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RESUMO GERAL

O Estado de Mato Grosso destaca-se no cenario nacional com a maior area plantada
e maior produtividade da cultura do algoddo, sendo esta, uma das principais
atividades econdmicas do Brasil. A principal doen¢ca que acomete a cultura é a
mancha de ramularia (Ramularia areola), que atualmente demanda aplicacbes de
fungicidas semanais, acarretando danos ambientais irreparaveis. O patossistema
Ramularia areola-algoddo deve ser melhor explorado frente as novas técnicas de
manejo como a utilizacdo de coberturas de solo, sdo exemplos a crotalaria (Crotalaria
ochroleuca) e o milheto (Pennisetum glaucum). Este estudo teve por objetivo avaliar
a dindmica do patossistema Ramularia areola e algodao. O estudo foi realizado em
condicbes de campo e de laboratério, conduzido durante as safras 2015/2016 e
2016/2017. Em campo foi utilizado o delineamento de blocos casualizados, em
esquema de fatorial duplo 3x2, sendo trés coberturas de solo (milheto, crotalaria e
pousio) e duas condicbes de aplicagcdo de fungicida (com e sem), com quatro
repeticdes. A severidade da doenca foi avaliada em 12 plantas aleatorias, por parcela,
utilizadas para calcular a area abaixo da curva da severidade (AACPS) da doenca.
Foi realizada a colheita de todas as plantas presentes na area util, das quais foi obtido
a produtividade em carogo e em fibra em kg ha't. Com os dados de produtividade das
parcelas com e sem aplicacdo de fungicidas calculou-se o dano causado pelo
patégeno. Na auséncia de aplicacao de fungicidas na safra 2015/2016, ocorreu a
maior AACPS da mancha de ramularia no algodado cultivado sobre a palhada de
milheto, ndo diferindo da crotalaria na safra 2016/2017, sendo que nesta ultima safra
o cultivo em pousio apresentou a maior AACPS da doenca. Contudo, a produtividade
de algoddo em caroco e em fibra foi superior, quando cultivado sobre as duas
coberturas de solo, em ambas as safras. Demonstrando a importancia do manejo com
coberturas de solo, que mesmo apresentando maior AACPS na primeira safra, ainda
auxiliou no aumento da produtividade da cultura. Quanto as aplicacdes de fungicida,
guando realizadas reduziram em média 50% da AACPS. Em laboratorio foi avaliada
a inoculacdo do patégeno em sementes, realizada em fatorial duplo 2x5, utilizando
dois isolados (Ramularia areola e Mycosphaerella areola) e cinco tempos de
inoculacdo (Oh, 24h, 48h, 72h e 96h). Foram realizados os testes de germinacao,
avaliando-se a porcentagem de germinacédo e o comprimento de parte aérea, teste de
sanidade, avaliada a incidéncia do fungo sobre a sementes, e teste de emergéncia
em substrato, onde se avaliou o indice de velocidade de emergéncia; o estande final,
a massa seca das plantas; o comprimento de parte aérea e de raiz e a porcentagem
de infeccdo em plantas assintomaticas, para verificar a qualidade fisiol6gica e sanitaria
das sementes e a transmisséo do patdégeno para as plantulas. Cada teste foi repetido
nas mesmas condicdes em dois anos. Os isolados R. areola e M. areola nao diferiram
em relacdo a germinacao de sementes, porém, quanto maior o tempo de inoculacao
nas sementes menor foi a porcentagem de germinacao das mesmas, demonstrando
a influéncia do nivel de inoculo do patégeno na qualidade das sementes. Na
inoculacdo de sementes a porcentagem de infeccdo no teste de sanidade foi maior
nos tempos de 48h e 72h para os isolados R. areola e M. areola, respectivamente,
sendo que no segundo ano os isolados néo diferiram estatisticamente, devido a perda
da viabilidade de M. areola. Quanto a emergéncia em substrato, o isolado M. areola
foi mais agressivo, diminuindo o indice de velocidade de emergéncia e influenciando
em maior numero de plantulas infectadas, no segundo ano observou-se sua influencia
reduzindo o estande final de plantulas. O tempo de inoculagéo influenciou no IVE e
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incidéncia em plantulas assintomaticas no primeiro ano, além destes influenciou
também no altura de plantas e estande final no segundo ano, em todas essas variaveis
os tempos de 24h e 96h foram desfavoraveis a inoculacao do patdogeno, ndo devendo
ser utilizados em trabalhos de laboratério. Foram avaliadas, em laboratorio, a
persisténcia do fungo e a germinacdo de conidios em restos culturais (folhas)
coletadas no campo, durante o periodo de safra (marco) e dois meses apos a
destruicdo da soqueira (setembro), essas coletas se repetiram em duas safras
(2015/2016 e 2016/2017), totalizando quatro coletas. Os tratamentos foram
constituidos de dois locais de coleta, um com aplicacdo regular de fungicidas e outro
sem aplicagbes de fungicidas. As variaveis analisadas foram a germinacdo média
inicial e final de conidios e o tempo médio de permanéncia das estruturas do fungo
nos restos culturais. Observou-se um tempo médio de sobrevivéncia do fungo de cinco
semanas para as coletas realizadas durante as safras, e de quatro semanas quando
realizadas ap0s destruicdo de soqueira. A germinacdo meédia inicial dos conidios foi
menor nas folhas coletadas em areas com aplicacao regular de fungicidas. Com esse
estudo, verificou-se que as coberturas de solo foram benéficas a producao do algodao
e gue as aplicacbes de fungicidas influenciam na sobrevivéncia do patdégeno nos
restos culturais. Foi verificada a associagcdo do patdégeno com as sementes,
promovendo a reducao de sua qualidade fisiologica. O patossistema Ramularia areola
- algodado vem evoluindo, causando maior dano em &reas cultivadas em sistema
convencional e neste estudo foi possivel provar sua associacdo com sementes de
algodéo e sobrevivéncia em folhas senescentes em processo de decomposigao.

Palavras-chave: Ramularia areola, cotonicultura, coberturas de solo.
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RELATIONSHIP PATHOGEN, HOST AND ENVIRONMENTAL: STUDY OF THE
RAMULARIA LEAF SPOT IN COTTON

Abstract: The State of Mato Grosso stands out with the greater planted area and
greater productivity of the cotton crop, being this, one of the main economic activities
of Brazil. The aim of this study was to evaluate the dynamics of the Ramularia areola
and cotton. The study was conducted in field and laboratory conditions, conducted
during the 2015/2016 and 2016/2017 harvests. In the field, a randomized complete
block design was used in a 3x2 double factorial scheme, with three soil covers (millet,
crotalaria and fallow) and two fungicide application conditions (with and without), with
four replications. The severity of the disease was evaluated in 12 random plants, per
plot, used to calculate the area under the disease progress (AUDPC). All the plants
present in the useful area were harvested, from which the yield of seed and fiber in kg
ha! was obtained. With the productivity data of the plots with and without fungicide
application, the damage caused by the pathogen was calculated. In the absence of
application of fungicides in the 2015/2016 harvest, the highest AUDPC occurred on
the RLS in the cotton cultivated on the straw of millet, not differing from the crotalaria
in the 2016/2017 harvest, and in the latter crop the clean fallow presented the higher
AUDPC of the disease. However, the yield of cotton seed and fiber was higher, when
cultivated in both soil covers. Demonstrating the importance of soil cover management,
which, even with higher AUDPC in the first harvest, also helped increase crop
productivity. Regarding the fungicide applications, when performed, they reduced on
average 50% of the AUDPC. In the laboratory, inoculation of the pathogen in seeds
was carried out in a double 2x5 factorial, using two isolates (Ramularia areola and
Mycosphaerella areola) and five inoculation times (Oh, 24h, 48h, 72h and 96h).
Germination tests were carried out, germination percentage and shoot length, sanity
test, fungal incidence on seeds, and substrate emergency test were evaluated, where
the rate of emergence was evaluated; the final booth; the dry mass of the plants; the
aerial and root length and the percentage of infection in asymptomatic plants, to verify
the physiological and sanitary quality of the seeds and the transmission of the
pathogen to the seedlings. Each test was repeated under the same conditions in two
years. The isolates R. areola and M. areola did not differ in relation to the germination
of seeds, however, the longer the inoculation time in the seeds the lower the
germination percentage of the seeds, demonstrating the influence of the level of
inoculum of the pathogen on the quality of the seeds. In seed inoculation, the
percentage of infection in the sanity test was higher in the 48h and 72h times for the
R. areola isola and M. areola isolates, respectively, and in the second year the isolates
did not differ statistically due to loss of viability M. areola. As for substrate emergence,
the M. areola isola isolate was more aggressive, decreasing the rate of emergence
and influencing a larger number of infected seedlings, in the second year its influence
was observed reducing the final stand of seedlings. The time of inoculation influenced
the IVE and incidence in asymptomatic seedlings in the first year, besides these also
influenced the height of plants and final stand in the second year, in all these variables
the times of 24h and 96h were unfavorable to inoculation of the pathogen and should
not be used in laboratory work. The fungus persistence and germination of conidia in
cultural remains (leaves) collected in the field, during the harvest period (March) and
two months after the destruction of the soqueira (September) were evaluated in
laboratory, these collections were repeated in two harvests (2015/2016 and
2016/2017), totaling four collections. The treatments consisted of two collection sites,
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one with regular application of fungicides and the other with no fungicide applications.
The analyzed variables were the initial and final mean germination of conidia and the
mean time of permanence of the fungus structures in the cultural remains. A mean
survival time of the five-week fungus was observed for the harvests collected during
the harvests, and four weeks when harvested after destruction of the harvester. The
initial average germination of the conidia was lower in the leaves collected in areas
with regular application of fungicides. With this study, it was verified that soil covers
were beneficial to cotton production and that fungicide applications influence the
survival of the pathogen in the cultural remains. It was verified the association of the
pathogen with the seeds, promoting the reduction of their physiological quality. The
Ramularia areola - cotton patossystem has been evolving, causing greater damage in
cultivated areas in conventional system and in this study it was possible to prove its
association with cotton seeds and survival in senescent leaves in the process of
decomposition.

Key words: Ramularia areola, cotoniculture, soil covers.
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INTRODUCAO GERAL

O algodéo (Gossypium hirsutum L.) € uma das principais plantas produtoras de
fibra, sendo o Brasil um dos cinco principais produtores dessa planta e o Estado de
Mato Grosso com maior area cultivada concentra 72% da producéo nacional. Na safra
2016/2017, a area plantada no estado foi de 939,1 mil ha e a produtividade média de
2.445 kg hal, com estimativa de aumento de 11,9% em area para a safra 2017/2018
(CONAB, 2018).

A cotonicultura é conhecida pelas extensas areas cultivadas em sistema de
monocultura, intenso input de tecnologias e aplicacbes de agrotoxicos. Em Mato
Grosso a principal forma de cultivo é a sucesséo de monoculturas, sendo que em 70%
da area, o algodao é cultivado apds a cultura da soja. Algumas formas de manejo vém
sendo implementadas como alternativas para diminuir os impactos ambientais do
cultivo de algodé&o, tais como cultivo com palhada de milheto para melhoria das
condicBes de solo e fertilidade (MEHTA et al., 2016; FERREIRA et al., 2010).

Segundo o International Cotton Advisory Committe - ICaC (2015), o Brasil lidera
o ranking de producdo de algoddo sustentavel, sendo que este é reconhecido
mundialmente, e leva em consideracéo fatores ambientais, sociais e econémicos da
producéo. Esse fato se deve as implantagées de novas formas de cultivo, tais como a
utilizacao de coberturas de solo. Entretanto, alguns problemas fitossanitarios elevam
0s custos com aplicacdes de agrotoxicos, além de dificultar mudancas no manejo e
ameacam a producdo sustentavel (MEHTA et al., 2016).

