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Resumo - Na cultura do algodoeiro ocorrem diversas doencas, destacando-se a mancha de ramularia,
causada pelo fungo Ramularia areola. No Brasil, a mancha de ramularia sempre foi considerada uma
doenga secundaria, que ocorria no final do ciclo e auxiliava na desfolha da planta. Entretanto, a partir
do ano de 1998, com o incremento da area cultivada, do monocultivo e da utilizagdo de cultivares
susceptiveis a doenga, a mancha de ramularia passou a ocorrer mais cedo e a causar desfolha
prematura, implicando na necessidade de aplicagdes de fungicidas. Porém, o controle da doenga pelo
uso de cultivares resistentes é preconizado como a maneira mais eficaz e econémica de controlar o
patdgeno em relagdo ao quimico. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o comportamento de
cultivares de algodoeiro (ensaio VND — safra 2010/2011) a mancha de ramularia, bem como identificar
molecularmente o isolado patogénico utilizado no presente estudo. Sementes de algodoeiro foram
semeadas em solo contido em vasos plasticos. O isolado IMA 244 de Ramularia areola foi cultivado em
meio de cultura extrato de Malte (2%). Apds sete dias de cultivo foi obtida uma suspenséo de conidios
(108 conidios mL-") do patégeno para aplicagdo em plantas de algodoeiro com 30 dias apds a
semeadura. As avaliagdes da severidade da doenga foram realizadas aos 15, 20, 30 e 40 dias ap6s a
inoculagdo. Também, foi realizada a extracdo e sequenciamento do DNA do isolado IMA 244, o
resultado foi comparado com as sequéncias depositadas no NCBI. As cultivares e linhagens LD CV 03,
CNPA BA 2005-3300, IAC 08-2031 e IMS CD 03-1661 apresentaram os maiores indices da area
abaixo da curva do progresso da severidade da doenga. Por outro lado, as cultivares e linhagens FMT
709, IMA CD 05-8276, FMT 705, CNPA GO 2006-174, CNPA 2007-419 apresentaram 0s menores
indices da area abaixo da curva do progresso da severidade da doenga. O isolado IMA 244 de
Ramularia areola apresentou 99% de similaridade quando comparado com as sequéncias da regido
ITS 1de Mycosphaerella areola existentes no National Center for Biotechology Information (NCBI).

Palavras-chave: Cultivares de algodoeiro; Gossypium hirsutum; Ramularia areola; mancha de
ramularia;

INTRODUGAO

Na cultura do algodoeiro ocorrem diversas doengas, destacando-se a mancha de ramularia,
causada pelo fungo Ramularia areola G. F. Atk., forma teleomorfica, Mycosphaerella areola Ehrlich &
F.A. Wolf (SUASSUNA; COUTINHO, 2007). A doenga inicia, geralmente, em lavouras bem
desenvolvidas, em locais mais sombreados e umidos. Os sintomas séo verificados primeiramente nas
folhas do baixeiro, sendo caracterizados por lesdes branco-azuladas na superficie inferior da folha,
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logo ap6s é verificada a esporulagédo do fungo de coloragdo branca ou amarelada e de aspecto
pulverulento. O ataque do fungo é mais intenso quando existe alta densidade de plantas e alta umidade
(CIA; SALGADO, 1997). Historicamente, no Brasil, a mancha de ramularia sempre foi considerada uma
doencga secundaria, que ocorria no final do ciclo e auxiliava na desfolha da planta (CIA; SALGADO,
1997). Entretanto, a partir do ano de 1998, com o incremento da area cultivada, monocultivo e a
utilizacao de cultivares susceptiveis a doenca, a mancha de ramularia passou a ocorrer mais cedo € a
causar desfolha prematura (SUASSUNA et al., 2006; CHITARRA, 2008). Neste contexto, Aquino et al.
(2008a) observaram que a doenga reduziu 49% do potencial produtivo do algod&o, implicando na
necessidade de aplicagdes de fungicidas. Com relagdo ao controle da doenga, a resisténcia genética
de cultivares é preconizada como a maneira mais eficaz e econdmica de controle da mancha de
ramularia (RATHAIAH, 1975). Além disso, a rotag@o de cultura associado a um eficiente controle de
soqueiras e tigueras propicia a reducao do inoculo inicial. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
comportamento de gendtipos de algodoeiro (ensaio VND - safra 2010/2011) @ mancha de ramularia,
bem como identificar molecularmente o isolado IMA 244 de Ramularia areola patogénico utilizado no

presente estudo.
METODOLOGIA
Plantio e condugao das plantas de algodoeiro

Sementes de algodoeiro (Tabela 1) foram semeadas em solo contido em vasos plasticos. Apos
a emergéncia, as plantas foram mantidas em telado com redugéo de 25% da luminosidade. A irrigagao,

por meio de micro-aspersores, foi realizada duas vezes ao dia.

Producao de inéculo de Ramularia areola e inoculagao das plantas de

algodoeiro

O isolado IMA 244 foi obtido de plantas de algodoeiro com sintomas da mancha de Ramularia
areola, localizadas no Municipio de Montividiu, GO. Para multiplicagdo, 100 uL de uma suspenséao de
conidios (108 conidios mL-") do fungo foi transferida para o meio de cultura extrato de Malte (2%). O
patégeno foi incubado durante sete dias, sob luz continua e temperatura de 25 °C. Depois deste
periodo, foi obtida uma suspensdo de conidios, a qual foi ajustada para 106 conidios mL-' para
inoculacdo das plantas de algodoeiro com 30 dias ap6s a semeadura.

