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RESUMO

Sementes de alfafa (Medicago sativa) contaminadas
in vitro com Fusarium oxysporum foram submetidas a
tratamento térmico seco, térmico Umido equimico, visando
a erradicacdo deste patdgeno. O tratamento térmico seco
foi realizado em cémara com fluxo de ar constante, em
sementes com umidade relativa abaixo de 5%, pré-trata-
mento a 60 °C por 3 ou 6 h, seguido do tratamento a 90 °C
por 3 ou 6 h. O tratamento térmico umido foi realizado em
banho-maria, com pré-tratamento a 40 °C por 10, 20 ou 30
min etratamentos a50 °C ou 60 °C por 10, 20 e 30 min. Os
produtos quimicos testados foram benomyl, thiabendazole,
iprodione e thiram, nas dosagens recomendadas pelos
fabricantes e o triplo dessas dosagens. Foram avaliados cs

efeitos dos tratamentos no controle de F. oxysporum, pelo
método de “Blotter test”, e na germinacéo das sementes. O
tratamento térmico Umido, 40 °C por 20 min, seguido de 50
°C por 20 min, erradicou 0 patdgeno F. oxysporum, mas
reduziu significativamente a germinacdo das sementes. O
tratamento térmico seco a 60 °C por 3 h, seguido de 90 °C
por 3ou 6 h de exposicéo, erradicou F. oxysporum sem alterar
significativamente a germinacdo das sementes. Benomyl foi
o mais eficiente dos produtos quimicos testados, erradicando
F oxysporum sem afetar a germinagdo das sementes de
afafa

Palavras-chave: tratamento térmico seco, tratamento
térmico Umido, tratamento quimico, fungo, semente.

ABSTRACT
Eradication of Fusarium oxysporum in alfalfa seeds by thermal and chemical treatments

The dry thermal treatment was conducted in a
continuous air flux chamber on afafa (Medicago sativa)
seeds with relative humidity under 5%. Seeds underwent a
pre-treatment for 60 °C during three or six hours, followed
by atreatment at 90 °C for three or six hours. The wet
treatment was conducted in water bath, and consisted of a
pre-treatment at 40 °C for 10, 20 or 30 min, and then
treatments at 50 °C or 60 °C for 10, 20 or 30 min. The
chemicalstested were benomyl, thiabendazole, iprodione and
thiram, at the dosages recommended by their manufactures

and also at three times these dosages. The wet thermal
treatment at 40 °C for 20 min, followed by the treatment
at 50 °C for 20 min, were effective in the eradication of
Fusarium oxysporum, but significantly affected the afafa
seed germination. The dry thermal treatment at 60 °C for
3 h, followed by the treatment of 90 °C for 3 to 6 h,
eradicated F. oxysporum without a significant reduction
in seed germination. Benomyl was the most efficient
chemical product in eradicating F. oxysporum without
affecting the alfalfa seed germination.

INTRODUCAO

Em dfafa (Medicago sativa L.), o fungo Fusarium
oxysporum Schlecht., transmitido por sementes, tem sido
relatado como um dos principais agentes da podridéo radi-
cular, doenca que reduz significativamente a produtividade
dessa planta (Ellankaya et al., 1995). Segundo Orliez-
Luthardt (1998), os isolados de F. oxysporum que causam
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murcha, obtidos de sementes, apresentam viruléncia maior
do que os isolados obtidos de hastes de plantas doentes.

O controle de fungos transmitidos por sementes é
necessario princi palmente parase evitar atransmisséo de pat6-
genos alongas distancias e também paramelhorar aqualidade
do materia utilizado para propagacdo na mesma regido. O
emprego de agroquimicos tem sido a forma mais comum
utilizada no controle de doengas, porém verificam-se algumas
desvantagens, principalmente por contaminar o meio ambiente
com residuos toxicos ndo biodegradaveis e pela resisténcia
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desenvolvida pelos microrganismos a esses compostos. A
aplicacdo de agentes de controle biol 6gico em sementes, como
isolados de Trichoderma Pers. (Kaur & Mukhopadhyay, 1992;
Reis et al., 1995), uso de formulacbes de Pseudomonas
Sfluorescens (Trevisan) Migula(Vidhyasekaran & Muthamilan,
1995) e o controle integrado através da aplicacdo de agentes
microbianos e fungicidas reduziram a incidéncia de doengas
causadas por F. oxysporum (Raju & Sivaprakasam, 1989). A
aplicacdo de 6leo essencial de algumas plantas, como
Nardostachys jatamansi Meier & Al. em sementes inibiu o
crescimento de F. oxysporum (Dhirendraet al., 1995).