Um dos fatores que proporciona aumento no custo de produc¢éo, sendo também
o0 principal entrave para o aumento da produtividade, é a doenca mancha de ramularia
(Ramularia areola Atkinson) sendo responsavel por perdas de até 36% na producao.
A doenca néo tem atingido niveis de controle adequados em Mato Grosso, observa-
se gue esta sendo apenas parcialmente controlada com massivas aplicacbes de
fungicidas, contribuindo para a insustentabilidade ambiental do cultivo de algodao
(GIROTTO et al., 2013; PIZZATO et al., 2014; VOLPONI et al., 2014; GILIO et al.,
2017).

A macha de ramuléria foi relatada inicialmente nos Estados Unidos por Atkinson
(1890). Posteriormente, verificou-se a ocorréncia em quase todas as regides
produtoras de algoddo no mundo, incluindo grandes paises produtores como
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Madagascar, India e Brasil, afetando as quatro espécies de algod&do cultivadas
comercialmente, Gossypium arboreum, G. herbaceum, G. hirsutum e G. barbadense
(BELL, 1981). Novaes et al. (2011) e Volponi et al. (2014) relataram que, no estado
de Mato Grosso, a doenca é favorecida por condi¢des climaticas semelhantes as que
favorecem o cultivo do algod&o, considerando temperaturas entre 12 e 32 °C,
associada a umidade relativa superior a 80 %, ideais tanto para o cultivo quanto para
o desenvolvimento do patégeno (CURVELO et al., 2010).

Segundo Bell (1981), o ciclo de vida o fungo R. areola apresenta trés estagios,
sendo o primeiro, o estagio conidial, em que o fungo se desenvolve nas folhas do
hospedeiro vivo. No segundo, o fungo passa para o estagio espermogonial, este se
adapta nas folhas caidas para a sobrevivéncia do patégeno. Por ultimo desenvolve-
se um estagio de ascégeno, onde ha formacédo de estruturas da forma teleomorfica
(Mycosphaerella areola Ehrlich & Wolf) nos restos culturais.

Mehta et al. (2016) relataram a ocorréncia da fase sexual do fungo (M. areola)
no estado de Mato Grosso. Anterior a este relato, Gouws et al. (2001) encontraram
ascos em areas de algodao irrigado na Africa do Sul, comprovando a persisténcia do
patégeno na area e a variabilidade genética em diferentes campos de producao.

Contudo, até o momento ndo ha evidéncias sobre a transmissdo deste
patégeno por sementes. Havis et al. (2014) encontraram evidéncias de transmissao
do fungo Ramularia collo-cygni via semente na cultura da cevada, desenvolvendo-se
de forma assintomatica no hospedeiro, até que este alcance a fase reprodutiva da
cultura, onde iniciam-se os sintomas do patégeno na planta. Esse comportamento em
campo é semelhante ao que ocorre na cultura do algodao, podendo ser um indicativo
de transmissao assintomatica do fungo via semente.

A falta de estudos que esclarecam o ciclo da relacdo patdégeno-hospedeiro,
principalmente a sobrevivéncia e a disperséo do fungo, resultam em adocéo de taticas
de manejo menos eficientes para o manejo da doenca. A tatica mais usada é controle
quimico com aplicagfes preventivas, tornando-se semanais apds o aparecimento dos
sintomas da doenca. Com a utilizagdo de material genético sem alto grau de
resisténcia, a mancha de ramularia tem ocorrido cada vez mais cedo no campo,
aproximadamente aos 45 dias apos a semeadura, fazendo com que seja intensificado

o numero de aplicacbes de fungicidas. Ha relatos de mais de 15 aplicacbes de
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fungicidas durante o ciclo do algod&o, o que néo é favoravel para a cultura e nem ao
meio ambiente (DIAS et al., 2015; STEFANELO et al., 2015).

A adocao da técnica de controle cultural utilizando-se plantas de coberturas do
solo proporciona diversas vantagens ao agroecossistema, tais como a reducéo da
competicao de plantas daninhas, controle de temperatura e umidade no solo, redugdo
da lixiviagdo de nutrientes no perfil do solo e regulagdo do microclima. Essas
caracteristicas favorecem o desenvolvimento da planta, tornando-as mais aptas a se
defenderem ao ataque de pragas em geral (RODRIGUES et al., 2009). No entanto,
para o uso de palhada no cultivo do algoddo € importante que as espécies escolhidas
tenham boa qualidade e persisténcia da massa seca sobre o solo, sendo um grande
desafio para cotonicultura, devido ao ciclo longo da cultura (FERREIRA et al., 2010).

Neste sentido, estudos vém sendo realizados, sobretudo para a regido do
Cerrado, que possui um clima favoravel a degradacdo e decomposicao rapida das
coberturas. Com base nesse cenario, espécies leguminosas do género Crotalaria e
gramineas como Pennisetum glaucum oferecem boa cobertura do solo, liberacédo de
nutrientes como nitrogénio e potassio e sdo boas opc¢des para areas de cotonicultura,
visto que a persisténcia de palhada proporciona cobertura do solo durante boa parte
do ciclo de varias cultivares atuais (FERREIRA et al., 2010).

No entanto, ainda ndo se tem estudos mais detalhados sobre como essas
novas formas de manejo afetam o desenvolvimento do patégeno e a severidade da
doenca, visto que, no Brasil as pesquisas em epidemiologia de R. areola séo recentes.
Sado praticamente inexistentes informacdes sobre o ciclo da relacdo patégeno-
hospedeiro e a forma com que o patégeno chega as lavouras, o que dificulta a
implantacdo de um plano de manejo adequado, que possa ter menos impactos
econdmicos e ambientais (GIROTTO et al., 2013; PIZZATO et al., 2013; VOLPONI et
al., 2014; MEHTA et al., 2016).

A coleta de dados sobre producéo de inoculo, desenvolvimento e disseminacao
do patégeno, ajudara na elucidagéo do ciclo do patégeno e na elaboracéo de préticas
de manejo mais viaveis (JOHNSON et al., 2013). Assim o objetivo deste estudo foi
avaliar a dindmica do patossitema Ramularia areola e algoddo. A pesquisa esta
dividida em dois artigos, sendo o primeiro intitulado “Mancha de ramularia: severidade
em algodao cultivado sob diferentes coberturas de solo” e o segundo “Ramularia

areola: Infeccdo em sementes e sobrevivéncia em restos culturais”.
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RESUMO — A mancha de ramularia causada pelo fungo Ramularia areola é a principal
doenca da cultura do algodao atualmente, sendo capaz de reduzir a produtividade da
cultura. Objetivou-se avaliar a influéncia das coberturas de solo e aplicacdes de
fungicidas na severidade da mancha de ramuléaria e produtividade do algodoeiro. O
delineamento experimental foi constituido em esquema fatorial duplo, sendo duas
condicbes de aplicacdo de fungicida (com e sem) e trés coberturas de solo
(Pennisetum glaucum, Crotalaria ochroleuca e pousio), com quatro repeticdes. Os
primeiros sintomas da doenca foram observados aos 65 dias apdés a semeadura
(DAS), também sendo iniciado o manejo de aplicacdo nas parcelas sorteadas, ambos
com intervalos de sete dias, a partir destes dados foi determinada a curva de
progresso da doenca e area abaixo da curva de progresso da severidade (AACPS) da
doenca. Apos a colheita foram determinadas a produtividade em caroco e em fibra,
assim como o dano na produtividade. Quando foram realizadas as aplicacdes de
fungicida, as coberturas de solo n&do influenciaram na severidade da doenga, porém
sem aplicagdo, a area com cobertura de milheto apresentou maior AACPS na safra
2015/2016, em relacéo ao pousio e a palhada de crotalaria, que néo diferiram entre
si. Na safra 2016/2017, com coberturas de milheto e crotalaria observou-se menor

AACPS, que diferiu do pousio. A produtividade de algod&do em caroco e em fibra foram
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maiores quando cultivado sobre as coberturas de crotaléria e milheto, porém, o dano
a produtividade do algodoeiro foi maior no pousio. As coberturas crotalaria e milheto
promoveram incrementos de até 22% na produtividade do algodoeiro, além de nédo
influenciarem na AACPS quando aplicado fungicidas, sendo taticas de manejo
sustentavel indicadas para acrescentar no cultivo de algodao.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum. Plantas de cobertura. Ramularia areola.

AACPS. Progresso da doenca.

RAMULARIA LEAF SPOT: SEVERITY IN COTTON CULTIVATED UNDER
DIFFERENT SOIL COVERS

ABSTRACT: The ramularia leaf spot caused by the fungus Ramularia areola is the
main disease of the cotton crop today, being able to reduce the productivity of the crop.
The aim of this study was to evaluate the influence of soil covers and fungicide
applications on the severity of the cotton swidden and cotton yield. The experiment
was conducted in a doble factorial design, two fungicide application conditions (with
and without) and three soil coverages (Pennisetum glaucum, Crotalaria ochroleuca
and clean fallow), with four replications. The first symptoms of the disease were
observed at 65 days after sowing (DAS), then was beginning of fungicide applications
in treatments with application and disease severity assessments, both with intervals of
seven days, from these data was determined the curve of disease progression and
area under the disease progress curve (AUDPC). After the harvest, the productivity of
the seed cotton and fiber was determined, as well as the productivity damage. Soill
covers did not influence the disease when fungicide applications were carried out.
However, without application, Pennisetum glaucum presented higher AUDPC in the
2015/2016 harvest, in relation to the clean fallow and Crotalaria ochroleuca, which did
not differ among them. In the 2016/2017 harvest, with Pennisetum glaucum and
Crotalaria ocholeuca, lower AUDPC was observed, which differed from the clean
fallow. Cotton seed and fiber yields were higher when cultivated on Crotalaria and
Pennisetum cover, however, damage to cotton productivity was higher in clean fallow.
Crotalaria and Pennisetum cover promoted a 22% increase in cotton productivity,

besides not influencing the AUDPC when applied fungicides.
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INTRODUCAO

A cotonicultura € economicamente importante para o agronegdécio, sendo o
Brasil um dos cinco principais produtores desta fibra. A nivel nacional os Estados com
maior area plantada se encontram na regido do Cerrado, onde a maior produtividade
é obtida em Mato Grosso, sendo alcancados 1.629 kg hectare! em pluma, e em
caroco 2.445 kg hectare™ na safra 2016/2017 (CONAB, 2018).

A cultura do algodao € conhecida pelo alto aporte de tecnologias e insumos
para a producao, oferecendo muitos riscos de contamina¢des ambientais. Dentre 0s
fatores que mais demandam custos, estdo as aplicacbes de agrotoxicos para o
controle de pragas e doencas. A principal doenca do algodoeiro € a mancha de
ramularia (Ramularia areola Atk.), teleomorfo Mycosphaerella areola (Ehrlich & Wolf),
gue atualmente demanda aplicacbes semanais no manejo, ultrapassando quinze
aplicacBes por safra em condi¢Bes de clima favoravel (SUASSUNA & COUTINHO,
2007; AQUINO et al. 2008; GIROTTO et al. 2013; STEFANELLO et al. 2015).

O patdgeno inicia o processo infeccioso nas folhas do terco inferior da planta
levando a reducdo da capacidade fotossintética e a desfolha prematura,
consequentemente a doenca reduz a produtividade da cultura, levando a perdas que
podem chegar a 36% nas condi¢des climaticas do cerrado e em gendtipos suscetiveis
(AQUINO et al. 2008; ASCARI et al. 2016a; GILIO et al. 2017). Os estudos regionais
devem ser realizados nas principais areas produtoras do pais para monitorar o
comportamento do patdégeno, visto que Pezenti et al. (2013) e Girotto et al. (2013)
demonstraram a variabilidade genética do fungo R. areola em diferentes areas
produtoras no Brasil.

