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RESUMO

A murcha-de-fusério, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, é uma
das principais doencas do algodoeiro em todo 0 mundo. Apesar da baixa incidencia da doenca
no cerrado, principal regido produtora do Brasil, a murcha-de-fusario tem preocupado 0s
produtores de algoddo na regido em virtude de ser potencialmente destrutiva. A ttica de manejo
da doenca mais desejavel é o uso de cultivares resistentes. Neste trabalho desenvolveu-se um
método para selecdo de gendétipos de algodoeiro, que consistiu no plantio de sementes de
algodoeiro em bandejas de plastico para germinacédo, que foram dispostas em casa-de-vegetacao
climatizada. As células das bandejas foram preenchidas com vermiculita esterilizada, e em cada
célula foi plantada uma semente. Aos 5 e 7 dias ap6s o plantio, depositou-se, em cada célula,
uma suspensdo de esporos. Foram testados 64 genotipos de algodoeiro com intuito de avaliar a
sua resisténcia & murcha-de-fusério. O uso desse método possibilitou a identificacdo de novas
fontes com alta resisténcia a murcha-de-fusario, como os genotipos FM 993, Stoneville LA 887,
CNPA GO 2002-3778 e HS 26.

Palavras-chave: melhoramento, resisténcia genética, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.



ABSTRACT

The cotton wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum is one of the most
important cotton diseases of the world. This disease is potentially destructive and had caused
losses to cotton farms in the main cotton growing area in Brazil. The use of resistant cultivars is
the main recommended practice to manage fusarium cotton wilt. In this study is described a
simple, precise, and fast method to screen cotton germplasm for wilt resistance. By employing
this method was identified new resistance sources of cotton genotypes to fusarium cotton wilt,
as the genotypes FM 993, Stoneville LA 887, CNPA GO 2002-3778, and HS 26 among 64
accessions inoculated with a Brazilian pathogen population sample.

Key words: cotton breeding, genetic resistance, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.
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INTRODUCAO GERAL

O algodoeiro é uma planta da familia Malvaceae, pertencente ao género
Gossypium. O género inclui 45 espécies diploides (2n = 2x = 26) e cinco espécies
tetraploides (2n = 4x =52). As espécies dipldides pertencem a oito grupos genémicos
(A-G e K). O clado africano, que inclui os genomas A, B, E e F ocorre naturalmente na
Africa e Asia, enquanto o genoma D é nativo das Américas. Um terceiro clado dipléide,
que inclui os genomas C, G e K, é encontrado na Australia (WENDEL; CRONN, 2003).
Todas as espécies de 52 cromossomos, incluindo G. hirsutum L e G. barbadense L , sdo
alotetrapldides naturais que surgiram de hibridizacdo interespecifica entre uma espécie
ancestral africana de genoma A e uma espécie americana de genoma D (CHEN et al.,
2007). Mais de 95% do algodoeiro cultivado no mundo é da espécie G. hirsutum,
enquanto que o algodoeiro de fibra longa (G. barbadense L.) contribui com menos de
2% da producdo. As espécies diploides G. herbaceum L. e G. arboreum L. sdo
cultivadas na Asia (GRUERE, 2007).

No Brasil, antes da chegada dos portugueses, os indigenas ja teciam fios de
algodao, entretanto a fibra ndo tinha importancia econémica. A partir do século XVIII,
com a revolugédo industrial, o algodéo foi transformado na principal fibra téxtil. Nessa
época, para atender as demandas européias, a regido Nordeste do Brasil consolidou-se
como grande produtora, com o cultivo do algoddo mocé (G. hirsutum L. r. Marie
Galant (Watt.) Hutch). A introducdo do algod&o herbaceo (G. hirsutum L. r. latifolium
), no Estado de Sao Paulo, deu inicio a uma nova fase da producdo dessa cultura no
nosso pais, que durou até a decada de 1980. A partir de entdo, o cultivo do algodéo
entrou em crise, inicialmente devido ao impacto da entrada no pais da praga
denominada bicudo (Anthonomus grandis Boheman) e outros aspectos econdmicos
(ALVES, 2006). Na década de 1990, o Brasil passou a ser importador de algodao,
tornando-se auto-suficiente apenas ap0s a expansdo da cultura para o ecossistema dos
cerrados, principalmente nos Estados do Mato Grosso, Goias e Bahia. Atualmente, o
Brasil é o quinto produtor mundial, superado por de China, india, Estados Unidos, e
Paquistdo (GRUERE, 2007), com uma area plantada em 2007/2008 de 1,13 milhdo de
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hectares. Espera-se, para essa safra, uma producéo de algodao em caroco de 4,1 milhdes
de toneladas (CONAB, 2007).

Em todas as regides produtoras de algoddo no mundo as doencas bidticas
causam perdas na cultura. Nos EUA, foram estimadas perdas de 12% nas Gltimas quatro
décadas devido a doencas causadas por fungos, bactérias, virus e nematdides
(BLASINGAME; PATEL, 2001). Considerando apenas doencas que ocorrem em
plantulas, foram relatadas perdas de 180 mil toneladas de pluma no ano de 1995
(WANG; DAVIS, 1997). No Brasil, ndo existem dados precisos dos efeitos somados de
todas as doencas sobre a producdo de pluma. Existem apenas relatos de danos
decorrentes da acdo de patdgenos individualmente (CIA; SALGADO, 2005). As
principais doencas do algodoeiro no Brasil sdo a ramulose, a mancha-de-ramuléria, a
mancha angular (bacteriose), o tombamento de pléntulas, a doenca azul (virose) e a
murcha-de-fusario (SUASSUNA; COUTINHO, 2007). A murcha-de-fusario foi
responsavel pela decadéncia da cotonicultura paulista, na metade da década de 1950 e,
potencialmente, pode causar perdas na nova fronteira agricola (cerrado), caso medidas

efetivas de manejo nédo forem adotadas.

Murcha do algodoeiro

O primeiro relato da murcha-de-fusario do algodoeiro foi feito por Atkinson, em
1892, nos Estados Unidos, no Estado do Alabama. Além dos EUA, atualmente a doenca
é relatada no Egito, India, Tanzania, Suddo, Israel, Brasil, China e Australia e ocorre em
todas as espécies domesticadas no género Gossypium, G. arboreum, G. barbadense, G.
herbaceum e G. hirsutum (DAVIS et al., 2006). A murcha-de-fuséario € responsével por
perdas em campos infestados pelo patgeno, plantados com cultivares suscetivel. Nos
EUA, em 2004, estimou-se perdas acima de 24 mil toneladas de algoddo (DAVIS et al.,
2006). No Brasil, esta doenca foi identificada pela primeira vez em meados da década
de 1930 (KRUG, 1936), no Estado da Paraiba, e, em seguida, disseminou-se por todas

as regides produtoras do pais.

Etiologia

O agente causal da murcha-de-fusario do algodoeiro é o fungo Fusarium

oxysporum Schlelechtend f. sp. vasinfectum Atk. Sny & Hans. A espécie F. oxysporum
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¢ muito varidvel, e inclui formas saprdfiticas e patogénicas, com caracteristicas
morfoldgicas comuns. As formas patogénicas foram agrupadas em formae speciales
com base na sua seletividade patogénica (SNYDER; HANSEN, 1940). Tais grupos ndo
podem ser distintos por morfologia, entretanto podem ser distintos pela capacidade

patogénica em diferentes hospedeiros.

Sintomatologia

Os sintomas da doenca podem aparecer em qualquer estadio de desenvolvimento
da cultura, dependendo da densidade de indculo, temperatura e suscetibilidade do
hospedeiro. Quando ocorre alta densidade de indculo ou o indculo inicial é oriundo da
semente, pode ocorrer morte de plantulas em pré ou pos-emergéncia. Nas plantulas, os
primeiros sintomas surgem nos cotilédones com escurecimento das nervuras e
amarelecimento. Os cotiledones tornam-se progressivamente mais clordticos, surgindo
em seguida necroses e posterior queda da folha. Comumente, 0s sintomas sdo
verificados no campo cerca de dois meses ap06s o plantio, no inicio do florescimento,
devido as mudancgas fisioldgicas que acontecem no hospedeiro no inicio essa fase
(HILLOCKS, 1992).