A técnica de controle de fungos transmitidos por
sementes utilizando calor seco ou Umido, tem apresentado
resultados promissores e foi considerada viavel nos proce-
dimentos fitossanitarios de quarentena (De Leon &
Grudloyma, 1994). Por mei o destaterapiaforam controlados
elou erradicados diversos patégenos, entre eles Phoma
betae Frank em sementes de beterraba (Beta vulgaris L.)
(Bottcher & Horn, 1992), Alternaria brassicae (Berk.)
Sacc. em sementes de Brassica juncea Coss. (Randhawa
& Aulakh, 1984), Cercospora kikuchii (Matsumoto &
Tomoyasu) Gardner em sementes de soja[Glycine max (L.)
Merril] (Fonsecaet al., 1994) e Alternaria radicina Meier
& Al. em sementes de cenoura (Daucus carota L.) (Pryor
et al., 1994). A termoterapia também reduziu conside-
ravelmente os fungos que contaminavam superficial mente
as sementes, aumentando desta forma, o seu poder germi-
nativo (Venkatasubbaiah et al., 1984; Donald & Lundquist,
1988) e vigor (Raju & Sivaprakasan, 1989).

Este trabalho teve por objetivo desenvolver uma
metodologia visando erradicar F. oxysporum de sementes de
alfafa, utilizando termo ou quimioterapia.

MATERIAL E METODOS

Inoculacio de sementes de alfafa com F oxysporum

A partir de sementes de afafainfetadas, foi obtido um
isolado de . oxysporum, sendo 0 mesmo cultivado em meio de
cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar), sob luz fluorescente
continua, atemperatura de 28 °C, por 10 dias. Decorrido esse
periodo ofungo foi inoculado em sementesdedfafa, utilizando-
se paraisso ametodologiade Garrido et al. (1996), com modi-
ficagBes, conforme descrito aseguir. As sementes de afafa (60
g) foram colocadas em um bequer de 250 ml e imersas em
suspensao de 10° conidios/ml, por 15 min. Durante este tempo,
as sementes foram agitadas com o auxilio de um bastéo de
vidro, de 3 em 3 min, parahomogeneizar o indculo. Apos este
procedimento as sementesforam filtradas em gaze e colocadas
sobre duas folhas de papel de filtro, dentro de dessecador
acoplado a bomba a vacuo (200 mmHg), que permaneceu em
funcionamento por 3 h. As sementes foram mantidas no
dessecador até serem submetidas aos tratamentos.

Tratamento térmico a seco das sementes inoculadas com

E oxysporum
As sementes de alfafa foram colocadas, previamente,
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em camara de secagem com 16 % UR (Umidade Relativa) e
temperatura de 22 °C, durante 15 dias, sendo depois
submetidas a um pré-tratamento térmico a60 °C por 3e6 h,
passando para 90 °C, sendo, nestatemperaturadefinidos dois
tratamentos com duracBes de 3 e 6 h.

Os tratamentos térmicos foram realizados em estufa
com fluxo de ar continuo, marca Fanem, modelo 330, utili-
zando-se de umacamaraparacadatemperatura. Apésostrata
mentos, as sementes foram submetidas atestes paraavaliar o
efeito sobre o controle de F. oxysporum e ha germinagéo das
sementes.

Deteccdo de E oxysporum em sementes: AS sementes
submetidas aos tratamentos foram analisadas quanto a
incidéncia de F. oxysporum pelo método de plagueamento
em papel defiltro (“Blotter Test”) (ISTA, 1976), como segue:
as sementes foram colocadas em caixas plasticas, tipo
“gerbox”, que medem 10x10x4 cm (comprimento x largura
x atura), contendo duas folhas de papel de filtro umedecidas
com agua destilada estéril, sendo colocadas 50 sementes por
“gerbox”. As sementes foram incubadas por 10 dias, a20 £ 2
°C, fotoperiodo de 12 h deluz NUV (Near UltraViolet) e 12
h escuro. Os fungos foram identificados pelas caracteristicas
morfoldgicas observadas aos microscopios estereoscopio e
Optico.

Determinacio do poder germinativo das sementes: Foi
realizado o teste de germinagdo conforme prescrito nas Regras
de Andlisesde Sementes (Ministério daAgriculturae Reforma
Agréaria, 1992), exceto naquantidade de sementes, queforam
utilizadas 200 ao invés de 400. Em cada “gerbox” foram
col ocadas 50 sementes que apds distribuicéo foram incubadas
em cdmara com 100 % de UR, temperaturaa 28 °C, sob luz
fluorescente continua. A germinacdo foi avaliada aos seis e
11 dias apds o inicio do teste.