Contudo, ainda ndo se tem dados de como novas formas de manejo estdo
impactando no comportamento do patdgeno e na reacdo da planta de algodédo a
doenca. Mudancas tém sido introduzidas no sistema de cultivo para beneficiar o
ambiente cultivado, minimizar os impactos ambientais e aumentar a produtividade das
culturas. Dentre elas, as plantas de cobertura do solo, em que o milheto (Pennisetum

glaucum R. Br. Emend. Stuntz) e a crotalaria (Crotalaria ochroleuca Meisn) séo as
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mais utilizadas. As condi¢des climéticas da regido do Cerrado sdo favoraveis a rapida
decomposicdo dos residuos vegetais, nesse caso, espécies como a C. ochroleuca e
P. glaucum oferecem boa cobertura do solo, liberagéo de nutrientes como nitrogénio
e potassio e sédo boas opc¢des para areas de cotonicultura (FERREIRA et al., 2010).
Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de coberturas de solo
e aplicacdo de fungicidas na severidade da mancha de ramularia e na produtividade

do algodoeiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido durante duas safras, 2015/2016 e 2016/2017, na
area experimental da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus de Tangara
da Serra — MT. Esta regido apresenta temperatura média de 24,4°C e a umidade
relativa do ar entre 70% e 80% (DALLACORT et al., 2011).

Foi adotado o delineamento experimental de blocos ao acaso com esquema
fatorial duplo (2 x 3), sendo dois manejos de aplicacdo de fungicida (com e sem
aplicacao) e trés manejos utilizando coberturas do solo (Pennisetum glaucum cv. BRS
1501, Crotalaria ochroleuca cv. '‘comum' e pousio), com quatro repeticées. As parcelas
experimentais foram constituidas de 52 m?, composta por 8 linhas de 7,20 m de
plantas de algodao.

As coberturas foram semeadas a lanco no més de outubro dos anos de 2015 e
2016, nas densidades de 15 e 25 kg ha' para a crotalaria e o milheto,
respectivamente. A dessecacéo foi feita aos 45 e 60 dias apds a semeadura (DAS)
para milheto e crotalaria, respectivamente, utilizando herbicida a base de glifosato na
dose de 1.400 g i.a ha' (FERREIRA et al., 2010).

A semeadura do algoddo foi realizada de forma direta sobre os residuos
vegetais na primeira quinzena de dezembro de 2015 e 2016, e foi utilizada a cultivar
FM 944 GLT com densidade de 92.000 plantas por hectare, indicado para a cultivar,
espacamento entre linhas de 0,90m, totalizando 8 linhas por parcela. A adubacéo foi
realizada com base nos resultados da analise de solo e as recomendacgdes de Sousa
& Lobato (2004). A area util foi considerada nas quatro linhas centrais,

desconsiderando 0,50 m em cada extremidade como efeito de bordadura.
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A doencga ocorreu de forma natural aos 65 DAS, nao foi realizado inoculagao
do fungo R. areola. A partir de entdo, foram feitas avaliacbes semanais da severidade
da mancha de ramularia e iniciou-se 0 manejo de aplicacdes de fungicida, apenas nas
parcelas desse tratamento, realizadas com intervalo de sete dias com rotacdo de
principios ativos ftrifloxistrobina (60g i.a ha?') + protioconazol (70g i.a ha%),
azoxistrobina (90g i.a hal)+ benzovindiflupir (45g i.a ha?), piraclostrobina (66,5g i.a
hal) + epoxiconazol (25g i.a ha), piraclostrobina (51g i.a ha') + fluxapiroxade (429
i.a hal), difeconazol (75g i.a hat), e foi utilizado o volume de calda de 150 | ha™.

As avaliagdes de severidade da mancha de ramularia foram realizadas até a
abertura dos capulhos (estadio fenolégico Cl1l) em 12 plantas marcadas
aleatoriamente na éarea util de cada parcela. Para isso, utlizou-se a escala
diagramatica elaborada por Aquino et al. (2008), com as notas: 0,05; 0,50; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 67,20% de area foliar afetada pela doenca. Quando ocorreu
perda das folhas do terco inferior da planta optou-se pela nota maxima de severidade
(67,20%), assim como Dias et al. (2015), Ascari et al. (2016a), (2016b) e Gilio et al.
(2017). Isso devido a queda das folhas causada pela doenca e também baseado em
outras escalas de notas para avaliacdo de severidade da mancha de ramularia no
algoddo, também foi considerada a desfolha da planta como nota maxima de
severidade da mancha de ramularia (AQUINO et al., 2008; BARROS et al., 2009;
ASCARI et al., 2016a).

As médias de severidade por planta foram utilizadas para calcular a curva de
progresso da severidade (AACPS), a éarea abaixo da curva de progresso da
severidade (AACPS) da doencga, que foi calculada utilizando a equacao adaptada por

Campbell & Madden (1990) AACPS= Y] {[W] *(ti+1-ti)}, onde, ni € o numero de

avaliacOes, yi € a severidade de mancha de ramularia na “i’- ésima observacao e ti+1-
ti € o intervalo de tempo entre avaliagbes em dias.

Quando 90% dos capulhos estavam maduros, foi realizada a colheita manual,
na area Util de cada parcela, constituida pelas duas linhas centrais desprezando um
metro das laterais para efeito de bordadura. A producédo por parcela foi pesada em
balanca de eletronica para obtencdo da massa em quilos (kg), sendo extrapolada para
quilogramas por hectare (kg ha') de algoddo em caroco (PRODc). Foi realizado o

processo de descarocamento manual para obter a produtividade de fibra (PRODf). O
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rendimento de fibra (%F) foi obtido pela relacdo entre a massa da fibra e do algodé&o
em caroco (PIZZATO et al., 2013).
O dano a produtividade de algoddo causado pela mancha de ramularia foi

calculado de acordo com a equacdo adaptada por Nkalubo et al. (2007):

(PSi-PDi)*100

% dano pij= oS ,

onde ‘% dano pij’ € a porcentagem do dano da parcela que
recebeu a cobertura i na repeticao j, PSi € a producdo da cobertura i na parcela com
aplicacédo, PDi é a producao da cobertura i nas parcelas sem aplicacéo.

A AACPS foi calculada utilizando o software Excel®. As médias da AACPS,
PRODc, PRODf, %F e o %dano a produtividade foram comparadas pelo teste de

Tukey (p=<0,05) utilizando o software Sisvar (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi verificada interacdo significativa entre os fatores coberturas de solo e
aplicacéo de fungicidas somente para a variavel area abaixo da curva de progresso
da severidade (AACPS) da mancha de ramularia. A produtividade de algoddo em
caroco (PRODc), em fibra (PRODf) e o dano a produtividade, apresentaram diferencas
entre os fatores de forma isolada.

O clima na regido de Tangara da Serra € considerado altamente favoravel ao
cultivo de algodédo e ao desenvolvimento da mancha de ramularia. Em fevereiro de
2016 e 2017 atemperatura e a umidade relativa do ar apresentaram variacdo em torno
de 25°C e 80%, respectivamente, além de ocorrem chuvas bem distribuidas ao longo
do més (Figura 1). Esse periodo coincidiu com o aparecimento dos primeiros sintomas
da doenca nas duas safras estudadas (2015/2016 e 2016/2017) (Figura 2).
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Figura 1. Valores acumulados de precipitacdo pluviométrica (mm més?), valores
meédios de temperatura (T°C) e umidade relativa do ar (UR%) monitoradas na safra
2015/2016 e 2016/2017.

As caracteristicas climéticas desta regido foram relatadas em outros trabalhos como
fator de forte influéncia no progresso da mancha de ramularia em gendétipos de
algodoeiro (DIAS, 2014; ASCARI et al., 2016a; ASCARI et al., 2016b; GILIO et al.,
2017). Segundo Rathaiah (1977), Curvelo et al. (2010) e Jhonson et al. (2013)
temperatura média de 24°C e umidade relativa média de 80% s&o ideais para o
desenvolvimento, disseminacéo e infeccdo de R. areola, assim como foi observado

de média para os dois anos safra na regido 25°C de temperatura e 82% de UR.
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Figura 2. Curva de progresso da mancha de ramularia, com aplicacéo de fungicidas
(A) e sem aplicacédo de fungicidas (B), na safra 2015/16 e com aplicagéo de fungicidas
(C) e sem aplicacéo de fungicidas (D), na safra 2016/17.

Essa relacdo explica a alta severidade nos periodos de maior umidade do ar,
de tal modo que se nao for controlada adequadamente, pode causar significativas
perdas na producgdo. Alguns estudos relataram a possivel utilizacdo de sistemas de
previsdo de aparecimento da doencga relacionando sua ocorréncia com o clima (DEL
PONTE et al., 2004; MARCUZZO et al.,, 2015), contudo neste trabalho pode-se
perceber que o inicio dos sintomas esta mais relacionado a fase fenoldgica da cultura
em relacdo aos dados meteorologicos coletados nessa area de estudo.

O aparecimento dos primeiros sintomas coincide com a fase de formacgao de
maca do algodoeiro, por volta de 65 dias ap0s a semeadura. Diversos trabalhos na
literatura relataram a ocorréncia dos primeiros sintomas da mancha de ramularia no
inicio do florescimento e da fase produtiva da cultura (PIZZATO et al., 2013; Dias et
al, 2015; ASCARI et al., 2016a; GILIO et al., 2017). Levanta-se a hipbtese de que a
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planta libere algum composto que estimule a multiplicacdo do patégeno e sua
esporulagdo, esperamos que apOs essa descoberta novos estudos em fisiologia
venham elucidar esse comportamento de R. areola.

Nas safras 2015/2016 e 2016/2017 o padrao de aumento de severidade na
curva de progresso da doenca se repetiu, sendo que no segundo decéndio do més de
marc¢o de cada safra ocorreu um aumento consideravel da doenca, nas parcelas sem
aplicacdo de fungicidas (Figura 2B e 2D). Na safra 2016/2017, nas parcelas que
receberam aplicacdo de fungicidas foi verificado aumento a partir do més de marcgo
(Figura 2C), entretanto, o progresso da doenca se manifestou mais tardiamente em
relacdo a safra 2015/2016, que teve incremento na severidade a partir do més de
fevereiro (Figura 2A), fato esse relacionado a leve garoa que ocorria nos fins de tarde
durante o més de fevereiro do ano de 2017.

Ao considerar o efeito do clima em escala Estadual, Girotto et al. (2013),
Pezenti et al. (2013) e Galbieri et al. (2015) observaram comportamento semelhante
de R. areola nos estados de Mato Grosso e Goias, porém no estado de S&do Paulo foi
verificado que R. areola se desenvolve em temperaturas mais. Devido a variabilidade
genética, o fungo possui a capacidade de se adaptar a diferentes condi¢cfes climaticas
(GIROTTO et al.,, 2013; PEZENTI et al.,, 2013; VOLPONI et al., 2014). Por isso,
pesquisas regionais visando testar formas de controle e manejo sdo importantes, de
modo a compreender a interacdo entre patégeno, hospedeiro e 0 ambiente.

Observou-se que nas parcelas onde ndo houve aplicacdo de fungicidas a
AACPS foi maior ao observado nas parcelas que receberam aplicacdo, sendo que
nestas, a severidade néo diferiu entre as coberturas de solo (Tabela 1).

Tabela 1. Area abaixo da curva de progresso de severidade (AACPS) da mancha de
ramularia na cultura do algodao em funcéo de aplicacéo de fungicida e coberturas de
solo, safras 2015/2016 e 2016/2017.