Em plantas adultas, ocorre amarelecimento em areas irregulares da superficie
foliar e murcha de folhas e ramos. Algumas plantas afetadas podem sobreviver a doenga
emitindo novas brota¢des proximas ao solo, mas, em geral, 0s ramos originados a partir
desses novos brotos ndo sdo reprodutivos. Durante o processo infeccioso as plantas
perdem todas as suas folhas e novas brotacbes caem permanecendo apenas o caule
enegrecido (Davis et al., 2006). As plantas que ndo morrem tém seu crescimento
reduzido. Seccionando-se longitudinalmente caules e raizes, observa-se o0 escurecimento
dos feixes vasculares. O lume dos vasos é obstruido pela formacéo de tiloses, devido a
presenca de esporos e micélio, e por substancias produzidas pelo metabolismo do fungo

nos vasos, sendo a principal causa do sintoma de murcha na planta.
Variabilidade do patégeno
O primeiro relato de variabilidade em F. oxysporum f. sp. vasinfectum foi

realizados em 1927, com base em reacGes de diferentes isolados oriundos dos EUA (G.

hirsutum ), Egito (G. barbadense ) e India (G. herbaceum e G. arboreum) em suas
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respectivas espécies de origem. Os isolados diferiram na patogenicidade quando
inoculados em diferentes hospedeiras. Os isolados egipcios foram patogénicos em
cultivares de fibra longa produzidas naquele pais, sendo patogénicos em poucas
cultivares indianas. Os isolados indianos foram patogénicos em algumas cultivares
indianas, entretanto, ndo apresentaram a mesma reacao em cultivares do Egito ou EUA,;
os isolados americanos ndo foram patogénicos as cultivares indianas, pouco agressivos
nas cultivares egipcias e patogénicos em algumas cultivares americanas (FAHMY,
1927).

Entre as formas especializadas de F. oxysporum existem algumas com total
especificidade por hospedeiro, outras, entretanto, como F. oxysporum f. sp. vasinfectum,
ndo possuem essa caracteristica, devido ao fato de ndo serem altamente especializadas,
0 que proporciona a ocorréncia de hospedeiros alternativos, denominados hospedeiros
secundarios. Como hospedeiras alternativas sdo citadas as espécies Tithonia rotundifolia
(Fackelblume) Goldfinger., Cassia tora L., Medicago sativa L., Physalis alkekengi L.,
Nicotiana tabacum L., Gliycine max L. e Lupinus sp L.. Por outro lado, o algodoeiro
pode servir de hospedeiro secundario para as formae speciales “apii”” e “cassiae”. No
Brasil, ha relatos de reproducdo de sintomas de murcha-de-fusério por meio de
inoculacdo de F. oxysporum f. sp. vasinfectum em quiabeiro (Abelmoschus sculentum
L.), quiabeiro-de-cheiro (A. moscatus L. ) e papoula-do-sdo-francisco (CIA e
SALGADO, 2005).

A classificacdo de F. oxysporum dentro de uma formae speciales com base na
patogenicidade especifica, deve ser usada com bastante cuidado, pois varios isolados de
F. oxysporum possuem uma gama de hospedeiros mais ampla do que permitido pelo
sistema proposto por Snyder e Hansen (ARMSTRONG et al., 1940). Sendo assim, 0
conceito de hospedeiro priméario e secundario tem sido proposto, o algodoeiro é o
hospedeiro primario de F. oxysporum f. sp. vasinfectum, todavia, existem varias outras
espéecies nas quais o patégeno se multiplica, com pouca severidade ou sem produzir
sintomas (BECKMAN, 1968).

Foram determinadas diversas racas dentro da formae speciales “vasinfectum”
usando uma série de plantas diferenciadoras composta de espécies do género Gossypium
e as cultivares Gold Dolar de Nicotiana tabacum L. e Yelredo de Glycine max L
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 1958). Inicialmente, determinaram-se as ragas 1 e 2,
possivelmente originarias dos EUA, a raca 3 no Egito, a raca 4 na india, a raca 5 no
Sudao e a raca 6 no Brasil (ARMSTRONG ; ARMSTRONG, 1978; HILLOCKS, 1992).
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Em 1985, as racas 7 e 8 foram identificadas na China (DAVIS et al., 2006). Atualmente
as racgas 3, 4 e 8 também ocorrem nos EUA (KIM et al., 2005).

Com base em sequéncias parciais de quatro genes de 28 isolados de F.
oxysporum f. sp. vasinfectum foi possivel tracar a origem filogenética das racas que
ocorrem dentro dessa formae speciales, sendo que as racas 3 e 5 evoluiram
independente das demais racas. Foi possivel estabelecer quatro linhas evolutivas que se
correlacionam com diferencas na viruléncia e origem geografica, sendo a linhagem |
composta pelas ragas 3 e 5 originarias do Egito e Suddo, respectivamente; a linhagem 11,
composta pelas racas 1, 2 e 6, originaria dos Estados Unidos e América do Sul; a
linhagem 111, composta pela raca 8 oriunda da China e a linhagem IV, composta pelas
racas 4 e 7 da india e China, respectivamente (SKOVGAARD et al., 2001). Resultados
analogos, usando a mesma abordagem metodoldgica foram obtidos por (KIM et al.
2005).

Recentemente, investigou-se a populacdo australiana de F. oxysporum f. sp.
vasinfectum em espécies selvagens do género Gossypium. A presenca do patdgeno em
espécies nativas de algodoeiro é uma evidéncia de que isolados australianos em campos
de cultivo podem ser de origem indigena (WANG et al., 2004). Realmente, isolados
oriundos da Australia diferem dos isolados do resto do mundo (KIM et al., 2005). A
populacédo australiana é basicamente clonal com baixa diversidade e diferenciacédo entre
os clones sendo que em um Unico distrito a um grupo de compatibilidade distinta do
restante do pais (WANG et al., 2006).

Epidemiologia

A temperatura 6tima para germinacao de esporos e crescimento do patégeno é de
25°C, com maxima esporulacdo ocorrendo em 30°C. A umidade relativa 6tima para
producdo e germinacdo de esporos é de 100%, ndo ocorrendo germinacao abaixo de
80% (HILLOCKS, 1992).

O fungo F. oxysporum f. sp. vasinfectum é transmitido pelas sementes (ELLIOT,
1923; PERRY, 1962). Relatos de frequiéncia de infeccdo de sementes oriundas de
lavouras doentes variam entre 0,2 e 10%, sendo possivel, no entanto detectar 45% de
sementes infectadas em plantas com escurecimento vascular (HILLOCKS, 1992). A
maioria das sementes infectadas sdo originadas de plantas que expressam 0s sintomas

no final do ciclo de desenvolvimento, pois estas sdo mais provaveis de sobreviverem até
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a colheita do que as plantas que expressam os sintomas antes do florescimento. O nivel
de infeccdo em sementes nessas plantas varia de 2%, em uma variedade resistente, a
21%, em uma variedade susceptivel; entretanto, algumas sementes infectadas séo
obtidas de plantas assintomaticas, como, por exemplo, na variedade resistente Auburn
56, as variedades “tolerantes” potencial para transmissdo do patdgeno via sementes
(Hillocks, 1992).

O patogeno pode sobreviver no solo na forma de estruturas de resisténcia
(clamidésporos), em matéria organica, como evidéncia de que a infeccdo ocorreu
durante o ciclo de vida da planta hospedeira. sobrevive em raizes de hospedeiros
secundarios ou mesmo na epiderme de raizes de plantas ndo hospedeiras (SMITH;
SNYDER, 1975). Quando F. oxysporum f. sp. vasinfectum se estabelece em
determinada &rea € quase impossivel a eliminacdo devido aos clamiddsporos
permanecem viaveis por varios anos no solo (HILLOCKS, 1992). A dispersdo do
patdgeno a curtas distancias é favorecida pelo movimento de particulas de solo
contaminado, principalmente por meio de maquinas agricolas, pelo vento e agua; a
longas disténcias, a dispersdo ocorre principalmente por sementes contaminadas
(DAVIS et al., 2006).

A murcha-de-fusario é agravada pela presenca de nematodides dos géneros
Meloidogyne incognita (Kofoid & While) Chitwood, Rotylenchulus reniformis (Linford
& Oliveira) e Pratylenchus brachyurus (Godfrexy) Filipjev & Schurmans Stekhoven
que aumentam a severidade, e provocar ferimentos nas raizes, facilitando a penetracéo
de F. oxysporum f. sp. vasinfectum no sistema radicular e por debilitarem a planta
(PAIVA et al., 2001). Além dos nematoides, outras condi¢des, como solos com alto teor
de areia, baixo pH, fertilidade desequilibrada, temperaturas entre 25°C e 32°C e alta

umidade, favorecem a doenga.