Tratamento térmico imido das sementes inoculadas com
FE oxysporum

Sementes de alfafa inoculadas com F. oxysporum,
acondicionadas em sacos de tecido de “organdi”, foram
imersas em banho-mariacom agitador, atemperaturade 40 °C,
para o pré-tratamento por periodos 10, 20 e 30 min, e imedia-
tamente transferidas para outro banho-maria regulado para
50 ou 60 °C, com agitador, para o tratamento, por periodos
de 10, 20 e 30 min, e, em seguida, foram resfriadas em agua
at 22 °C. Sementes sem tratamento foram mantidas como
testemunha. Apés ostratamentos as sementesforam avaliadas
guanto aincidénciadeF. oxysporum e germinagéo, conforme
metodol ogia descrita anteriormente.

Tratamento quimico em sementes de alfafa inoculadas com
FE oxysporum

Para efeito de comparacdo, as sementes de alfafa
inoculadas com F. oxysporum foram submetidas a0 método
convenciond detratamento quimico com os produtos benomyl,
thiabendazol e, iprodione e thiram, nas dosagens recomendadas
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pel os fabricantes e nas dosagens triplicadas recomendadas. A
avaliacdo dos tratamentos realizou-se por meio do teste de
sanidade e germinacdo, descritos anteriormente.

Delineamento experimental

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso
com quatro repeti¢des, onde a unidade experimental
constituida de um “gerbox”, contendo 50 sementes cada.
Procedeu-se aandlise devariancia(ANOVA), aplicando-se 0
teste F (5%) e, posteriormente, o teste Duncan (5%) para
verificar o efeito dos tratamentos na incidéncia de F.
oxysporum € na germinacado das sementes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho n&o foi observado o
desenvolvimento de F. oxysporum em sementes de afafa,
gue foram submetidas ao tratamento térmico seco nas
temperaturas de 60 °C (pré-tratamento) e 90 °C (trata-
mento), independente do tempo de exposicdo. Estes
tratamentos também nao afetaram significativamente a
germinagado das sementes (Tabela 1). O tratamento térmico
seco (60 °C por 6 h, seguido de 3 h a 90 °C) foi relatado
anteriormente controlando C. kikuchii em sementes de soja
(Fonsecaet al., 1994).

O tratamento térmico Umido, com pré-tratamento
a40 °C por 10, 20 ou 30 min, seguido do tratamento a 60
°C pelo mesmo periodo de exposicao, erradicou F.
oxysporum das sementes de alfafa, porém reduziu signi-
ficativamente a germinacdo das sementes. A aplicacdo
deste tratamento apenas a 60 °C por 20 e 30 min reduziu
significativamente aincidénciadeF. oxysporum sem preju-
dicar agerminagéo das sementes, sendo que no periodo de
20 min de exposi¢éo, a germinacéo foi significativamente
maior do que na testemunha (Tabela 2). Estes resultados
concordam com Winter et al. (1997) que utilizando calor
umido (52 °C por 10 min) controlou Fusarium nivale Ces.
ex Sacc. e Fusarium graminearum Schwabe em sementes
de cereais, com Erley et al. (1997) que erradicou
Fusarium moniliforme (Sheldon) de sementes de milho
(Zea mays L.) com a aplicacé@o de calor imido (57 e 60
°C por 15 min), e com Prabhu et al. (1982) que reduziu

TABELA 1 - Efeito do tratamento térmico seco (60 e 90
°C) na germinacio e no controle de
Fusarium oxysporum em sementes de alfafa
(Medicago sativa)

Tempo de exposicio (h) / Incidéncia de

Germinagio X
temperaturas (%) Fusarium oxysporum
60°C 90°C (%)
3 3 820a 03a
3 6 76,5a 03a
6 6 76,0 a 03a
0 0 89,5a 20b

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre s em nivel de 5% de
significancia pelo teste Duncan.
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TABELA 2 - Efeito do tratamento térmico umido (40 e
60 °C) na germinacao e no controle de
Fusarium oxysporum em sementes de alfafa

(Medicago sativa)
Tempo de exposi¢ao (min) / Germinagiio Incidénc'ia de
temperaturas (%) Fusarium
40°C 60°C oxysporum (%)
0 20 760 a 01 a
0 30 71,0 ab 01 a
10 10 370 c 01 a
10 20 290 d 01 a
10 30 140 f 01 a
20 10 215 e 01 a
20 20 11,0 dof 01 a
30 10 13,0 f 01 a
30 30 550 g 01 a
0 0 67,0 b 20 b

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre s em nivel de 5% de
significancia pelo teste Duncan.

a contaminacdo das sementes de Leucaena Benth por
fungos com o tratamento a 85 °C por 5 min, sem compro-
meter a germinagcdo das sementes. Observa-se que 0
tratamento térmico Umido foi empregado para diferentes
espécies de Fusarium € pode ser considerado uma opgao
para o seu controle.