Aplicacédo de ---------- Safra 2015/2016 -- Safra 2016/2017 -------------
fungicidas Milheto Crotalaria  Pousio Milheto Crotalaria Pousio
Com 366,07 Aa 374,47 Aa 384,52 Aa 299,93 Aa 281,17Aa 295,50 Aa
Sem 872,58 Bb 688,18 Ba 698,97 Ba 728,82Ba 653,97 Ba 860,40 Bb
CV (%) 15,64 13,71

Médias com letras diferentes, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, diferem pelo teste de Tukey
(p=0,05). CA = Com Aplicacdo. SA = Sem Aplicacao.
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Na safra 2015/2016 verificou-se influéncia da cobertura de solo com milheto na
severidade da mancha de ramuléria na auséncia de aplica¢des de fungicida (Tabela
1). Na safra subsequente ndo ocorreu diferencas significativas da AACPS entre o
algodao cultivado sobre a palhada de milheto e crotalaria, em que ambas coberturas
apresentaram menor AACPS em relagdo ao pousio. Com a cobertura de milheto
verificou-se maior AACPS na primeira safra, possivelmente influenciado pelo
microclima formado no baixeiro das plantas de algodao devido a grande quantidade
de palhada produzida pelo milheto. Salvatierra et al. (2009) observaram o mesmo para
a doenca ramulose (Colletotrichum gossypii South), que apresentou maior severidade
no sistema convencional de plantio (solo exposto) em relacdo ao plantio direto em
palhada de milheto.

Pizzato et al. (2013), avaliaram a severidade da mancha de ramularia do
algodoeiro cultivado em espagamentos de 0,45 m e 0,90 m com diferentes coberturas
de solo. Os autores verificaram menor AACPS da doenga quando o algodéo foi
cultivado sobre cobertura de milheto. E importante ressaltar que Pizzato et al. (2013)
adotaram outro critério para avaliacdo da severidade da mancha de ramularia, sendo
atribuida nota zero de severidade na completa perda das folhas do terco inferior da
planta.

A AACPS das parcelas que nao receberam as aplicacdes de fungicidas foi
superior em 50% em relacdo as que foram manejadas com fungicidas. Assim como
observado nos estudos realizados por Pizzato et al. (2013), Ascari et al. (2016a) e
Gilio et al. (2017). Isso demonstra a importancia de se realizar um eficiente manejo
quimico com fungicidas e monitorar o aparecimento dos primeiros sintomas da
doenca, pois o progresso da severidade da doenca € rapida sob condi¢des climaticas
favoraveis e com genotipos susceptiveis, causando danos severos na produtividade.

A severidade da mancha de ramularia foi maior no cultivo do algodao sem a
aplicacgéo de fungicidas e quando cultivado sobre milheto na primeira safra, entretanto,
mesmo com as aplicagbes de fungicidas ndo houve diferenca estatistica da
severidade entre as coberturas, a qual se manteve abaixo de 20% de area foliar
afetada (Figura 2). Entretanto, mesmo com maior AACPS da mancha de ramularia a
produtividade do algodoeiro cultivado com coberturas de solo foi maior se comparada

com o pousio (Tabela 2).
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Tabela 2. Produtividade de algoddo em caroco (PRODc), em fibra (PRODf) e
rendimento de fibra (%F) em fungéo de aplicacdo de fungicidas e coberturas de solo,
safras 2015/2016 e 2016/2017.

------------ Safra 2015/2016 Safra 2016/2017 -----------
Coberturas PRODc PRODf Dano PRODc PRODf Dano
de solo

----------- (Kg had) --eee =oo(%0)--- ooeeeee (Kg D@Ly coeeemen (%)
Milheto 2.645,88 A 1.246,04 A 1752A 2496,11 A 1119.34A 15,02A
Crotalaria  2.700,35 A 1.23229 A 17,66 A 2291,50 AB 1018,34 AB 22,50 A
Pousio 2.078,52B 944,74B 2596B 1911,70B 834,77B 25,64 A
Aplicacédo de
fungicidas
Com 2.750,52 A 1.293,37 A - 2494,75 A 1121,72 A -
Sem 2.199,32B 988,67 B - 1971,46 B 859,93 B -
CV (%) 14,57 15,04 21,78 14,83 15,23 64,90

Médias com letras diferentes na coluna diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

A produtividade do algod&o cultivado nas parcelas em pousio e na auséncia de
fungicidas foi menor em relacéo ao cultivado sobre palhada de milheto, crotalaria nas
parcelas com aplicacdo de fungicidas.

A produtividade média do algodao em caroco na safra 2015/2016 foi de
2.474,92 kg hal, superior a média nacional para esta safra, que foi de 2.028 kg ha,
em fibra foi obtida a produtividade de 1.141,02 kg ha, préxima a média nacional
(1.350 kg ha'), sendo as parcelas com aplicacdo superiores a média nacional
(CONAB, 2016). Na safra 2016/2017 as parcelas com coberturas de solo foram as
gue mais se aproximaram da produtividade média nacional, que nesta safra foi de
1.629 kg hal em pluma, e 2.445 kg ha* em carogo (CONAB, 2017).

Diversos beneficios ao solo sdo promovidos pelas plantas de cobertura, como
a retencdo da umidade, descompactacdo do solo e a producédo de matéria organica
(FERREIRA et al., 2010). Aléem dessas vantagens, pode-se acrescentar diferentes
culturas ao sistema de producéo, preferindo as que proporcionem maior cobertura do
solo, ciclagem de nutrientes e producdo de matéria organica, visando promover

melhores condi¢Oes para o cultivo da cultura principal.
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O milheto tem como caracteristicas principais, boa producdo de palhada e
ciclagem de nutrientes, principalmente o potassio e o fésforo. Ja a C. ochroleuca é
caracterizada por possuir elevado potencial de producdo de massa seca, além da
decomposicdo bem distribuida ao longo do tempo (SUZUKI & ALVES, 2006). Para
culturas de ciclo longo como o algodao, € preferivel que além das caracteristicas de
producdo de matéria organica e ciclagem de nutrientes, as plantas de cobertura
tenham elevada producdo e acumulo de palhada, de modo a proteger o solo por um
periodo de tempo mais prolongado (FERREIRA & LAMAS, 2010).

Quando utilizado apenas o sistema de monocultivo, além dos maiores impactos
ao solo mantido em pousio, o rendimento de fibra do algoddo decresce
aproximadamente 2,5% a cada ano se cultivado continuamente no sistema
convencional (MEISNER & ROSENHEIM, 2014). Além disso, trabalhos como o de
Ferreira et al. (2010) verificaram que coberturas de solo, incluindo milheto e crotalaria
aumentam a produtividade da cultura do algodao, independente de fatores externos,
como pragas e doencas.

Além da produtividade, as coberturas de solo também influenciaram no dano
causado pela mancha de ramuléria, onde foi observado menor dano quando o algodao
foi cultivado sobre restos vegetais de milheto e crotalaria (Tabela 2). Assim percebe-
se que a doenca sofre influéncia das coberturas de solo se nédo realizado manejo
qguimico e quando ocorre 0 manejo intensivo de fungicidas a mesma se mantem em
niveis semelhantes para os trés manejos de cobertura de solo, contudo o aumento na
produtividade qualifica as coberturas para serem inseridas no programa de manejo da
cultura do algodéo.

Tanto no milheto quanto na crotalaria, o dano a produtividade do algodoeiro
ficou em torno de 17%, porém quando ndo havia cobertura vegetal sobre o solo, o
dano chegou a cerca de 26% (Tabela 2). Fato importante a ser destacado € que,
mesmo o algoddo tendo os menores valores de severidade da mancha de ramuléaria
guando cultivado em solo sem cobertura vegetal, apresentou maior dano, e como
consequéncia, menor produtividade em caroco e em fibra (Tabela 2). As coberturas
beneficiaram o desenvolvimento das plantas de algoddo, pois mesmo com mais
infeccdo da doenca, mantiveram-se mais produtivas nessas condi¢des de cultivo.

As perdas decorrentes da doenca podem variar em fungédo da cultivar, do
sistema de cultivo e do clima, isso foi comprovado no trabalho de Gilio et al. (2017) no
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municipio de Tangara da Serra - MT, que testando varios genoétipos de algodoeiro,
demonstraram que 0s materiais suscetiveis, bem como os resistentes, quando
submetidos a alta severidade da mancha de ramularia, o dano a produtividade chegou
a cerca de 37% e 20%, respectivamente. Enquanto no trabalho realizado por Aquino
et al. (2008), com cultivar suscetivel e sem coberturas de solo, verificou-se que a
mancha de ramularia causou 49% de reducao do potencial produtivo do algodoeiro.
Foi observado o aumento na producédo de algodéao cultivado sob a palhada de
milheto e crotalaria, assim como a diminuicdo da AACPS da Mancha de ramularia, ao
longo das safras estudadas, nesse sistema de cultivo, indicando assim ser um bom

manejo a ser adotado pelos agricultores.

CONCLUSAO

O uso de milheto e crotalaria como coberturas de solo incrementaram a
produtividade de algodao em caroco e em fibra, sem afetar a severidade da mancha

de ramuléria do algodoeiro, quando manejado com fungicidas.
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Resumo: O ciclo de vida do principal patégeno da cultura do algodao (Gossypium
hirsutum), Ramularia areola (teleomorfo Mycosphaerella areola), ainda nao é
claramente conhecido, ndo sendo comprovada sua associacdo com sementes e sua
sobrevivéncia em restos culturais. O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de
infeccdo em sementes de algodao e a sobrevivéncia de Ramularia areola em restos
culturais. Foram realizados dois experimentos, sendo o0 primeiro conduzido em
laboratorio com delineamento em blocos ao acaso, em esquema fatorial duplo 2 x 5,
onde foram testados dois isolados do patdgeno (teleomorfo M. areola e anamorfo R.
areola) e cinco tempos de inoculagao (0Oh, 24h, 48h, 72h e 96h). As sementes foram
inoculadas por contato direto com os isolados, que foram previamente crescidos em
placas de Petri com meio batata dextrose &gar (BDA) + manitol (-1 Mpa). Foram
realizados os testes de germinacédo: avaliando-se a porcentagem de germinacao e o
comprimento de parte aérea; teste de sanidade: incidéncia do fungo sobre a
sementes; e teste de emergéncia em substrato: onde se avaliou o indice de velocidade
de emergéncia; o estande final; a massa seca das plantas; o comprimento de parte
aérea e de raiz e a porcentagem de infeccdo em plantas assintomaticas, para verificar
a qualidade fisiologica e sanitaria das sementes e a transmissao do patdgeno para as

plantulas. A germinacdo das sementes néo foi afetada por M. areola e R. areola.
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Entretanto, no tempo de incubacdo de 96h ocorreu menor porcentagem de
germinacao e altura de planta. A maior infec¢cado das sementes ocorreu nos tempos de
inoculacao de 48h e 72h para os isolados M. areola e R. areola, respectivamente. O
isolado M. areola foi mais agressivo, influenciando em menor velocidade de
emergéncia das plantulas pela maior infeccdo. O segundo experimento foi realizado
para avaliar a sobrevivéncia do fungo em restos culturais, onde foram coletadas folhas
em decomposicao de parcelas com e sem a aplicacdo de fungicidas, safras 2015/2016
e 2016/2017, e dois meses apods a destruicdo quimica da soqueira (em setembro), em
ambos os anos 2016 e 2017. Foram avaliadas as variaveis germinacdo meédia inicial
e final dos conidios e o tempo médio de permanéncia das estruturas do patdégeno nos
restos culturais. Em laboratério foi monitorada a presenca de estruturas do patdgeno
por até oito semanas O tempo médio de sobrevivéncia do fungo foi de
aproximadamente cinco semanas para a ambas as safras e quatro semanas para as
coletas de setembro, onde a germinacdo média inicial de conidios foi maior nos
tratamentos com aplicacdo de fungicidas. Deste modo foi confirmada a associacéo
dos isolados de M. areola e R. areola em sementes de algoddo, diminuindo a
qualidade fisiolégica e sanitaria dependendo do nivel de inéculo, e também a
sobrevivéncia de estruturas do patégeno em folhas em decomposicéo por até cinco
semanas.

Palavras-Chave: Gossypium hirsutum. Inoculagdo de sementes. Disseminacao.