Manejo

O manejo da murcha-de-fusério é realizado principalmente por meio do
principio da exclusdo, evitando-se a introducdo do patdégeno em areas isentas. Nesse
sentido, a utilizacdo de sementes livres do patdgeno, assim como o tratamento de
sementes sdo fundamentais. O tratamento quimico de sementes é medida eficaz para
evitar a entrada do patdgeno em areas indenes; ressalta-se, entretanto, que o uso de

fungicidas sistémicos no tratamento de sementes ou no sulco de plantio ndo é eficiente
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em areas infestadas com o patdgeno (HILLOCKS, 1992), devido a capacidade do
patdgeno em afetar a planta em qualquer estadio de desenvolvimento e a persisténcia do
fungicida decair em poucos dias.

Outras taticas importantes no manejo dessa doenca séo rotacao de cultura e o uso
de cultivares resistentes (SUASSUNA; COUTINHO, 2007). A rotacdo de cultura €
frequentemente recomendada para reduzir a incidéncia da murcha-de-fusario, mas a
habilidade do fungo em sobreviver por longo periodo de tempo na auséncia da cultura
do algodédo tem limitado o efeito da rotacdo. Espécies de gramineas e ervas daninhas
podem reproduzir o patdgeno em suas raizes. Popula¢bes do patégeno em solos
infestados ndo diminuiram no periodo de cinco anos em campo plantado com cevada e
trigo, sendo que em campos cultivados com cevada a populacdo aumentou em relacao
aos campos cultivados continuamente com algoddo (SMITH; SNYDER, 1975).
Entretanto, em um estudo conduzido na RUssia, a incidéncia da murcha foi reduzida
quando o cultivo do algodoeiro foi precedido pelas culturas da cevada, milho, alfafa,
mostarda ou trevo (GOSHAEV, 1971).

Existe, portanto, certa contradicdo em indicar a rotagdo de culturas como tética
efetiva de manejo. No entanto, é possivel que a rotagdo com uma espécie nao
hospedeira reduza a populacdo do patdgeno no solo, devendo-se ter conhecimento
prévio da espécie a ser empregada e da raca do patdgeno presente no solo, além do tipo
de solo em questdo (HILLOCKS, 1992).

Certos solos sdo conhecidos como supressivos a murcha-de-fusario devido a
presenca de microrganismos antagonistas. A germinacdo de clamidosporos e hifas é
menor em solos supressivos que em solos ndo supressivos, foi constatado, que em solos
supressivos a populacdo de uma espécie do género Azotobacter era aumentada apés a
germinacdo de esporos do fungo (SMITH, 1977). Em um outro estudo, (ARJUNARADO,
1971) demonstrou que solos livres do patdgeno continham uma alta populacdo de
actinomicetos antagonistas quando comparado com solos infestados por F. oxysporum f.
sp. vasinfectum. No manejo desta doenca, a resisténcia genética é compativel com
outras taticas de manejo, e cultivares resistentes sdo adotadas em combinagdo com
outras medidas de controle, como manejo cultural e controle quimico. Quando
explorada nesse contexto a resisténcia genética resulta na neutralizacdo ou na reducéo
de perdas. Ndo existem cultivares imunes a murcha-de-fusario, entretanto, cultivares
resistentes e moderadamente resistentes tém sido desenvolvidas. As cultivares IAC 24,

BRS Aroeira e BRS Sucupira ttm bom desempenho produtivo, quando cultivadas em
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solos com alta infestacdo de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (SUASSUNA;
COUTINHO, 2007).

Infelizmente, o sucesso do uso de resisténcia genética no manejo da murcha-de-
fusério em algodoeiro, ndo tem sido plenamente alcancado, principalmente pela
necessidade de incluir resisténcia aos nematoides das galhas, Meloidogyne incognita, e
reniforme, Rotylenchulus reniformis, nas cultivares resistentes a esta doenca (DAVIS et
al., 2006).

Fontes de resisténcia

Existe consideravel variabilidade para resisténcia a murcha-de-fusario, tanto em
G. hirsutum quanto em G. barbadense, sendo a resisténcia mais completa nesta Gltima
espécie (HILLOCKS, 1992). Em G. barbadense geralmente, a resisténcia é governada
por poucos genes de efeito principal (BIRD, 1982), enquanto em G. hirsutum a heranca
da resisténcia é mais complexa, sendo governada por varios genes de efeito principal e
modificadores (KAPPELMAN Jr., 1971).

Em alguns gendtipos egipcios de G. barbadense foi constatado que a heranca
era condicionada por um gene de efeito principal e um ou mais genes modificadores
(FAHMY, 1927), enquanto nas cultivares 'Ashmouni' e 'Menoufi', também pertencentes
a espécie G. barbadense a resisténcia era condicionada por apenas um gene dominante
de efeito principal (MOHAMED, 1963).

Em outro estudo, Smith e Dick (1960) constataram que a resisténcia da cultivar
‘Seabrook’ (G. barbadense ) é controlada por dois genes dominantes com aditividade
inter-locos que lhes conferem praticamente imunidade, enquanto a resisténcia na
cultivar 'Cook 307-6' (G. hirsutum) é condicionada por um gene de efeito principal
dominante e diversos genes modificadores.

As primeiras cultivares resistentes a murcha-de-fusario foram obtidas por
selecdo massal em solos altamente infestados com o patdgeno. A cultivar ‘Rivers' (G.
barbadense) foi selecionada em 1892 e, ap0s sele¢des posteriores, deu origem a cultivar
‘Seabrook’ (HILLOCKS, 1992). Apesar de ndo terem sido identificados gendtipos
imunes de G. hirsutum a essa doenca, cultivares comerciais com niveis de resisténcia
moderado a alto tém sido desenvolvidas. Em G. hirsutum, as primeiras cultivares
desenvolvidas eram pouco produtivas e com caracteristicas de fibra inferiores as

cultivares suscetiveis. Em 1912, foi lancada a cultivar ‘Cook 307-6' que, apesar de ndo
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possuir alto potencial produtivo e boas caracteristicas de fibra, foi usada para obter
cultivares com boa resisténcia, como 'Empire’, 'Delcot 277", 'Hartsville' e ‘"McNair 220'.

As primeiras selecBes para resisténcia a murcha-de-fusario em solos infestados
podem ter indiretamente selecionado também para resisténcia ao nematdide-das-galhas,
uma vez que ambos 0s patogenos poderiam co-existir nos campos de selecdo. Tal fato
pode explicar o bom nivel de resisténcia da cultivar '‘Cook 307-6' a0 nematoide das
galhas (HILLOCKS, 1992).

A cultivar 'Auburn 56' originou-se do cruzamento entre 'Cook 307-6' e 'Coker
100-Wilt" (BIRD, 1973) e combinou resisténcia a murcha-de-fusario, boas
caracteristicas agronémicas e resisténcia ao nematdide-das-galhas, o que lhe rendeu boa
aceitacdo comercial por mais de 20 anos.

Apesar de outras cultivares como 'Clevewilt-6' serem mais resistentes ao
nematoide-das-galhas, apenas com o desenvolvimento das linhagens 'Bayou’, oriundas
do cruzamento entre 'Clevewilt-6' e 'Deltapine 15', foi possivel maior nivel de
resisténcia ao complexo Fusarium/nematoide-das-galhas (JONES; BIRCHFIELS,
1967). Outras cultivares mais produtivas foram desenvolvidas com moderada resisténcia
a murcha-de-fusario nos Estados Unidos, entre as quais 'Stoneville 603', 'Dixie King-3',
'McNair 235', 'Deltapine 61' e as cultivares 'Tamcot' (HILLOCKS, 1992). Fora dos
Estados Unidos, foram desenvolvidas as cultivares 'Reba W296' (‘Allen 51-296' x
'Coker 100-Wild"), 'Reba B50' (‘Stoneville B1439' x 'Allen 50T") e 'UK 77' na Africa e,
recentemente, na Australia, foi lancada a cultivar 'Sicot F1', com alto nivel de
resisténcia a isolados de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (DAVIS et al., 2006).

No Brasil, as cultivares resistentes 'Auburn 56' e 'Rex Cotton' foram usadas
como parentais doadores no desenvolvimento de varias cultivares do Instituto
Agronémico de Campinas — IAC (GRIDI-PAPP et al., 1984). Em campos infestados
mutuamente com F. oxysporum f. sp. vasinfectum e M. incognita um alto nivel de
resisténcia a esse Ultimo patdgeno foi mais efetivo em reduzir perdas que apenas
tolerdncia ao nematoide associada com moderada resisténcia a murcha-de-fusario
(HYER et al., 1979).

