020
40mM 68h X Severidade algodao 0,005
20mM 20h X Severidade soja -0,104
20mM 44h X Severidade soja 0,262
40mM 44h X Severidade soja -0,280
40mM 68h X Severidade soja -0,329
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5 CONCLUSOES

Os gendtipos mais resistentes a S. sclerotiorum foram FM 944 GL, MAC-2 e
IMA 2106 GL, sendo promissores para manejo em areas com histoérico de mofo branco
e os mais suscetiveis foram os cultivares FM975 WS, TMG44 B2RF ¢ BRS293.

O isolado de S. sclerotiorum proveniente de algodoeiro demonstrou maior
agressividade para inoculacdo em plantas de algodao.

Com base nos pardmetros genéticos verificou-se que o ambiente de incubagdo
em camara de crescimento proporcionou condi¢des mais adequadas para avaliacdo de
resisténcia ao mofo branco.

Pelo método de avaliacdo indireta por acido oxalico ndo foi possivel avaliagdo de
resisténcia do algodoeiro ao mofo branco.

Através das andlises multivariadas pelos métodos UPGMA e Tocher, constatou-

se que os genotipos avaliados sdo divergentes entre si.
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