RAMULARIA AREOLA: SEED INFECTION AND SURVIVAL IN CULTURAL
RESIDUES
Abstract: The life cycle of the main cotton pathogen (Gossypium hirsutum), Ramularia
areola (teleomorph Mycosphaerella areola), is not yet clearly known, and its
association with seeds and its survival in cultural remains is not proven scientifically.
The aim of this study was to evaluate the potential of infection in cotton seeds and the
survival of Ramularia areola in cultural remains. Two experiments were carried out.
The first one was conducted in a randomized complete block design in a 2x5 double
factorial scheme, where two isolates of the pathogen were tested (anamorph R. areola
and the teleomorph M. areola) and five inoculation times (Oh, 24h, 48h, 72h and 96h).
The seeds were inoculated by direct contact with the isolates, which were previously
grown in Petri dishes with half potato dextrose agar (BDA) + mannitol (-1 Mpa).
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Germination tests were carried out, where it was evaluated germination percentage
and length of aerial part; sanity test, evaluating fungal incidence on seeds; and
substrate emergency test were evaluated, where the rate of emergence was evaluated
; the final booth; the dry mass of the plants; the plant height and root length and the
percentage of infection in asymptomatic plants, to verify the physiological and sanitary
quality of the seeds and the transmission of the pathogen to the seedlings. Seed
germination was not affected by M. areola and R. areola. However, in the incubation
time of 96 hours, a lower percentage of germination and plant height occurred. The
highest infection of the seeds occurred at the inoculation times of 48h and 72h for the
M. areola and R. areola isolates, respectively. The M. areola isolate was more
aggressive, having a lower emergence speed, but greater infection of the seedlings.
The second experiment was carried out to evaluate the survival of the fungus in cultural
remains, in which the leaves were collected in decay of the plots with and without the
application of fungicides, in the 2015/2016 and 2016/2017 crops and two months after
the chemical destruction of the ratoon (in September), in both 2016 and 2017. The
variables initial and final mean germination of the conidia and the average time of
permanence of the pathogen structures in the cultural remains were evaluated. In the
laboratory, the presence of pathogen structures was monitored for up to eight weeks.
The average survival time of the fungus was approximately five weeks for both seasons
and four weeks for the September collects, where initial mean germination of conidia
was higher in treatments with fungicide application. Thus, the association of the M.
areola and R. areola isolates in cotton seeds was confirmed, decreasing the
physiological and sanitary quality depending on the inoculum level, as well as the
survival of pathogen structures in decomposing leaves for up to five weeks.

Key Works: Gossypium hirsutum. Seed inoculation. Dissemination.

INTRODUCAO

A mancha de ramularia (Ramularia areola Atkinson), teleomorfo
Mycosphaerella areola (Ehrlich & Wolf), é a principal doenca da cotonicultura, sendo
economicamente importante no Brasil, especialmente na regido Centro Oeste do pais,
podendo levar a perdas de até 36% na producdo (NOVAES et al. 2011; GILIO et al.
2017). A produtividade de algodao no estado de Mato Grosso esta estimada em 2.431
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kg ha' de algoddo em caroco no ano de 2018, com acréscimo de 11% na area
cultivada (CONAB, 2018).

A semente de algodao € conhecida pela rusticidade no momento de plantio,
sendo tolerante a estresse hidrico entre outros, porém as ocorréncias de
microrganismos patogénicos podem prejudicar o estabelecimento da cultura
(MENESES et al., 2006). Para algumas doencas de importancia na cultura do algodéo,
como a ramulose (Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides) e a murcha de
fusarium (Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum) a semente é considerada um dos
principais meios de disseminacao. Entretanto, ainda ndo é conhecido se o fungo R.
areola, causador da principal doenca da cultura atualmente, também pode ser
transmitido via sementes (CHITARRA et al., 2008).

Até o momento ndo héa relatos sobre a transmissdo via sementes deste
patégeno, porém, Havis et al. (2014) encontraram evidéncias de transmisséao do fungo
Ramularia collo-cygni Sutton e Waller, via semente na cultura da cevada. Os autores
constataram que o fungo se desenvolve de forma assintomética até a fase reprodutiva
da cultura, onde inicia os sintomas na planta hospedeira.

E dificil visualizar estruturas de R. areola em sementes do algodoeiro, podendo
passar despercebido nos testes de sanidade, pois o crescimento inicial do fungo em
material vegetal € mais lento em relagdo aos demais fungos. Outro fator a ser
considerado é a baixa quantidade de in6culo nas sementes, sendo assim, faz-se
necessaria a inoculacao para estudos mais aprofundados com a transmissao desse
patégeno (SOUSA et al., 2008; MEHTA et al., 2016).

As sementes sdo o0 ponto de partida de estudos sobre relacdo patdogeno
hospedeiro, por isso, a inoculacdo de sementes € necessaria para aumentar as
chances de infec¢cdo das sementes. Para a inoculacdo, pode-se adotar a técnica da
restricdo hidrica. Nesse caso, impede-se a germinagao por periodo curto de tempo,
enguanto o patdgeno coloniza os tecidos da semente (BARROCAS et al., 2014).

Segundo Bell (1981) e lamamoto (2007) o fungo sobrevive em plantas de
algodao infectadas e, por um curto periodo de tempo, em restos culturais, na forma
teleomorfica, como descrito ocorrendo no Brasil por Mehta et al. (2016). Além destas
formas de sobrevivéncia, Johnson et al. (2013) e Mehta et al. (2016) levantaram a
hipétese de ocorrer a sobrevivéncia do fungo em restos culturais durante a

entressafra, o que contribui para a producao do inoculo primério na safra seguinte.
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Até o momento, ndo ha informacdes disponiveis sobre o mecanismo de
sobrevivéncia desse patdégeno durante o periodo de entressafra do algod&ao no Brasil.
O conhecimento das formas de sobrevivéncia de R. areola € importante para
determinar o ciclo de vida desse fungo e dar suporte ao desenvolvimento de medidas
eficientes de controle.

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de infecgcdo em

sementes de algodé&o e a sobrevivéncia de Ramularia areola em restos culturais.

MATERIAL E METODOS

Localizacao

Os experimentos de inoculagcdo em sementes e sobrevivéncia em restos
culturais foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia (CPEDA - UNEMAT) e em
uma estrutura de ambiente protegido, na Universidade do Estado de Mato Grosso -
UNEMAT, Campus de Tangara da Serra — MT, durante os anos 2015 a 2017.

Experimento 1: infecgcdo em sementes

Obtencéao dos isolados

Para avaliar a transmissao por sementes, foram utilizados dois isolados do
fungo, um oriundo da fase anamoérfica (Ramularia areola) e outro oriundo da fase
teleomorfica (Mycosphaerella areola).

O isolado de R. areola foi obtido de folhas sintomaticas coletadas de plantas do
campo experimental cultivado com algodéo, cultivar FMT 940 GLT, aos 60 dias ap6s
a semeadura (DAS), logo no inicio dos sintomas. Essas foram incubadas em sala de
crescimento a 24° C + 2° C, fotoperiodo 12h. Quando observados os primeiros sinais
do patégeno, foram retiradas estruturas do fungo presentes nas folhas e colocadas
em placas de Petri contendo meio batata dextrose agar (BDA), sendo incubados em
BOD a 24° C + 2° C, fotoperiodo 12h.

Para obter o isolado de M. areola, foram incubadas folhas senescentes de

algodao, aos 20 dias ap0s a incubacdo foi observada a formacao de peritécios, onde
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0s mesmos foram retirados e colocados em placas de Petri contendo meio de cultura
(BDA) e incubados a 24° C + 2° C, fotoperiodo 12h. Ap6s uma semana foi verificado
o crescimento e formacéo de conidios da fase anamoérfica. Apds o crescimento dos

isolados foi realizado o cultivo monospdérico de cada isolado.

Inoculagdo de Ramularia areola em sementes de algodéao

Utilizou-se para a inoculacdo em sementes o esquema fatorial duplo (2 x 5),
sendo dois isolados (R. areola e M. areola) e cinco tempos de inoculacédo (Oh, 24h,
48h, 72h e 96h). Cada teste de qualidade fisiolégica contou com um numero de
repeticbes adequado, descritos abaixo para cada teste.

Foram realizadas duas inocula¢des, sendo uma no ano de 2016 e outra no ano
de 2017, onde foram utilizadas sementes de algodédo previamente deslintadas
(retirada do linter por meio de acido sulfdrico PA), especificas para analise sanitéria.

Antes de preparar cada teste, as sementes foram desinfestadas com alcool
70%, hipoclorito de sodio a 1%, agua destilada estéril e secas por 12h, em temperatura
ambiente (SOUSA et al., 2008). A inoculacdo das sementes foi realizada pelo método
de contato das sementes com o fungo em meio BDA, com restricao hidrica induzida
por manitol com potencial hidrico ajustado para -1 MPa, segundo calculo do software
SPPM (MICHEL & RADCLIFFE, 1995).

Em seguida, as placas contendo as sementes mantidas em contato com cada
isolado foram acondicionadas em camara BOD com temperatura de 25°C e
fotoperiodo 12h. Esse procedimento foi realizado a cada 24h, e apés 96h todas as
placas foram retiradas da BOD, as sementes foram colocadas sobre papel em
temperatura ambiente por 24h para reduzir a umidade, sendo posteriormente

conduzidos os testes.

Testes de germinacgéo, sanidade e emergéncia em substrato

Para avaliar a germinacdo das sementes utilizou-se o delineamento
inteiramente casualisado com 200 sementes por tratamento, dividida em quatro
repeticdes de 50 sementes. Foi utilizado o método adaptado de Brasil (2009), no qual

as sementes foram acondicionadas em substrato de papel germitest, umedecido com
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adgua destilada (2,5 vezes o peso do papel) no sistema de rolos. Estes foram
acondicionados em germinador com temperatura de 25°C + 2°C e fotoperiodo 12h.

As avaliacdes do teste de germinacao foram realizadas aos doze dias, onde
foram verificadas a porcentagem de germinacdo (%), calculada com base em
sementes normais; e 0 comprimento de parte aérea (cm), considerando 20 plantulas,
medidas com auxilio de régua milimetrada do colo ao &pice da plantula.

O teste de sanidade foi conduzido em delineamento inteiramente casualisado,
sendo oito repeticdes de 25 sementes, totalizando 200 sementes, pelo método blotter
test, adaptado de BRASIL (2009).

ApGs o periodo de incubacdo as sementes foram novamente desinfestadas,
seguindo a metodologia descrita inicialmente e secas por 24h. As sementes foram
acondicionadas em placas de 15 cm de diametro, acrescidas de agar-agua + 2,4-D a
2% sobre o papel filtro, para evitar a geminagdo das sementes. As placas foram
mantidas em sala de crescimento de fungos a 25°C +2°C e fotoperiodo de 12h.

A sanidade das sementes foi avaliada ap0s sete dias, observando a presenca
de estruturas do fungo nas sementes com auxilio de um microscopio estereoscoépico
(20x) e de microscépio Optico (40x), sendo os dados de presenca e auséncia
transformados para porcentagem de sementes infectadas pelo patégeno (%l).

O teste de emergéncia em substrato foi realizado com delineamento em blocos
ao acaso com cinco repeticdes de 40 sementes cada. Foram utilizadas caixas de
madeira de 50 x 20 cm contendo substrato esterilizado em autoclave (solo e areia na
proporcao 2:1), onde foi realizada a semeadura na profundidade de 1,5 cm. As caixas
foram distribuidas ao acaso no interior do ambiente protegido, com irrigacdo duas
vezes por dia.