Além disso, cultivares oriundas de cruzamentos, envolvendo um acesso de G.
hirsutum resistente ao nematoide-das-galhas ("Wild Mexican Jack Jones'), selecionadas
apenas para resisténcia ao nematoide, também foram resistentes ao complexo
Fusarium/nematoide. Muitas vezes, a estratégia de selecionar genotipos resistentes ao

nematoide das galhas, confere, indiretamente, resisténcia ao complexo
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Fusarium/nematdide (HILLOCKS, 1992). Infelizmente, apenas a resisténcia moderada
ao nematoide-das-galhas esta disponivel e em poucas cultivares comerciais, dentre as
quais 'Stoneville LA 887", 'Paymaster 1560' e 'Acala NemX'.

No Brasil, gendétipos originados a partir de 'Auburn 56' tém sido a fonte de
resisténcia ao nematoide-das-galhas. Recentemente, testaram-se algumas linhagens
promissoras e encontrou-se boa resisténcia em 'IAC 96/414', tanto em condicGes de
campo quanto em condicBes de casa de vegetacdo. Verificou-se também, por meio de
testes de histopatologia, que a maioria dos nematdides que penetrou o genotipo 'IAC
96/414" falhou no estabelecimento e na manutencdo das células gigantes, as quais
tiveram seu tamanho reduzido, ndo suportando a alimentacdo de fémeas normais em

oviposicdo, o que resultou em baixa reproducdo (CARNEIRO et al., 2005).

Mecanismos de resisténcia

Ha evidéncias de que ocorram alguns fatores pré-invasivos relacionados com a
resisténcia de algodoeiro & murcha-de-fusério. Existem diferencas na composi¢do dos
exsudatos radiculares do algodoeiro dependente da variedade (SULOCHANA, 1962).
Tais diferencas podem interferir na germinacdo de conidios e clamiddsporos, uma vez
que ocorre interferéncia nesses processos em meio de cultivo contendo exsudatos de
uma cultivar resistente, mas ndo com exsudatos de uma cultivar suscetivel & murcha
(YOUSEFF; HEITEFUSS, 1983). A inibicdo de germinacdo de esporos e
clamiddsporos pode ter sido devida as diferencas entre as cultivares na composicéo de
aminoacidos e carboidratos contida nos exsudatos ou a presenca de compostos
fungicidas ou fungistaticos em altas concentragdes no exsudatos da cultivar resistente.
Hunter et al., (1978) demonstraram que compostos aldeidos e terpendides possuem
atividade antifungica, os quais sdo exsudados e acumulam-se na superficie externa das
raizes de algodoeiro.

Existem poucos estudos acerca do estdgio inicial da infeccdo nas raizes de
algodoeiro causada por F. oxysporum f. sp. vasinfectum. Aparentemente ndo existem
barreiras quimicas ou fisicas a penetracdo do patdgeno nas raizes ou que restrinjam o
transporte do fungo do coértex aos tecidos vasculares, apds a infeccdo alguns
mecanismos de resisténcia podem atuar tanto em rea¢es compativeis (suscetibilidade)
quanto incompativeis (resisténcia) (HILLOCKS, 1992)
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A ocluséo vascular, em resposta a ferimentos, presenca de compostos quimicos
exoticos ou microrganismos, € um fendmeno geral em plantas. A oclusdo pode ser
causada pelo acumulo de géis de polissacarideos em volta da perfuracdo dos vasos ou
dentro da parede (VANDERMOLEN et al., 1972) ou pela formagéo de tiloses. Esses
géis (polissacarideos) parecem restringir o patdgeno ao local da infeccéo
(VANDERMOLEN et al.,, 1972). O movimento ascendente de esporos no fluxo
transpiratorio € inicialmente paralisado nas perfuracdes dos elementos de vasos e, 0s
esporos secundarios produzidos nos vasos adjacentes sdo capturados no gel. Este gel
vascular ndo inibe o crescimento de hifas ou esporulagdo e, portanto, proporciona
apenas uma barreira temporaria a dispersao ascendente do patogeno. Os vasos do
xilema em algodoeiro tornam-se obstruidos por géis, 24 horas apo6s a inoculagdo do
patégeno (BUGBEE, 1970). Também, a formacao de células irregulares no interior dos
vasos lenhosos (tiloses) auxilia em conter a dispersdo do patdégeno na planta. Tiloses sdo
produzidas como uma resposta geral para ferimentos ou a presenca de substancias
estranhas nos vasos, incluindo a presenca de conidios de Fusarium (HILLOCKS, 1992).

A oclusdo vascular durante os estagios iniciais da infec¢do por Fusarium e mais
extensiva em cultivares resistentes a murcha do que em cultivares suscetiveis
(BECKMAN, 1968; BUGBEE, 1970). Este € um mecanismo primario de resisténcia
para murcha-de-fusario em algodoeiro e a interacdo de suscetibilidade entre hospedeiro
e patégeno pode depender de produtos do patdgeno que rapidamente degradem o gel
(BECKMAN, 1968).

Métodos de selecdo

Para que haja sucesso no processo de selecdo para resisténcia, além das fontes de
genes de resisténcia previamente identificadas, € necessario um metodo efetivo de
inoculacdo e avaliacdo das plantas. A maneira mais simples de selecionar plantas
resistentes é o cultivo em solo infestado, natural ou artificialmente (PERRY, 1962).
Entretanto, esse método ndo é adequado para selecdo de plantas individuais, devido ao
eventual escape de inoculacdo. O método mais usado para avaliacdo da resisténcia a
murcha-de-fusario consiste em mergulhar as raizes de plantulas de algodoeiro em
suspensdo de esporos e, em seguida, transplanta-las para outro recipiente (PERRY,
1962; WILES, 1963; COUTO et al., 2006). Esse método é bastante laborioso e tende a

ferir demasiadamente as raizes durante a inoculagéo e o transplante.
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Com o objetivo de reduzir o dano as raizes bem como o tempo para selecdo em
plantulas de algodoeiro, (WICKENS, 1964) testou trés diferentes metodologias:
transplante de plantulas em orificio no solo ao qual foi depositada uma aliquota de
indculo; transplante de plantulas sem expor as raizes (torrdo) diretamente no solo
contendo uma aliquota de inoculo; inoculacdo do caule com uma seringa modificada. O
ultimo método evita escape, pode ser usado em campo e ndo danifica as raizes. Como a
resisténcia é expressa tanto nas raizes quanto no caule (BUGBEE, 1970), esse método
foi adotado em outros trabalhos de selecdo (HILLOCKS, 1984).

Outra abordagem interessante para reduzir o tempo de selecdo é usar as préoprias
plantulas selecionadas em condic¢des controladas (sobreviventes) para transplante em
campo. Caso as plantas selecionadas ndo desenvolvam sintomas da doenca, podem ser
usadas cruzadas ou autofecundadas (MILLER; COOPER, 1967).

O tipo de indculo influencia na severidade da doenca. A severidade em plantas
inoculadas com suspensdo de esporos oriundo de meio liquido em cultura filtrada foi
maior que plantas inoculadas com suspensdo de esporos diluida em &gua destilada,
indicando que metabdlicos fungicos desempenham um importante papel nos processos
de infeccdo (WANG et al., 1999). A severidade da doenga aumenta proporcionalmente
com a concentracdo de esporos/ml e inversamente com a idade da planta, plantulas com
uma semana de idade foram mais susceptiveis. O desenvolvimento dos sintomas é
intensificado com a temperatura entre 18 e 23°C, diminuindo quando a temperatura
varia entre 28 e 33°C (WANG et al., 1999).