As plantas de algodoeiro foram inoculadas com a suspenséo de indculo do isolado IMA 244
através de pulverizagao da superficie das folhas até o ponto de escorrimento.
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As avaliagbes da severidade da doenga foram realizadas aos 15, 20, 30 e 40 dias apds a
inoculagdo, utilizando a escala de notas proposta por Aquino et al., (2008b). Os resultados de
severidade foram transformados em area abaixo da curva do progresso da severidade (AACPS) pelo
programa Sigma Plot 10.0. O delineamento foi inteiramente ao acaso, composto de 18 tratamentos e 3

repeticdes.
Extragao de DNA de Ramularia areola

Para a extragdo do DNA do isolado IMA 244 foi utilizado o protocolo CTAB (DELLAPORTA et
al., 1983). A reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando os pares de primers ITS 1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG3-) e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'). Para a PCR, foram
utilizados 1 uL de DNA total extraido, 10 uL de tampdo da enzima GoTaq DNA polimerase
(Promega®), 5 pL MgClz, 1 yL dNTP, 1 pL de cada primer e 0,2 uL de GoTag DNA polimerase
(Promega®), ajustando-se o volume da reagéo para 50 uL com agua ultra pura. O regime utilizado no
termociclador foi de: 94° C por 2 min., 40 ciclos de 94° C por 15 segundos, 54° C por 30 segundos, 72°
C por 30 segundos, finalizando-se o processo com 72° C por 4 minutos. Os fragmentos de DNA
amplificados foram visualizados em gel de agarose corado com brometo de etidio e observado sob luz
UV. O produto amplificado foi submetido a reacdo de sequenciamento com nucleotideos marcados,
utilizando o sequenciador automatico ABI377 (Applied Biosystems). Apds a reagao de sequenciamento,
os produtos foram analisados em sequenciador, através de eletroforese em gel de poliacrilamida de
alta resolucdo e detecgdo da fluorescéncia com sensor a laser. As sequéncias de nucleotideos do
isolado IMA 224 foi comparada com as sequéncias depositadas no site do National Center for

Biotechology Information - NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos dados obtidos, observou-se que todos os gendtipos diferiram significamente entre si,
quando inoculados com o isolado IMA 244 de Ramularia areola (Figura 1). Os gendtipos de algodoeiro
LD CV 03, CNPA BA 2005-3300, IAC 08-2031 e IMS CD 03-1661 apresentaram os maiores indices de
area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da mancha de ramularia (45,03 a 36,58),
quando comparados com os demais tratamentos, demonstrando alta suscetibilidade a doenga. Lima et
al. (2010), estudando o comportamento de gendtipos a mancha de ramularia verificaram que as
materiais Delta Opal, Makina e Sure Grow 821 foram suscetiveis a R. areola, sendo que os materiais
Delta Penta e Deltapine Acala 90 foram mais resistentes. Galbiere (2007), testando vérios genétipos
em diferentes regides no Brasil nos anos agricolas de 2004/2005 e 2005/2006 também observou que

as cultivares Delta Opal e Makina foram suscetiveis a mancha de ramularia, com destaque para a
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cultivar Makina que apresentou altos indices da doenga em locais favoraveis ao desenvolvimento do

patogeno.

Os gendtipos FMT 709, IMA CD 05-8276, FMT 705, CNPA GO 2006-174, CNPA 2007-419
apresentaram os menores indices de AACPS da mancha de ramularia (12,71 a 7,03), demonstrando
uma maior resisténcia ao patégeno quando comparados aos demais tratamentos, destacando-se o
gendtipo CNPA 2007-419 (7,03). Maranha et al. (2002) verificaram que dentre as16 cultivares avaliadas
a BRS Facual apresentou a maior resisténcia a mancha de ramularia. Estudos realizados por Novaes

et al. (2010) verificaram que a heranga de resiténcia a mancha de ramularia € monogénica.

Com relagéo a identificagdo molecular do patdgeno, foi verificado que o isolado IMA 244 de
Ramularia areola apresentou 99% de similaridade quando comparado com as sequéncias da regido

ITS 1 de Mycosphaerella areola existentes no National Center for Biotechology Information (NCBI).
CONCLUSAO

- As cultivares e linhagens LD CV 03, CNPA BA 2005-3300, IAC 08-2031 e IMS CD 03-1661
apresentaram os maiores indices de area abaixo da curva do progresso da severidade mancha de

ramularia.

- As cultivares e linhagens FMT 709, IMA CD 05-8276, FMT 705, CNPA GO 2006-174, CNPA
2007-419 apresentaram os menores indices da area abaixo da curva do progresso da severidade

mancha de ramularia.

- A linhagem CNPA 2007-419 apresentou 0 menor indice da area abaixo da curva do progresso

da severidade da mancha de ramularia.

- O isolado IMA 244 de Ramularia areola apresentou 99% de similaridade quando comparado

com as sequéncias da regido ITS 1 de Mycosphaerella areola (NCBI).
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Figura 1. Area abaixo da curva do progresso da severidade (AACPS) da mancha de ramularia em gendtipos de algodoeiro

(Ensaio VND safra 2010-2011).

Tabela 1. Relagao de gendtipos de algodoeiro (Ensaio VND safra 2010-2011).

Tratamento Cultivar/linhagem
1 LD CV 03
2 CNPA BA 2005-3300
3 IAC 08-2031
4 IMA CD 03-1661
5 IPR Jatai
6 DP 604 BG
7 NUOPAL
8 FM 910
9 PRGOA 03-231-04
10 BRS 2080
11 IAC 08/90
12 LDCV12
13 FM 993
14 FMT 709
15 IMA CD 05-8276
16 FMT 705
17 CNPA GO 2006-174
18 CNPA 2007-419
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