Ostratamentostérmicos tmidosa50 °C (10e20 min) e
a 40 °C (pré-tratamento) por 10 ou 20 min, seguidos de
tratamento a 50 °C pel o mesmo periodo, controlaram signifi-
cativamente F. oxysporum das sementes de alfafa sem af etar
significativamente a germinacéo das sementes. Quando
se utilizou a temperatura de 50 °C no periodo de 30 min,
os tratamentos foram eficientes na erradicagdo do fungo,
entretanto afetaram significativamente a germinacdo das
sementes de alfafa (Tabela 3). Winter et al. (1997) alcan-
caram resultados semel hantes, eliminando completamente F.
oxysporum de sementes de cereais ao utilizarem calor imido
a 60 °C por 20 min, com perdas no poder germinativo, no
entanto na temperatura de 56-58 °C por 20 min, o fungo
foi controlado sem prejudicar a germinacéo.

Desta forma pode-se afirmar que, o sucesso do
tratamento térmico depende do tipo de calor, seco ou Umido,
da uniformidade da aplicacdo do calor, do periodo de
exposi¢cdo e da temperatura empregada.

Os fungicidas testados, benomyl, thiabendazole,
iprodione e thiram, aumentaram a germinac&o das sementes
de alfafa contaminadas com F oxysporum, sendo que o
produto benomy! aplicado nas dosagens de 50 e 150 g dei.a
por Kg de sementes e thiram aplicado ha dosagem triplicada
(210 g dei.a. por kg de sementes) aumentaram significative-
mente a germinacdo das sementes (Tabela 4).

Benomyl, nas duas dosagens testadas (50 e 150 g de
i.a. por kg de sementes) e thiabendazole na dosagem
triplicada (60 g de i.a. por kg de sementes) erradicaram o
fungo das sementes de alfafa (Tabela 4). Benomyl e
thiabendazol e foram descritos em literatura controlando F.
oxysporum em sementes de outras culturas (Abd Elrazik et
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TABELA 3 - Efeito do tratamento térmico imido (40 e 50
°C) na germinacio e no controle de Fusarium
oxysporum em sementes de alfafa (Medicago
sativa)

Tempo de exposi¢io (min) / Incidéncia de

temperaturas (°C) Gerr(r;}nn)ag:ao Fusarium oxysporum
40°C 50°C (%)
0 10 625 & 175 a
0 20 655 a 050 a
0 30 435 b 0,10 a
10 10 700 a 025 a
10 20 670 a 1,25 a
10 30 480 b 0,10 a
20 10 675 a 025 a
20 20 550 ab 0,10 a
20 30 400 b 0,10 a
0 0 650 a 3550 b

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre s em nivel de 5% de
significancia pelo teste Duncan.

TABELA 4 - Efeito de produtos quimicos no poder
germinativo e na sanidade de sementes de
alfafa (Medicago sativa) contaminadas com
Fusarium oxysporum

TRATAMENTO s Incidéncia de
Germinagio R
Produto de fa.t* (%) Fusarium
Quimico p.a.* g dela. oxysporum (%)

Iprodione 100 735 ab' 2725 a
Iprodione 300 785 ab 17,00 b
Thiram 210 835 a 16,25 b
Thiram 630 76,0 ab 575 ¢
Benomyl 50 84,0 a 0,10 c¢
Benomyl 150 880 a 010 c
Thiabendazole 20 795 ab 150 c
Thiabendazole 60 745 &b 0,10 c¢

Testemunha 68,0 b 22,75 ab

*p.a— principio aivo

**i.a (ingrediente ativo) — dosagem aplicada por 100 kg de sementes.
IMédias seguidas de mesmas letras ndo diferem entre s em nivel de 5% de
significancia pelo teste Duncan.

al., 1990; Lee, 1984). Em solucdo com acetona e 0,1 % de
hipoclorito de sodio, benomyl erradicou F. oxysporum e
outros contaminantes de sementes de aspargo (Aspargus
officinalis L.) (Elmer & Stephens, 1988). Embora estes
fungicidas sejam eficientes na reducéo de espécies de F.
oxysporum, alguns isolados apresentaram resisténcia a
thiabendazole (Hanson et al., 1996) e a benomyl (Santos et
al., 1999), demonstrando a necessidade da utilizag@o de
formas alternativas para o controle deste fungo.

Thiabendazole, na dosagem recomendada pelo
fabricante e thiram, nas duas dosagens testadas, reduziram
significativamente o fungo (Tabela 4). Estes resultados
concordam com Gupta et al. (1997) que demonstraram a
eficiénciade thiram no controle de F. oxysporum em sementes
de gréo-de-bico (Cicer arietinum L.). |prodione foi o Unico
produto que ndo controlou significativamente F. oxysporum
em sementes de afafa nas duas dosagens testadas (100 e 300
g dei.a por kg de sementes) (Tabela 4).
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