Como a resisténcia aparentemente € expressa tanto no caule quanto nas raizes
(BUGBEE, 1970), métodos de inoculacdo no caule podem ser usados com resultados
comparaveis a selecdo em campo com infeccdo natural (KAPPELMAN Jr., 1975). A
inoculacdo no caule tem a vantagem de evitar escape da doenca, além de requerer pouco
indculo e poder ser usado para testes em casa de vegetacdo ou no campo. Esse método
foi usado na Tanzénia para realizar selecdo em plantas individuais no campo, usando
um aparato pontiagudo para injetar a suspensdo de esporos (2x10° conidios/ml) no
hipocétilo de plantas com quatro semanas de idade (WICKENS, 1964). As avaliagdes
foram realizadas trés semanas ap0s a inoculacdo usando uma escala de severidade
(HILLOCKS, 1984). Uma vez que o processo de selecdo alcance niveis desejaveis de
resisténcia é necessario que se conduzam ensaios em campo infestados. Como
mencionado previamente, uma abordagem interessante é a selecdo para murcha-de-

fusario concomitante com a selecao para o nematoide das galhas.
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RESUMO

A murcha-de-fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, é uma
das principais doengas do algodoeiro em todo o mundo. Apesar da baixa incidencia da doenga
no cerrado, principal regido produtora do Brasil, a murcha-de-fusario tem preocupado os
produtores de algoddo nessa regido em virtude de ser potencialmente destrutiva. O método de
controle mais desejavel para a doenca ¢ o uso de cultivares resistentes. Neste trabalho, foi
descrito um método rapido, acurado e de facil execugdo para a selecdo de genotipos de
algodoeiro resistentes a murcha. Foram testados 64 genotipos de algodoeiro com intuito de
avaliar a resisténcia a murcha-de-fusario. O uso desse método possibilitou a identificagdo de
novas fontes com alta resisténcia a murcha-de-fusario, como os genotipos FM 993, Stoneville

LA 887, CNPA GO 2002-3778 e HS 26.

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

ABSTRACT
Screening cotton germplasm for fusarium wilt resistance.

The cotton wilt caused by Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum is one of the most
important cotton diseases of the world. This disease is potentially destructive and had caused
losses to cotton farms in the main cotton growing area in Brazil. The use of resistant cultivars is
the main recommended practice to manage fusarium cotton wilt. In this study is described a
simple, precise, and fast method to screen cotton germplasm for wilt resistance. By employing
this method was identified new resistance sources of cotton genotypes to fusarium cotton wilt,
as the genotypes FM 993, Stoneville LA 887, CNPA GO 2002-3778, and HS 26 among 64
accessions inoculated with a Brazilian pathogen population sample.

Additional keywords: cotton breeding, genetic resistance, Fusarium oxysporum f. sp.

vasinfectum.

INTRODUCAO

Com o avango do cultivo do algodoeiro no cerrado do Brasil, varias doengas que
ocorrem nessa cultura, antes consideradas sem importancia econdmica, atingiram niveis
epidémicos. Outras doengas, embora com baixa incidéncia, sdo potencialmente destrutivas,
dentre as quais a murcha-de-fusario, causada pelo fungo Fusarium oxysporum Schlelechtend. f.
sp. vasinfectum (Atk.) Snyder & Hansen. No Brasil, a murcha-de-fusario foi relatada no estado
da Paraiba em 1936 (Krug, 1936); atualmente, esta disseminada em todas as regides produtoras
de algodido do pais.

A doenca afeta o algodoeiro em qualquer estddio de desenvolvimento; em plantulas,

ocorre o amarelecimento e enegrecimento das folhas cotiledonares; em plantas adultas, ocorre
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amarelecimento em areas irregulares da superficie foliar e murcha de folhas e ramos. Algumas
plantas afetadas podem sobreviver a doenga, emitindo novas brotagdes proximas ao solo, mas,
em geral, os ramos originados a partir desses novos brotos ndo sdo produtivos. Durante o
processo infeccioso, as plantas perdem todas as folhas e novas brotagdes caem, permanecendo
apenas o caule enegrecido. Em sec¢ao transversal do caule ou raiz, pode-se notar escurecimento
dos feixes vasculares, resultando da oxidac¢do e polimerizagdo dos compostos fenolicos. As
plantas que conseguem sobreviver sofrem severa redugdo de crescimento. (Davis et al., 2006).

No mundo ocorrem oito ragas do agente causal da murcha-de-fusario (Davis et al.,
2006), sendo que, no Brasil, apenas a raca seis foi relatada (Armstrong & Armstrong, 1978). O
patogeno pode sobreviver no solo por muito tempo na forma de estruturas de resisténcia
(clamidosporos) e a dispersdo de propagulos a curtas distancias ¢ favorecida pelo movimento de
particulas de solo contaminado, principalmente por meio de maquinas agricolas, pelo vento e
agua; a longas distancias, a dispersdo ocorre principalmente por meio de sementes contaminadas
(Davis et al., 2006).

A murcha-de-fusario ¢ agravada pela presenga de nematdides dos géneros Meloidogyne

(Kofoid & While) Chitwood, Rotylenchulus (Linford & Oliveira) e Pratylenchus (Godfrey)

Filipjev & Schurmns Stekhoven que aumentam a severidade, por debilitarem a planta e
provocarem ferimentos nas raizes, facilitando a penetragdo de F. oxysporum f.sp. vasinfectum
no seu sistema radicular (Colyer, 2001). Além dos nematoides, outras condi¢des, como solos
com alto teor de areia, baixo pH, fertilidade desequilibrada, temperaturas entre 25°C e 32°C e
alta umidade, favorecem a doenca.

O manejo da murcha-de-fusario ¢ realizado principalmente por meio do principio da
exclusdo, evitando-se a introdugdo do patdgeno em areas isentas. Nesse sentido, a utilizacdo de
sementes livres do patogeno, assim como o tratamento de sementes com fungicidas ¢
fundamental. Outras taticas importantes no manejo dessa doenga sdo a rotagdo de culturas e o

uso de cultivares resistentes (Suassuna & Coutinho, 2007).
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Apesar de ndo terem sido identificados gendtipos imunes de G. hirsutum a essa doenga,
cultivares comerciais com niveis de resisténcia moderado a alto tém sido desenvolvidas. Em G.
hirsutum, as primeiras cultivares desenvolvidas eram pouco produtivas, com caracteristicas de
fibra inferiores as das cultivares suscetiveis. No Brasil, atualmente, as cultivares IAC 24, BRS
Aroeira e BRS Sucupira t€ém bom desempenho produtivo, mesmo quando cultivadas em solos
com alta infestagdo de F. oxysporum f.sp. vasinfectum (Suassuna & Coutinho, 2007).

Varios métodos tém sido usados para selecionar gendtipos com resisténcia a murcha-
de-fusario. O método de “deepping”, comumente usado (Wiles, 1963; Wickens, 1964; Bugbee
& Sappenfield, 1972), apesar de confiavel ¢ muito laborioso, além de haver injuria do sistema
radicular da planta.

Para que se possa introgredir resisténcia a murcha-de-fusario em cultivares elites de
algodoeiro, ¢ imprescindivel a identificacdo de fontes de genes de resisténcia, principalmente
em acessos que possuam outras caracteristicas agrondmicas desejaveis. Assim sendo, os
objetivos deste trabalho foram: 1) estabelecer um método facil, rapido e acurado de selegao para
quantificar a resisténcia a murcha-de-fusario em condigdes controladas; 2) avaliar a resisténcia
de 64 acessos de algodoeiro, pertencentes ao Banco de Germoplasma da Embrapa Algodao, a

murcha-de-fusario.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratéorio de Fitopatologia ¢ na casa de
vegetacdo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Centro Nacional de Pesquisa de

algodao (CNPA) Embrapa Algoddo, Campina Grande, PB.

Obtencéo dos gendtipos de algodoeiro, isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e
preparo de in6culo.

Todos os gendtipos de algodoeiro usados neste estudo foram cultivados na estacdo
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experimental de Santa Helena de Goias, GO, e auto-fecundados por pelo menos uma geragao.
Todas as plantas que geraram as sementes usadas nos ensaios nao desenvolveram sintomas da

doenga. As sementes obtidas foram deslintadas com acido sulfurico e armazenadas em camara

fria (15 OC £ 39C e umidade abaixo de 40%) até a conducio dos ensaios.

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

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

hemacitometro.

Meétodo de inoculacéo

Previamente, testaram-se algumas modificacdes do método desenvolvido por Perry
(1962), com a utilizagdo de quatro cultivares de diferentes niveis de resisténca. Pelo fato de ser
laborioso, € em todos os métodos testados haver remogdo de plantulas antes da inoculacdo,
ocorrendo injurias, decidiu-se por inocular as plantulas sem transplante (Couto et al., 2006).
Dessa forma, o método adotado consistiu no plantio de sementes de algodoeiro, previamente
desinfestadas com hipoclorito de sddio na concentragdo de 1%, por 2 minutos, em bandejas de
plastico para germinagéo, contendo 162 células (18x9), sendo 25 mL o volume de cada célula.
As bandejas foram dispostas em casa-de-vegetacdo climatizada sobre bancadas recobertas com

lona de polietileno, contendo uma camada de areia lavada esterilizada utilizada como suporte.
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Adicionou-se as células das bandejas vermiculita esterilizada, e em cada célula foi plantada uma

semente. Aos 5 e 7 dias ap6s o plantio, depositou-se, em cada célula, 2 mL de uma suspensdo de

esporos ajustada para a concentragdo de cada isolado 5 x 105 esporos/mL, contendo esporos, em

propor¢des iguais, dos quatro isolados supra citados formou.uma suspensdo Durante a execu¢ao

do ensaio a temperatura média externa variou entre 22,8 ¢ 25 9C e umidade relativa do ar
manteve-se acima de 60 %.