Na emergéncia em substrato foi realizada a avaliagdo do indice de velocidade
de emergéncia (IVE), onde foram contabilizadas as plantas emergidas diariamente até
a estabilizagdo do estande, aos dez dias apos a semeadura (DAS). Aos 30 DAS foi
realizada a contagem de estande final (EF), os dados obtidos foram expressos em
porcentagem de plantas vivas. Em seguida, foram retiradas 20 plantas aleatérias de
cada repeticdo para avaliar a massa seca (MS), obtida em estufa de circulacéo de ar
por 24h a 105°C. As 20 plantas restantes de cada repeticdo foram utilizadas para
determinar a altura da parte aérea (AP), medida do colo ao apice da folha mais nova;
comprimento da raiz (CR), medida do colo a ponta da raiz. Para a obtencdo da
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porcentagem de infeccdo em plantas assintomaticas (%), as mesmas foram
desinfestadas e incubadas por sete dias a 25°C = 2°C. Em seguida, foram
contabilizadas o numero de plantas com estrutura do patégeno e os dados

transformados em porcentagem.

Experimento 2: Sobrevivéncia de Ramularia areola em restos culturais de

algodao

Coleta dos restos culturais de algodao e incubacdo de Ramularia areola

Para avaliar a sobrevivéncia de R. areola, foram coletados restos culturais de
algodao em duas areas, sendo uma com aplicacao regular de fungicidas e outra sem
aplicacdo, com quatro repeticdbes. Foram coletadas, ao acaso, folhas em
decomposicdo que apresentavam sinal do patdgeno, em numero de doze por
repeticdo, que foram considerados os pontos de coleta escolhidos aleatoriamente,
totalizando 48 folhas da area tratada e 48 folhas da area néo tratada com fungicida.

Foram realizadas duas coletas em cada safra, 2015/2016 e 2016/2017, a
primeira no inicio da fase reprodutiva da cultura, a segunda no més de setembro, dois
meses apos a destruicdo quimica da soqueira do algodéo, periodo entre a colheita e
o inicio da safra seguinte, totalizando quatro coletas.

Em seguida as folhas foram levadas ao laboratério e incubadas,
individualmente, em placas de Petri de 15 cm de diametro contendo trés folhas de
papel filtro umedecidas com &agua estéril, na temperatura de 25° C (+ 2° C) e
fotoperiodo de 12h.

Foram realizadas avaliagcbes semanais durante dois meses, totalizando oito
avaliacOes. A presenca de R. areola foi observada em microscopio estereoscopico
(20x) e 6tico (400x).

Assim que os restos culturais chegaram ao laboratério foi realizada uma
avaliacao inicial no momento da incubacao para confirmar a presenca de R. areola e
determinar a germinagdo média inicial dos conidios (GMI).

A germinacdo de conidios foi determinada retirando-se fragmentos com
conidios em cada avaliacdo, que foram colocados em tubos de micro centrifuga, com

1 mL de agua destilada estéril e incubados por 24h em camara BOD, temperatura de
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25° C e fotoperiodo 12h. Apds, realizou-se a contagem de 100 conidios de cada folha,
considerando germinado aquele com comprimento do tubo germinativo maior ou igual
a maior largura do esporo, visualizado em microscopio 6tico com aumento final de 400
vezes (CURVELO et al., 2010). Devido a auséncia de conidios ap0s algumas
semanas, ndo sendo possivel encontrar 100 conidios em todas as folhas, apos a sexta
semana foi calculada a média de 200 conidios de cada repeticdo, os dados foram
convertidos em porcentagem de conidios germinados e confeccionada a curva de
germinacao.

Para determinar o tempo médio de permanéncia do fungo nas folhas incubadas
(TM), foi calculada a média de tempo que houve a presenca do patégeno nas folhas
incubadas. Para a germinacdo média final de conidios (GMF), utilizaram-se os dados
de tempo médio de permanéncia do fungo no tecido vegetal, sendo que para o periodo
da safra, a GMF foi calculada utilizando como base os dados da quinta semana das
folhas coletadas durante a safra, quarta semana para as coletadas em setembro.

Andalise dos dados

Foi realizada a andlise de variancia pelo teste F, seguidos pela aplicacdo do
teste de Tukey e de regressao, de acordo com a natureza dos dados, com auxilio do
software estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011). Os graficos foram desenvolvidos no
software Excel®, versdo 16.0.4266.1003.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Inoculacdo de Ramularia areola em sementes de algodao

Para o teste de inoculacdo de sementes observou-se que houve interacao
significativa apenas para a porcentagem de infeccdo em sementes no ano de 2016.
Na germinagéo das sementes nédo houve influéncia dos isolados R. areola e M. areola,
entretanto, ocorreu diferencga significativa para o comprimento de plantulas no ano
2016 (Tabela 1). O tempo de inoculacéo influenciou na germinacéo e no comprimento

de plantulas em ambos os anos (Figura 1).
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Tabela 1. Germinacdo média de sementes de algoddo e comprimento de parte aérea
(CP) de algodoeiro em fungcdo da inoculacdo dos isolados Ramularia areola e
Mycosphaerella areola, nos anos de 2016 e 2017.

2016 2017
Isolados
Germinacédo (%) CP (cm) Germinacgéo (%) CP (cm)
Ramularia aréola 96,50 17,53 a 94,40 16,12
Mycosphaerella aréola 95,05 18,51 b 92,60 17,02
CV (%) 2,73 7,41 3,37 8,22

Médias com letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo de sementes de algoddo (A e B) e
comprimento de parte aérea de algoddo (C e D), nos anos de 2016 e 2017
respectivamente, em funcdo dos tempos de inoculacdo (Oh, 24h, 48h, 72h e 96h),

utilizando os isolados Ramularia areola e Mycosphaerella areola.

A semente de algodéo utilizada neste estudo possuia uma germinacao inicial
de 98%, que decresceu a partir do aumento dos tempos de inoculacdo para os dois
isolados, assim como o comprimento de plantulas. Isso demonstra que houve efeito
do nivel de inoculo nas sementes, sendo o tempo de 96h 0 menos adequado para a
inoculacao, pois 0 mesmo reduziu a germinacgéao e altura de planta (Figura 1).

Ocorreu interacdo entre tempos de inoculacdo e isolados para o teste de
sanidade no ano 2016. Houve maior incidéncia nas sementes no tempo de inoculacéo
48h para o isolado R. areola e no tempo 72h para M. areola (Figura 2). A maior
infeccdo no ano 2016, calculada pelo ponto de maxima da equacao, foi nos tempos
de 51h e 63h para R. areola e M. areola, respectivamente. No ano 2017, apenas o

tempo de inoculacao apresentou efeito significativo.
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Figura 2. Porcentagem de incidéncia nas sementes dos isolados Ramularia areola e
Mycosphaerella areola em funcéo dos tempos de inoculagéo (0Oh, 24h, 48h, 72h e 96h),

no ano 2016 (A) e de 2017 (B).

O tempo de inoculacdo de 96h foi desfavoravel a infeccdo dos dois isolados
(Figura 2), isso indica que pode haver influéncia da restricdo hidrica sobre o fungo e
também das sementes. Barrocas et al. (2014) e Echer et al. (2010) atestaram que a
restricdo hidrica superior a 57h comeca a comprometer a qualidade das sementes.
Entretanto, para alguns fungos, como Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, o
condicionamento osmoético de até -1,0 Mpa favoreceu o desenvolvimento e a infec¢ao
do patdogeno em sementes de algoddo (ARAUJO et al., 2006). Como no teste de
germinacao foi observado uma diminuicdo de até 2% no poder germinativo das
sementes no tempo de 96h (Figura 1), sugere-se nao adotar esse tempo para estudos
com inoculacdo do fungo em estudo seja ele na fase anamoérfica (R. areola) ou
teleomorfica (M. areola).

Com 24h de incubacgéo, a infec¢ao também foi baixa, apenas de 5% (Figura 2),
sendo que este tempo de exposicéo nao foi suficiente para a penetracdo do patégeno
nas sementes, Borem & Freire (2014) atestam que a semente de algodao é conhecida
pela rusticidade, cujo tegumento é de dificil penetracdo por fungos, portanto tempos
reduzidos de exposicao ao fungo ndo séo suficientes para a penetracdo do mesmo na
semente.
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Segundo Curvelo et al. (2010) a infeccdo de sementes de algodao por R. areola
ocorre preferencialmente via estbmatos, esses autores observam que a formagéo de
apressorio nesse tipo de fungo € elaborada e demanda muita energia do conidio,
sendo que muitos ndo concluem a penetracdo. Assim sendo a inoculacao por 24h nao
foi suficiente para este processo. Assim como nesse estudo, Machado et al. (2004)
observaram o aumento da infec¢cdo de sementes de algodé&o por fungos dos géneros
Colletotrichum, Botryodiploidia e Fusarium, conforme aumenta-se o tempo de
exposicdo das mesmas aos fungos. Contudo, se a exposicao for prolongada, em
especial com restricao hidrica, pode prejudicar a fisiologia, ndo sendo interessante
para testes laboratoriais e de campo com as sementes inoculadas.

Como R. areola é dificil de ser isolado em campo, ocorre a necessidade da sua
manutencdo e armazenamento em laboratorio, porém ocorre a dificuldade de
preservacdo do mesmo em laboratério, além da pouca ou nenhuma esporulagdo em
alguns meios de cultura, sua capacidade patogénica reduz com o passar do tempo
(MENDES et al., 2017).

Nesse estudo, o patdgeno foi mantido em BOD e conservado pelo método
Castellani, assim quando foi realizado o segundo experimento pode ter ocorrido a
diminuic&o do seu potencial de infeccdo, devido a isso, o isolado da fase teleomorfica
(M. areola) pode ter perdido algumas de suas caracteristicas patogénicas, onde nao
apresentou diferenca estatistica no ano 2017, sendo que no ano 2016 apresentou
maior porcentagem de infeccéo do que R. areola.

O patdgeno R. areola € de dificil deteccdo em métodos convencionais de
sanidade de sementes, pois tem crescimento lento e pode haver interferéncia de
outros fungos em associacdo com as sementes (CURVELO et al., 2010; MEHTA et
al., 2016). Assim a baixa porcentagem de infec¢éo obtida neste teste pode ser devido
a esse fator. A analise de DNA é a mais indicada para ser realizada em trabalhos
futuros, visto que este estudo comprova a associacédo deste patdbgeno com sementes
de algodao.

A andlise dos dados de emergéncia em substrato ndo mostrou interacao entre
os fatores para nenhuma das variaveis testadas. Porém observou-se que os isolados
apresentaram diferenca na altura de planta, indice de velocidade de emergéncia e
porcentagem de infec¢é@o das plantas assintométicas com 30 dias de semeadura, nos
dois anos estudados (Tabela 2).
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Tabela 2. Altura de planta (AP), comprimento de raiz (CR), peso seco (PS), estande
final (EF), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e porcentagem de infeccdo em
plantas (Pl) de algoddo em funcdo da inoculagédo dos isolados Ramularia areola e

Mycosphaerella areola, no ano de 2016 e 2017

AP CR PS EF Pl IVE
Isolados --------- (cm) --------- e (*) R (%) ---------
2016
R. areola 22,45 Db 14,47 5,04 94,05 20,33 b 47,56 a
M. areola 19,29 a 15,31 4,81 94,02 30,00 a 41,04 b
CV (%) 11,77 14,83 11,67 3,68 47,76 14,40
2017
R. areola 18,69 15,33 5,57 94,80 a 14,30 44,06
M. areola 17,10 14,09 5,16 92,20 b 15,45 44,22
CV (%) 22,46 23,54 17,89 4,28 35,74 6,05

Médias com letras diferentes, na coluna, diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Pbde-se observar que o isolado proveniente da fase teleomérfica do fungo (M.
areola) foi mais agressivo, reduzindo a altura de planta em 5% no ano 2016. No
mesmo ano também foi observado que ocorreu o menor indice de velocidade de
emergéncia, e a infeccdo nas plantas aumentou em até 10% que o observado em R.
areola (Tabela 2). No ano 2017 apenas o estande final foi afetado significativamente
pelos isolados, onde M. areola reduziu o estande em 2% (Tabela 2).