Para validagdo do método, testaram-se nove gendtipos de algodoeiro com diferentes
niveis de resisténcia a doenga: Clevewilt, Auburn 56-24, Bayon SN-1, Coker 312, Stoneville
213, Deltapine 45A, Acala 44, BJ 1302 (S 1062) e IAC RM 2. O delineamento experimental foi
de blocos ao acaso, com seis repeti¢des, sendo a parcela constituida por 18 plantulas.

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

Todos os dados de severidade de cada plantula na parcela foram utilizados para calcular

um indice de intensidade de infecgdo (I), expresso como [=senZaw, para cada distribuicdo de
freqiiéncia obtida na parcela (Amaral, 1969), com as modificacdes propostas por Czermainski,
(1999). A variavel o foi calculada para converter notas em escalas de intervalos. Os dados
diarios de severidade foram usados para calcular a area abaixo da curva de progresso da doenca
AACPD (Campbell &Madden, 1990).

Apos a ultima avaliagdo da severidade, as plantulas foram seccionadas do substrato e,
por meio de inspecao visual, foi quantificada a porcentagem de plantulas com escurecimento do
sistema vascular. Em seguida, procedeu-se isolamento indireto de todos os fragmentos de caule
de todas as plantulas em meio BDA para quantificagdo da incidéncia de plantulas com o

patdgeno interno ao sistema vascular. As variaveis severidade final (o no ultimo dia de



10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26

37

avaliagdo), AACPD, incidéncia de plantulas com escurecimento do sistema vascular e
incidéncia de plantulas contendo o patéogeno no sistema vascular foram submetidas a analise de

variancia seguindo o delineamento de blocos ao acaso e as médias agrupadas pelo teste de

Tukey com o auxilio do software SAS System® versdo 9.1 (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA).

Também foram realizados testes de correlagdo entre as variaveis mensuradas.

Resisténcia de acessos do banco de germoplasma e cultivares de algodoeiro a murcha-de-
fusario

O delineamento experimental foi de blocos aumentados (Federer, 1961), com 64
tratamentos regulares (acessos e cultivares) e dois tratamentos comuns (IAC 24 ¢ FM 966,
padrdes resistente e suscetivel, respectivamente), sendo cada parcela experimental formada por
nove plantulas. O experimento foi repetido duas vezes, o cultivo do indculo e inoculagdo,assim
como, a avaliacdo da severidade e calculo da AACPD foram realizados conforme descrito
anteriormente. Os dados de AACPD e de severidade final (severidade no ultimo dia de
avaliacdo) foram submetidos a analise de variancia, utilizando-se o procedimento do programa
estatistico SAS para o delineamento em questdo. As pressuposigdes para analise de varidncia
foram atendidas em ambos os ensaios.

No segundo ensaio, apds as avaliagdes de severidade, as plantulas de cada tratamento
foram retiradas das bandejas e foi verificado visualmente se havia escurecimento do sistema
vascular na base do caule da plantula. Em seguida, fragmentos dos caules de todas as plantulas
foram submetidos a isolamento indireto em meio BDA para re-isolamento do patégeno visando
a quantificacdo da incidéncia de plantulas com escurecimento do sistema vascular e plantulas

com 0 patdégeno interno a0 mesmo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Validacdo do método de inoculagdo

Os primeiros sintomas nos cotilédones foram observados entre 10 e 19 dias apos a
inoculagdo, dependendo do nivel de resisténcia da cultivar. Sendo observados flacidez das
bordas de um ou ambos cotilédones, com a mudanca gradativa de tonalidade do verde claro para
amarelo, Os sintomas rapidamente avangaram da borda para todo o limbo do cotilédone e, apos
perder totalmente a coloracdo verde natural, as nervuras primarias tornavam-se escurecidas;
eventualmente, as folhas cotiledonares e o primeiro par de folhas verdadeiras eram destacados
da plantula naturalmente. Quando todas as folhas estavam mortas, o caule tornava-se escuro,
sendo possivel observar esporulagdo abundante na sua base, sendo constatados apenas
macroconidios.

Houve diferencga significativa entre os tratamentos para as variaveis AACPD (P =
0,0114) e severidade final (P=0,0013) (Tabela 1). Considerando a variavel AACPD, os
genotipos Bayou SN-1 e Coker 312, com resisténcia previamente conhecida ou com genealogia
resistente, respectivamente, foram mais resistentes que o gendtipo Deltapine 45A,. Para a
variavel severidade final, os gendtipos Bayou SN-1, Auburn 56-24 ¢ Coker 312, todos com
genealogia resistente foram estatisticamente mais resistentes que Deltapine 45A. Verificou-se
também que o gendtipo Coker 312 foi mais resistente que Acala 44 para esta variavel.

Para que haja sucesso no processo de selegdo para resisténcia, além das fontes de genes
de resisténcia previamente identificadas, ¢ necessario um método efetivo de inoculacdo e
avaliacdo das plantas. A maneira mais simples de selecionar plantas resistentes € o cultivo em
solo infestado, natural ou artificialmente (Perry, 1962). Ressalta-se, entretanto, que esse método
ndo € o adequado para selecdo de plantas individuais, devido ao eventual escape de inoculagao.

Houve correlagdo positiva entre as varidveis AACPD e severidade final (r=0,89024,
P<0,0001) ¢ AACPD e porcentagem de escurecimento do sistema vascular (r=0,48425,
P=0,0002), entretanto, nao houve correlagdo entre AACPD e re-isolamento do patégeno de
plantulas. Constatou-se também que houve correlagdo entre as variaveis severidade final e

porcentagem de escurecimento do sistema vascular (r=0,54031, P<0,0001), todavia, ndo houve
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correlagd@o entre a porcentagem de escurecimento e re-isolamento do patégeno de plantulas.

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

A correlacdo entre as variaveis AACPD ou severidade final e escurecimento do sistema
vascular, embora significativa, foi relativamente baixa. Portanto, deve-se ter cautela no uso da
variavel escurecimento do sistema vascular em testes de selegdo de genotipos em condigdes
controladas.

O fato de nado haver correlagdo entre escurecimento do sistema vascular e re-isolamento
do patogeno de plantulas, deve estar relacionado a outro mecanismo de resisténcia que nao
oclusdo do sistema vascular e formagéo de toxinas que esteja contribuindo para a resisténcia das
plantas. Bugbee (1970) estudou este fenomeno em gendtipos com mesma taxa de oclusdo do
sistema vascular e com diferentes niveis de resisténcia a murcha, e concluiu que a resisténcia era
devida, principalmente, a rapida capacidade de regeneragdo dos vasos condutores.

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

Todos os tratamentos (genodtipos) tiveram frequéncia de infec¢do (com base no re-
isolamento do patdgeno) acima de 50%, o que caracteriza a eficiéncia do método no

favorecimento da infec¢do pelo patégeno devido ao espaco reduzido para desenvolvimento das
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raizes. Ressalta-se, entretanto, que apesar de todo controle local, ainda ha escape, embora nio
tanto quanto verificado em outros métodos de inoculacdo, como aqueles descritos por (Wiles,
1963; Wickens, 1964; Miller & Cooper1967; Bugbee & Sappenfield., 1972).

Em condigdes controladas, o método de inoculagdo mais usado consiste em mergulhar
as raizes de plantulas de algodoeiro em suspensdo de esporos e, em seguida, transplanta-las para
outro recipiente (Wiles, 1963). Esse método é bastante laborioso e tende a ferir demasiadamente
as raizes durante a inoculagdo e o transplante. Outros métodos também sdo descritos, os quais
envolvem o transplante de plantulas para substrato infestado (Perry, 1962). Ressalta-se,
entretanto, que os ferimentos causados durante a etapa de transplante podem interferir
negativamente nos resultados. Com base nessa premissa, Wickens (1964) apos diversos testes,
desenvolveu dois métodos, uma para selecdo de populagdes e outro para selegdo de plantas
individuais com o minimo de injirias ao sistema radicular. No primeiro, as plantas avaliadas sdo
cultivadas em vasos sem fundo dispostos em outro vaso maior. Por ocasido da inoculagdo, os
vasos menores sao retirados do vaso maior, sendo o indculo, depositado no vazio deixado pelo
vaso menor; em seguida, o vaso menor é recolocado no seu lugar de origem. Apesar dos
resultados positivos, esse método ainda € muito laborioso quando se necessita testar um nimero
elevado de gendtipos.

A concentragdo da suspensdao de esporos usada para inoculacdo nesse estudo, ou seja

5x10° esporos por mL, foi suficiente para diferenciagio de gendtipos resistentes e suscetiveis,
contrastando com resultados obtidos por Gridi-Papp et al. (1979), cujo método de inoculagdo
empregado s6 permitiu tal diferenciagdo com uma suspensdo de esporos 10 vezes mais
concentrada.

Além do uso de uma menor concentragdo da suspensdo de esporos para diferenciacao de
genotipos resistentes e suscetiveis, 0 método proposto nesse estudo permitiu avaliar varios
genotipos resistentes a murcha-de-fusario simultaneamente num periodo de 32 dias. Ressalta-se,

entretanto, que apesar desse método ser eficiente na selecdo de genétipos resistentes a essa
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doenga em condi¢des controladas, ¢ fundamental que os gendtipos também sejam avaliados em
campo, sob condi¢do de infec¢do natural simultdnea dos agentes causais da murcha e
nemato6ides patogénicos ao algodoeiro, em virtude da presenga de nematoides agravar a murcha-

de-fusario.

Fontes de resisténcia

Houve diferencas significativas entre os acessos avaliados no primeiro ensaio
(P=0,0018), enquanto que no segundo as diferencas ndo foram tdo evidentes (P=0,1086). No
segundo ensaio, a média geral de AACPD foi de 194,50, muito acima da média do primeiro

ensaio, que foi de 72,70 (Tabela 2). Tais diferengas podem ser atribuidas as condic¢des

climaticas. Na condugdo do primeiro ensaio a temperatura média do periodo foi de 23,9 OC,

variando de 22,8 a 25,6, enquanto que no segundo ensaio a temperatura média no periodo foi de

22 OC , variando de 20,3 a 23,7 9C. De maneira similar, Wang et al. (1999), em ensaios
conduzidos em casa-de-vegetagdo verificaram que em temperaturas moderadas, variando de 18
a 23°C, os sintomas da murcha do algodoeiro apresentaram elevada severidade, enquanto que a
temperatura mais elevadas, variando de 28 a 33°C, os sintomas praticamente cessam ¢
expressao.

As médias de severidade final foram 13,76 ¢ 30,21 (P=0,0327 ¢ P=0,4138), para o
primeiro e segundo ensaio, respectivamente, sendo o mesmo nao significativo no segundo
ensaio. Com base nos dados de AACPD e severidade final, ¢ possivel inferir que a primeira
variavel € mais confiavel em distinguir resisténcia entre os acessos, possivelmente por causa da
integracdo de toda a curva de progresso, contribuindo para uma maior AACPD o genoétipo que
tiver menor periodo de incubagdo, portanto, com maior suscetibilidade. As altas correlagdes
entre as variaveis AACPD e severidade final em ambos os ensaios (r=0,8768, P<0,0001 e
=0,8946, P<0,0001, para o primeiro ¢ segundo ensaio, respectivamente) permite o0 uso apenas

da ultima variavel para sele¢cdo com certa seguranca em tais casos.
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Na&o houve diferenca entre os tratamentos com relagdo a variavel escurecimento do
sistema vascular (P=0,0660), ndo sendo possivel também detectar tais diferencas para o re-
isolamento do patogeno (P=0,6556).

O erro experimental em ensaios conduzidos no delineamento de blocos aumentados
(Blocos de Federer) é calculado a com base nas variancias dos tratamentos comuns a todos os
blocos. Nesse caso, quanto maior a severidade da doenga, espera-se que a varidncia aumente
(como verificado no coeficiente de variacdo dos dois ensaios), e, portanto, torna-se mais dificil
detectar diferencgas entre os tratamentos.

Apesar da diferenga nos valores médios de severidade entre os dois ensaios, o nivel de
resisténcia dos acessos foi, na maioria das vezes, consistente, independente do ensaio. Os
acessos com menor AACPD foram LA 887, FM 993 ¢ CNPA GO 2002-3778, além da
testemunha resistente, IAC 24. Em alguns acessos ndo se verificou escurecimento do sistema
vascular (IPR 120, Delta Penta, BRS Cedro, HS 26, REBA BTK 12, FM 993, PAYMASTER 54
B e TAMCOT SPINKS 21), apesar de terem sido quantificados os sintomas iniciais da doenga.
Destes, ndo foi possivel re-isolamento do patdégeno apenas nos acessos BRS Cedro, HS 26 ¢
REBA BTK 12. Desses trés acessos, com excegdo apenas de REBA BTK 12, no qual ndo se
verificou sintomas de amarelecimento e inicio de murcha (nota 2) em apenas uma planta, todas
as notas quantificadas foram zero ou um, que pode ter sido confundido com o amarelecimento
por deficiéncia nutricional nos ultimos dias de avaliacdo.

Nos acessos IPR 120, Delta Penta, FM 993, PAYMASTER 54 B ¢ TAMCOT SPINKS
21 ndo se verificaram escurecimento do sistema vascular. Apesar disso, foi possivel re-isolar o
patogeno do caule (Tabela 2).

Todos os acessos testados nesses estudos pertencem a espécie Gossypium hirsutum.
Existe consideravel variabilidade para resisténcia a murcha-de-fusario, tanto em G. hirsutum
quanto em G. barbadense, sendo a resisténcia mais completa nesta ultima espécie (Hillocks,
1992). Em G. barbadense, geralmente a resisténcia é governada por poucos genes de efeito

principal (Bird, 1973), enquanto em G. hirsutum a heranca da resisténcia é mais complexa,
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sendo governada por varios genes de efeito principal € modificadores (Kappelman Jr., 1971).

Em outro estudo, constatou que a resisténcia da cultivar Seabrook (G. barbadense) é
controlada por dois genes dominantes com aditividade inter-locos que lhes conferem
praticamente imunidade, enquanto a resisténcia na cultivar Cook 307-6 (G. hirsutum) é
condicionada por um gene de efeito principal dominante e diversos genes modificadores (Smith
& Dick, 1960)

As primeiras cultivares resistentes a murcha-de-fusario foram obtidas por selecao
massal em solos altamente infestados com o patdégeno. A cultivar Rivers (G. barbadense) foi
selecionada em 1892 e, apds selegdes posteriores, deu origem a cultivar Seabrook (Hillocks,
1992). Em 1912, foi langada a cultivar Cook 307-6 que, apesar de ndo possuir alto potencial
produtivo e boas caracteristicas de fibra, foi usada para se obter cultivares também com boa
resisténcia, como Empire, Delcot 277, Hartsville e McNair 220.

Apesar de ndo terem sido identificados gendtipos imunes de G. hirsutum a essa doenga,
cultivares comerciais com niveis de resisténcia moderado a alto tém sido desenvolvidas. As
primeiras selecdes para resisténcia a murcha-de-fusario em solos infestados podem ter
indiretamente selecionado também para resisténcia ao nematdide-das-galhas, uma vez que
ambos os patogenos poderiam co-existir nos campos de selecdo. Tal fato pode explicar o bom
nivel de resisténcia da cultivar Cook 307-6 ao nematodide das galhas (Hillocks, 1992).

A cultivar Auburn 56, padrio de resisténcia usado em varios programas de
melhoramento genético, originou-se do cruzamento entre Cook 307-6 e Coker 100-Wilt (Bird,
1973) e combinou resisténcia a murcha-de-fusario, boas caracteristicas agronOmicas e
resisténcia ao nematdide-das-galhas, o que lhe rendeu boa aceitacdo comercial por mais de 20
anos.

Apesar de outras cultivares como Clevewilt-6 serem mais resistentes ao nematoide-das-
galhas, apenas com o desenvolvimento das linhagens Bayou, oriundas do cruzamento entre
Clevewilt-6 e Deltapine 15, foi possivel maior nivel de resisténcia ao complexo

Fusarium/nematoide-das-galhas (Jones & Birchfiels, 1967). Outras cultivares mais produtivas
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foram desenvolvidas com moderada resisténcia a murcha-de-fusario nos Estados Unidos, entre
as quais Stoneville 603, Dixie King-3, McNair 235, Deltapine 61 e as cultivares Tamcot
(Hillocks, 1992).