Os tempos de inoculacgéo diferiram estatisticamente em ambos 0s anos para as
variaveis indice de velocidade de emergéncia (IVE) e porcentagem de infeccdo em
plantas assintomaticas, sendo que todas decresceram conforme o aumento do tempo
de inoculagéo (Figuras 3 e 4). Para as variaveis altura de planta (AP) e estande final
(EF) os tempos de inoculacdo diferiram estatisticamente no ano de 2017 (Figura 4).
N&o houve diferenca entre os tempos de inoculagéo para comprimento de raiz (CR) e

massa seca (MS) em nenhum dos anos.
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Figura 4. Comprimento de plantula (A), estande final (B), indice de velocidade de
emergéncia (C) e porcentagem de incidéncia em plantas (D) de algod&o, em funcéo
do tempo de inoculagéo (0Oh, 24h, 48h, 72h e 96h), dos isolados Ramularia areola e
Mycosphaerella areola, no ano de 2017.

O maior indice de velocidade de emergéncia (IVE) no ano 2016, calculado pelo
ponto de maxima da equacéo, foi no tempo de 34h, apds esse tempo de inoculacéo a
emergéncia das plantas foi prejudicada (Figura 3A).

Apbs 30 dias da semeadura do algodao, no teste de germinacédo em substrato,
foi realizada a incubacdo de material vegetal em laboratério para a confirmacdo da
transmissao do patégeno, pois nao foram verificados sintomas da doenca nas plantas.
Apos sete dias de incubacdo observou-se a presenca de até 42% de plantas com
estrutura do patdgeno, onde a maior infeccdo ocorreu com a inoculagao do isolado M.
areola (Tabela 2) no tempo de 72h de inoculacdo (Figura 3B e 4D), em ambos 0s
anos.

As plantas de algodao apresentaram estruturas do patdégeno associadas ao
colo da planta, sendo observada no teste de sanidade a associacao do patégeno no
ponto de abertura do tegumento, onde se inicia a protrusdo da radicula (Figura 5).
Durante a germinacédo o algodéao lanca primeiro sua radicula, ficando o tegumento da

semente presa a parte aérea da semente por curto periodo de tempo (BOREM &
FREIRE, 2014).

Figura 5. Estruturas do patdgeno Ramularia areola em sementes de algodao (A) e em
plantulas de algodéo (B), visualizado em microscopio estereoscopio com aumento de
20x.
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Diante disso, levanta-se a hipotese de que a transmissdo ocorra no momento
da emergéncia da parte aérea, onde o tegumento fica em contato com o colo da
planta, pouco acima do solo, ficando o patdgeno em laténcia até o inicio da fase
reprodutiva da cultura. Essa evidéncia corrobora com os resultados obtidos por Havis
et al. (2014), que encontraram inoculo de R. collo-cgine de forma assintomatica até a
floracdo da cultura da cevada.

Esse comportamento observado em cevada é semelhante ao que ocorre na
cultura do algoddo, onde os sintomas iniciais sdo mais comumente observados
proximo a floragédo, podendo ser um indicio de transmissdo assintomatica do fungo
via semente. No Estado de Mato Grosso ja foram encontrados relatos de primeiros
sintomas ocorrendo aos 45 dias apos a semeadura (DAS), contudo em Tangara da
Serra/MT € mais comum a ocorréncia apos os 60 DAS, periodo que coincide com o
inicio da floracédo (DIAS et al., 2015; ASCARI et al., 2016; GILIO et al., 2017).

Os resultados obtidos em laboratério permitiram constatar a associacdo do

patdogeno a sementes de algodao, sendo este o primeiro relato dessa infecgao.

Experimento 2: Sobrevivéncia de Ramularia areola em restos culturais de

algodao.

Observou-se que a geminacédo dos conidios do patégeno, coletados das folhas
incubadas, decresceu rapidamente até a sexta semana de avaliagdo (Figura 6), a
partir da qual ndo foram observados mais nenhum conidio para a avaliacdo. As folhas
coletadas na safra apresentaram uma porcentagem de germinacéo de conidios inicial
mais elevada, cerca de 90%, enquanto que, apos a destrui¢cdo da soqueira de algodao
a média foi de 77% (Figura 6).



100

80

60

40

20

Germinacgdao de conidios (%)

100

80

60

40

20

Germinacao de conidios (%)

(A)

Germinagdao de conidios (%)

(o2}

(©)

1 2 3 4 5
Semanas de avaliacao
Safra 2015/16
<
1 2 3 4 5 6
Semanas de avaliacéo
Safra 2016/17

Germinagao de conidios (%)

100

80

60

40

20

100

80

60

40

20

2

3

4

5

Semanas de avaliacdo

Safra 2015/16

»

(D)

2

3

4

5

Semanas de avaliacdo

Safra 2016/17

o]

Figura 6. Curva de porcentagem de germinacao (%Ger) de conidios de Ramularia

areola provenientes de folhas coletadas na safra (A e C) e coletas ap0s a destruicao

da soqueira de algodao (B e D). A e B — safra 2015/16; C e D — safra 2016/17.

O tempo médio de permanéncia do fungo nas folhas em decomposi¢do (TM)

na safra néo diferiu estatisticamente, que foi de 4,5 semanas para a condicdo com

aplicacdo de fungicida e 5 semanas para a condicdo sem aplicacdo (Tabela 3).

Entretanto, na entressafra houve diferencga significativa no ano de 2015, observando

um TM de 3,31 semanas onde ndo houve aplicagao e 4,15 semanas onde foi aplicado

fungicida durante a safra. Na média geral entre os dois anos na area aplicada o tempo

meédio foi de 4,98 e sem aplicacao foi de 3,85. A germinacéo de conidios média inicial
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(GMI) também apresentou diferenca, sendo menor quando coletadas na &area que
houve aplicagéo de fungicidas na safra e na coleta de setembro (Tabela 4).

Tabela 3. Tempo médio de permanéncia das estruturas fungicas de Ramularia areola
(TM) nas folhas de algodao, em quatro coletas: 1 - coleta durante a safra 2015/16, 2 -
coleta apOs destruicdo de soqueira de algoddo em 2016, 3 - coleta durante a safra
2016/17, 4 - coleta apds destruicdo de soqueira de algoddao em 2017, em funcéo da

condicdo com e sem aplicacao de fungicida.

Tempo médio de permanéncia das estruturas flingicas

Condicao de
. 1 2 3 4
aplicacao
mmmmemmmmemmmeeeees (Semanas) -------=-=-=s=smmmememeeeeeeeaeeee
Com 4,52 33la 4,63 3,38
Sem 5,10 4,15b 4,92 4,54
CV (%) 14,30 15,04 15,55 40,39

Médias com letras diferentes, na coluna, diferem pelo teste de Tukey (p<0,05).

Como as folhas permaneceram em condi¢des controladas em laboratorio,
levantou-se a hipétese de residual de fungicidas utilizados no campo, visto que a
germinacao média inicial (GMI) da safra e apds destruicdo da soqueira e o TM da apos
destruicdo da soqueira foram maiores nos tratamentos sem controle quimico. No
entanto, as folhas foram coletadas ap6s dois meses da colheita e as aplicacbes de
fungicidas ja tinham cessado 30 dias antes.

Dos fungicidas utilizados apenas um ndo possuia Estrobilurina na composicao,
esse grupo quimico age como inibidor de quinonas (Qol), cuja caracteristica mais
importante € a acdo rapida em esporos de fungos. A maioria dos fungicidas do grupo
quimico Estrobilurina tem um periodo residual de atuacéo de 21 dias (BALBA, 2007).

A infeccdo por R. areola ocorreu naturalmente na area experimental onde foi
desenvolvida a pesquisa. Como nédo ha presenca de cultivo comercial de algodao em
um raio de aproximadamente 100 km, pressupdem-se que o0 inoculo inicial,
provavelmente, chegou na area por via aérea, hospedeiros secundarios ou
permaneceu nos restos culturais, conforme relatado por Curvelo et al. (2010), Johnson

et al. (2013). Mehta et al. (2017) descreveram a presenca de ascOsporos em areas
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cultivadas por algoddo. Contudo, ainda ndo h& estudos sobre o monitoramento de
esporos no ar, e até o presente momento, nenhum hospedeiro secundéario deste
patogeno foi relatado.

Para as variaveis germinacédo de conidios média inicial (GMI), houve diferenca
nas coletas apds a destruicdo da soqueira em 2016 e coleta da safra 2016/2017, a
germinacao média final apenas diferiu na coleta apds destrui¢cdo da soqueira em 2016
(Tabela 4).

Tabela 4. Geminacdo de conidios de Ramularia areola média inicial (GMI) e final
(GMF) nas quatro coletas: 1 - coleta durante a safra 2015/16, 2 - coleta apoés
destruicdo de soqueira de algoddo em 2016, 3 - coleta durante a safra 2016/17, 4 -
coleta ap6s destruicdo de soqueira de algoddo em 2017 em funcéo da condicdo com

e sem aplicacao de fungicida.

Condicao de GMI1 GMI2 GMI3 GMI4 GMF1 GMF2 GMF 3 GMF 4
aplicacdo = mrememeemmmm ) I

Com 88,19 75,67 b 85,83b 68,65 38,20 41,77a 30,34 31,13
Sem 91,85 79,21a 91,04a 68,90 30,56 31,92b 29,43 27,00
CV (%) 4,77 3,40 5,93 16,56 42,89 27,43 71,96 51,43

Médias com letras diferentes, na coluna, diferem pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados desta pesquisa confirmaram a sobrevivéncia dos conidios do
patdogeno em folhas de algodéo por quase dois meses, durante o periodo de vazio
sanitario do algodéo, podendo contribuir como inoculo priméario. No entanto, esse
estudo de sobrevivéncia de R. areola foi realizado em condi¢cdes controladas
favoraveis ao desenvolvimento do patdégeno, sendo neste caso, desejaveis novas
pesquisas testando a sobrevivéncia deste fungo em condi¢cdes de campo, quando

pode-se avaliar as folhas caidas sobre as coberturas vegetais ou diretamente no solo.
CONCLUSOES
Foi comprovada a associacdo Ramularia areola e Mycosphaerella areola em

sementes de algodao, diminuindo a qualidade fisiolégica e sanitaria dependendo do

nivel de indculo nas sementes.
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Estruturas fungicas de Ramularia areola permanecem viaveis por até cinco
semanas em folhas de algoddo em decomposicéo.
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAUJO, D.V.; POZZA, E.A.; MACHADO, J.C.; ZAMBENEDETTI, E.B.; CELANO,
F.A.O.; CARVALHO, E.M.; CAMARGOS, V.N. Influéncia da temperatura e do tempo
de inoculacdo das sementes de algodédo na transmissibilidade de Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides. Fitopatologia Brasileira, Brasilia, v. 31, n. 1, p. 35-
40, 2006.

ASCARI, J.P.; MENDES, I.R.N.; SILVA, V.C.; ARAUJO, D.V. Ramularia leaf spot
severity and effects on cotton leaf area and yield. Pesquisa Agropecuaria Tropical,
Goiania, v. 46, n. 4, p. 434-441, 2016.

BALBA, H., Review of Strobilurin Fungicides Chemicals. Journal of Envionmental
Sciense and Health Part B, v. 42, p. 441 - 451, 2007.

BARROCAS, E.N.; MACHADO, J.C., ALVES, M.C., CORREA, C.L. Desempenho de
sementes de algodéo submetidas a deficiéncia hidrica e presenca de Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides. Bioscience Journal, Uberlandia, v. 30, n. 2, p. 421-
428, 2014.

BELL, A.A. Areolate mildew. In: Watkins, G.M. (Ed.). Compendium of cotton
diseases. 1981. p.32-35.