Fora dos Estados Unidos, foram desenvolvidas as cultivares Reba W296 (Allen 51-296
x Coker 100-Wild), Reba B50 (Stoneville B1439 x Allen 50T) e UK 77 na Africa e,
recentemente, na Australia, foi langada a cultivar Sicot F1, com alto nivel de resisténcia a
isolados de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Davis et al., 2006).

No Brasil, as cultivares resistentes Auburn 56 e Rex Cotton foram usadas como
parentais doadores no desenvolvimento de varias cultivares desenvolvidas no Instituto
Agrondmico de Campinas (Gridd-Pap et al., 1984).

Infelizmente, apenas a resisténcia moderada ao nematoide-das-galhas esta disponivel e
em poucas cultivares comerciais, dentre as quais Stoneville LA 887, Paymaster 1560 e Acala
NemX. Nesse trabalho quantificou-se um nivel desejado de resisténcia a murcha-de-fusario na
cultivar Stoneville LA 887, um resultado interessante aliado a sua resisténcia parcial aos
nematodides das galhas e reniforme.

A fonte de resisténcia de Stoneville LA 887 ¢ Paymaster 1560 é a cultivar Bayou
(Clevewilt 6 versus Deltapine 15), que ¢ moderamente resistente. Uma sele¢do nessa cultivar
para maior comprimento de fibra originou a linhagem Bayou 7769, que, por sua vez, foi cruzada
com Deltapine 16, resultando na linhagem resistente LA 434 RKR. Essa foi subseqiientemente

cruzada com DES 11-9, para originar Stoneville LA 887 e Paymaster 1560.
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Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), severidade aos 25 dias apos a
inoculagdo (Severidade), porcentagem de plantulas com escurescimento do sistema vascular e
porcentagem de re-isolamento de plantulas de nove genotipos de algodoeiro inoculados

artificialmente com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.

Tratamento AACPD Severidade  Escurecimento (%)  Isolamento (%6)
Stoneville 213 193,23 ab 22,393 abc 24,784 52,749
Clevewilt 192,58 ab 22,225 abce 19,156 56,551
Deltapine 45A 306,15 A 34,387 a 32,737 59,861
Acala 44 242,74 ab 32,237 ab 33,181 56,997
Auburn 56-24 175,99 ab 18,803 bc 26,468 56,902
Bayou SN-1 160,02 B 18,973 be 18,945 75,750
BJ 1302 (S 1062) 207,73 ab 22,407 abc 17,734 57,970
Coker 312 153,04 B 18,262 ¢ 20,714 58,088
IAC RM 2 260,46 ab 27,923 abc 29,762 52,656
Média 210,22 24,18 24,83 58,61
P 0,0114 0,0013 0,6101 0,3232

Ccv 34,35 29,96 66,99

26,13




49

Tabela 2. Area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD), severidade aos 25 dias apds a inoculagdo (Sevf), porcentagem de plantulas com

escurescimento de vasos (Esc) e porcentagem de re-isolamento de plantulas (Plac) de 64 gendtipos de algodoeiro inoculados artificialmente com Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum.

Genétipo AACPD' SEVF' AACPD®’ SEVF? ESC? PLAC? Gendtipo AACPD! SEVF' AACPD? SEVF? ESC? PLAC?
FM 993 7.2 2,5 32 07 00 962 SP 33950 299 90 2039 557 308 @ 212
T1 (IAC 24) 2.8 1,9 5,6 44 168 234 OKLAHOMA TRIUMPH 5 503 14,5 2087 403 31,0 186
PAYMASTER 54 B 3448 395 6,1 42 00 186 DELT. FOX 253 86,6 246  211,8 420 90,5 50,0
STONEVILLE LA 887 0,0 0,0 6,8 57 25 186 SMOOTH LEAVES 1758 339 2123 485 229 424
CNPA GO 2002-3778 7.2 2,5 10,8 81 11,0 248 STONEVILLE 7 A 83,0 240 2246 346 60 353
HS 26 782 12,6 18,1 17,8 0,0 0,0 LUK 13-4 3992 41,3 228,77 274 489 228
Delta Opal 7.2 2,5 27,2 0,7 20,1 46,2 ACALA-44 327 18,1 2291 42,1 334 389
BRS Cedro 7.2 2,5 446 30,6 0,0 0,0 PAYMASTER 792 00 00 2396 340 344 629
Delta Penta 72 2,5 454 114 00 534 DEL CERRO 1959 80,9 212 2423 368 429 50,0
STONEVILLE 474 72 2,5 63,5 189 273 1000 DEL CERRO UNPGR 1649 30,5 2433 31,7 844 962
STONEVILLE 213 353 10,6 70,1 17,1 358 18,1 XG 15 239 155 2475 328 60 @ 228
TAMCOT SPINKS 21 32,8 9,5 76,7 20,6 00 282 PAYMASTER 303 71,1 188  260,0 47,1 381 60,3
BJ 1302 (S 1062) 20,0 7,1 797 23,0 239 389 BRS Araga 72 25 2613 390 415 212
REBA P 274 554 14,6 87,1 244 405 7,5 STONEVILLE 253 359,0 23,1 2647 415 66,5 87,9
IPR 120 7.2 2,5 954 16,7 00 184 T2 (FM 966) 39,1 84 2726 388 309 500
IAC RM 2 184,6 338 1053 252 358 306 MC NAIR 235 84,6 212 2782 41,1 334 278
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CACIQUE 2005 690 139 1077 147 415 684  CNPA GO 2002-4771 72 25 2835 351 273 629
Coodetec 409 7.2 2,5 1102 208 11,0 39,1 MEXICO 910 82,0 18,0 2997 458 351 424
ACALA DEL CERRO 438 10,0 1108 23,6 429 167  LOUISIANA OKRA 2 415 134 3161 419 51,1 684
REBA BTK 12 1445 170 1132 17,7 00 0,0  GUAZUNCHO 3 10,7 25 3260 308 523 712
REBA B 50 78,9 20,1 1272 294 25 520  DIXIE 541 14,6 3427 428 358 181
DEKALB 220 0,0 0,0 1454 297 229 282  BRS Burit 92,8 14,7  361,7 402 523 837
LA BANDA 300 40,5 99 1490 274 368 518 SAKAHAA 642-53 3480 49,1 3628 420 905 167
AUBURN 2 41,6 9,1 1545 234 320 796  IACRM3 2578 360 3630 42,1 90,5 389
PAYMASTER 53M 23 756 155 1561 247 879 754  OROBLANCO 2039 32,1 3777 438 415 712
AUBURN 5624 97,1 194 1618 20,5 473 529 STO 256 790 20,0 3820 41,5 572 556
CS 50 0,0 00 1702 227 497 557  CUBQ 622 113 3833 413 60,6 79,6
M11 GLANDED 28,7 9,1 170,7 20,5 22,5 573 DIXIE KING II 2072 372 3847 62,9 1000 834
SHORT BRANCH 1189 185 1778 242 16,7 103 STONEVILLE 20 (MA) 1,5 39 4057 522 558 1000
BI 3125 59,5 146 1786 30,2 465 556  DELTAPINE SMOOTH LEAF 428 159 4182 504 619 70,0
ACALA 1517-70 (SA 1225) 18.8 6,8 1841 254 37,5 843 ACALA 8 1580 39,9 4248 62,1 98,6 684
COKER 310 26,5 7.1 185,1 260 61,9 611 DELTAPINE 45 A 1288 18,8 4397 60,8 78,6 18,1
PAYMASTER 909 15,9 6,8 189,7 353 32,0 462  BRSIpé 7225 - - - -
Média 727 138 1945 302 415 452

cv 13,7 23,8 29,1 405 242 525

P 0,002 0,033 0,110 0,414 0,066 0,656

1 — Dados referentes ao primeiro ensaio; 2 - Dados referentes ao segundo ensaio.
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CONCLUSOES

1. O método de selecdo proposto € adequado para diferenciar gendtipos com
diferentes niveis de resisténcia;

2. As variaveis area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) dade final
sdo adequadas para quanticar a resisténcia no método proposto, entretanto, o uso
da variavel AACPD é mais laborioso;

3. Constatou-se alta resisténcia dos genotipos FM 993, Stoneville LA 887, CNPA

GO 2002-3778 e HS 26 para murcha-de-fusario entre os 64 acessos avaliados.
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