BOREM, A.; FREIRE, E. C. (Ed.). Algod&o do plantio a colheita. Vigosa, MG: Ed.
UFV, 2014. 312 p.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para andlise
de sementes. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Secretaria de
Defesa Agropecuéria. Brasilia, DF: Mapa/ACS, 2009. 395p.



57

CHITARRA, L.G.; GOULART, A.C.P.; ZORATO, M.F. Tratamento de sementes de
algodoeiro com fungicidas no controle de patdégenos causadores de tombamento de
plantulas. Revista Brasileira de Sementes, Brasilia, v. 31, n. 1, p. 168-176, 2008.
CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra
brasileira de graos: Quarto levantamento, Safra 2017/2018. Conab, Brasilia, v. 5, n.
4, p. 15-42, 2018.

CURVELO, C.R.S.; RODRIGUES, P.G.B.; REZENDE, D.C. Microscopia eletrénica de
varredura do processo infeccioso de Ramularia areola em folhas de algodoeiro.
Tropical Plant Pathology, Vigosa, v. 35, n. 2, p. 108-113, 2010.

DIAS, L.D.E.; SILVA, D.M.V.; ASCARI, J.P.; BAGATINI, G.J.; AMBROSIO, J;
BATISTTI, M.; ARAUJO, D.V. Controle de mancha de ramularia em algodao
adensado. Revista Cultivar - Grandes Culturas, Pelotas, v. 1, n. 187, p. 8-11, 2015.

ECHER, F.R.; CUSTODIO, C.C.; HOSOMI, S.T.; DOMINATO, J.C.; NETO, N.B.M.
Estresse hidrico induzido por manitol em cultivares de algodédo. Revista Ciéncia
Agrondmica, Ceara, v. 41, n. 4, p. 638-645, 2010.

FERREIRA, D. F. Sisvar. a computer statistical analysis system. Ciéncia e
Agrotecnologia, Lavras, v. 35, n. 6, p. 1039-1042, 2011.

GILIO, T.A.S.; ARAUJO, D.V.; ARAUJO, K.L.; FREGONEZE, T.E.; FRANZON, R.C.;
PIZATTO, J.A. Estimated damage caused by ramularia leaf spots on cotton. African
Journal of Agricultural Research, v. 12, n. 1, p. 12-19, 2017.

HAVIS, N.D.; NYMANB, M.; OXLEYC, S.J.P. Evidence for seed transmission and
symptomless growth of Ramularia collo-cygni in barley (Hordeum vulgare). Plant
Pathology, Vigosa, v. 63, p. 929-936, 2014.

IAMAMOTO, M.M. Doencas do algodoeiro: Interacdo patdgeno-hospedeiro.
Jaboticabal - SP. Funep. 2007. p.62.



58

JOHNSON I.; RAMJEGATHESH, R.; KARTHIKEYAN, M.; CHIDAMBARAM P.
Epidemiology of grey mildew and Alternaria blight of cotton. Archives of
Phytopathology and Plant Protection, v. 46, n. 18, p. 2216-2223, 2013.

MACHADO, J.C.; OLIVEIRA, J.A.; VIEIRA, M.G.G.C.; ALVES, M.C. Uso da restricao
hidrica na inoculacédo de fungos em sementes de algodoeiro (Gossypium hirsutum).

Revista Brasileira de Sementes, Pelotas, v. 26, n. 1, p. 62-67, 2004.

MENDES, |.R.N.; ASCARI, J.P.; AMBROSIO, J.; ARAUJO, D.V.; PRIETO, R.S,;
TAVARES, R.L.C. Comportamento in vitro e caracterizacdo morfolégica de Ramularia
areola. Cultura Agrondmica, v. 26, n. 3, p. 456-468, 2017.

MENESES, C.H.S.G.; MORAIS, H.G.; VIDAL, M. Aspectos genéticos e moleculares
de plantas submetidas ao déficit hidrico. Revista Brasileira de Oleaginosas e
Fibrosas, v. 10, n. 1/2, p. 1039-1072, 2006.

MEHTA, Y.R.; GALBIERI, R.; MARANGONI, M.S.; BORSATO, L.C.; RODRIGUES,
H.P.; PEREIRA, J.; MEHTA, A. Mycosphaerella areola - The Teleomorph of Ramularia
areola of Cotton in Brazil, and Its Epidemiological Significance. American Journal of
Plant Sciences, v. 00, n. 7, p. 1415-1422, 2016.

NOVAES, T. G.; ALMEIDA, W.P.; SCHUSTER, |.; AGUIAR, P.; MEHTA, Y.R. Heranca
de resisténcia do algodoeiro a Ramularia areola. Summa Phytopathologica,
Botucatu, v. 37, n. 2, p. 150-152, 2011.

SOUSA, M.V. et al. Métodos de inoculagéo e efeitos de Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum em sementes de algodoeiro. Tropical Plant Pathology, Vigosa, v. 33, n.
1, p. 041-048, 2008.



59

CONSIDERACOES FINAIS

O algodéo é uma cultura altamente dependente de tecnologia e agroquimicos.
Na busca pela diminuicdo dos impactos ambientais causados por essa cultura, foram
introduzidas no sistema de cultivo as coberturas de solo, tais como o milheto e a
crotalaria.

A mancha de ramularia é a principal doenca do algodoeiro, e uma das
responsaveis pelo maior aporte de aplicacbes de agrotoxicos durante o ciclo do
algoddo. Essa doenca encontrou no cultivo do cerrado um clima favoravel e vem
causando perdas econdmicas significativas, contudo ainda existem poucos estudos
da relacado entre o patdgeno o hospedeiro e 0 ambiente, em especial nessa nova forma
de cultivo com coberturas de solo.

Neste estudo evidenciou-se que as coberturas de solo foram favoraveis ao
incremento da producgédo de algodao, sem afetar a severidade da doenca, quando
aliado ao manejo de fungicidas. Também foi verificada a sobrevivéncia do patégeno,
viavel, por até quatro cinco semanas em folhas coletadas na safra e entressafra.

Os resultados obtidos em laboratério permitiram constatar a associacdo do
patégeno a sementes de algodao, sendo este o primeiro relato dessa infeccdo. Com
a inoculacdo as caracteristicas fisiologicas e sanitarias das sementes foram
comprometidas.

Este estudo apresenta a resposta para muitas lacunas no patossitema R. areola
- algodao, porem a continuidade deste estudo vird elucidar os mecanismos do
patégeno, assim como estudos moleculares se fazem necessarios para comprovar

em definitivo a associagdo patégeno — semente.
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de campo em Mossoro-RN. 1995. 26 f. Monografia (Graduagdo em Agronomia) —

Escola Superior de Agricultura de Mossoro, Mossoro, 1995.

COSTA SOBRINHO, Jodo da Silva. Cultura do melao. Cuiaba: Prefeitura de Cuiaba,
2005.

MODELOS DE REFERENCIAS
a) Artigos de Periddicos: Elementos essenciais:

AUTOR. Titulo do artigo. Titulo do periddico, Local de publicacdo (cidade), n.° do

volume, n.° do fasciculo, paginas inicial-final, ano.
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Ex: BAKKE, I. A. et al. Water and sodium chloride effects on Mimosa tenuiflora(willd.)
poiret seed germination. Revista Caatinga, Mossoro, v. 19, n. 3, p. 261-267, 2006.

b) Livros ou Folhetos, no todo: Devem ser referenciados da seguinte forma:

AUTOR. Titulo: subtitulo. Edic&o. Local (cidade) de publicacdo: Editora, data. Niamero

de péaginas ou volumes. (home e numero da série)

Ex: RESENDE, M. et al. Pedologia: base para distingdo de ambientes. 2. ed. Vicosa,
MG: NEPUT, 1997. 367 p.

OLIVEIRA, A. |.; LEONARDOS, 0. H. Geologia do Brasil. 3. ed. Mossord: ESAM,
1978. 813 p. (Colecdo mossoroense, 72).

c) Livros ou Folhetos, em parte (Capitulo de Livro):

AUTOR DO CAPITULO. Titulo do capitulo. In: AUTOR DO LIVRO. Titulo: subtitulo do
livro. Numero de edicdo. Local de publicacdo (cidade): Editora, data. Indicacdo de

volume, capitulo ou paginas inicial-final da parte.

Ex:BALMER, E.; PEREIRA, O. A. P. Doencas do milho. In: PATERNIANI, E.; VIEGAS,
G. P. (Ed.). Melhoramento e producédo do milho. Campinas: Fundacéo Cargill, 1987.
V. 2, cap. 14, p. 595-634.

d) DissertacOes e Teses: (somente serdo permitidas citacées recentes, PUBLICADAS
NOS ULTIMOS TRES ANOS QUE ANTECEDEM A REDACAO DO ARTIGO).

Referenciam-se da seguinte maneira:

AUTOR. Titulo: subtitulo. Ano de apresentacdo. Numero de folhas ou volumes.

Categoria (grau e area de concentracao) - Instituicdo, local.

Ex: OLIVEIRA, F. N. Avaliacdo do potencial fisiologico de sementes de girassol
(Helianthusannuus L.).2011. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia: Area de
Concentragcdo em Tecnologia de Sementes) — Universidade Federal Rural do Semi-
Arido, Mossord6, 2011.

e) Artigos de Anais ou Resumos: (DEVEM SER EVITADOS) NOME DO
CONGRESSO, n.°, ano, local de realizacéo (cidade). Titulo... subtitulo. Local de

publicacdo (cidade): Editora, data de publicagdo. Numero de paginas ou volumes.

Ex: BALLONI, A. E.; KAGEYAMA, P. Y.; CORRADINI, |. Efeito do tamanho da

semente de Eucalyptusgrandis sobre o vigor das mudas no viveiro e no campo. In:
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CONGRESSO FLORESTAL BRASILEIRO, 3., 1978, Manaus. Anais... Manaus:
UFAM, 1978. p. 41-43.

f) Literatura ndo publicada, mimeografada, datilografada etc.:

Ex:GURGEL, J. J. S. Relatorio anual de pesca e piscicultura do DNOCS. Fortaleza:
DNOCS, 1989. 27 p. Datilografado.

g) Literatura cuja autoria € uma ou mais pessoas juridicas:

Ex: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS. NBR 6023: informac&o e

documentacédo — referéncias — elaboracéo. Rio de Janeiro, 2002. 24 p.
h) Literatura sem autoria expressa:

Ex: NOVAS Técnicas — Revestimento de sementes facilita o plantio. Globo Rural, Sdo
Paulo, v. 9, n. 107, p. 7-9, jun. 1994.

i) Documento cartogréfico:

Ex: INSTITUTO GEOGRAFICO E CARTOGRAFICO (S&o Paulo, SP). Regides de
governo do Estado de Sao Paulo. S&do Paulo, 1994. 1 atlas. Escala 1:2.000.

J) Em meio eletrénico (CD e Internet):Os documentos /informacdes de acesso
exclusivo por computador (online) compdem-se dos seguintes elementos essenciais

para sua referéncia:

AUTOR. Denominacdo ou titulo e subtitulo (se houver) do servico ou produto,
indicacdo de responsabilidade, endereco eletronico entre os sinais <> precedido da
expressao — Disponivel em: — e a data de acesso precedida da expressdo — Acesso
em:. Ex: BRASIL. Ministério da Agricultura e do abastecimento. SNPC — Lista de
Cultivares protegidas. Disponivel em:<http://agricultura.gov.br/scpn/list/200.htm>.
Acesso em: 08 set. 2008.

GUNCHO, M. R. A educacio a distancia e a biblioteca universitaria. In: SEMINARIO
DE BIBLIOTECAS UNIVERSITARIAS, 10., 1998, Fortaleza. Anais... Fortaleza: Tec
Treina, 1998. 1 CD-ROM. UNIDADES E SIMBOLOS DO SISTEMA INTERNACIONAL
ADOTADOS PELA REVISTA CAATINGA.



