INOCULAGAO DE Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli EM
SEMENTESDE FEIJOEIRO ATRAVES DE RESTRICAO HiDRICA?

RESUMO — Em diversos estudos sobre a assodagao de
Fusarium oxysporum f. §p. phaseoli com sementes de fei-
joeiro, hé& necessidade de obtencdo de sementes infectadas,
inclusive com graus de incidéncia diferenciados. Assim,
objetivou-se com egte trabaho testar a metodologia de ino-
culacdo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em semen-
tes de feijoero utilizando meio batata-sacarose-&gar (BSA)
adicionado com solutos que proporcionam restricdo hidrica
a0 meio, permitindo o crescimento do fungo e inibindo a
germinacéo das sementes. Foram utilizados os sol utos sa-
carose, cloreto de potéssio e manitol, adicionados ao meio
BSA para obter os potenciais osmdticos de 0,8, -1,0, -1,2
MPa, e diferentes tempos de exposicio das sementes a0
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fungo (36, 72, 108 e 144 h). Para avaiar os efeitos da ao-
lonizagdo fungica nas sementes, utilizaram-se testes de
germinacéo e sanidade (blotter-test). O crescimento mice-
lial do fungo foi avaliado in vitro, ndo havendo inibicdo em
nenhum dos potenciais hidricos e solutos utilizados, obser-
vando-se maior crescimento nos potenciais osmoticosde —
0,8 e -1,0 MPa. Nos maiores periodos de tempo, 108 e 144
h, o crescimento micelia foi maior, afetando o desempe-
nho das sementes. Dos solutos utilizados, o KCl propor-
cionou a maior incidéncia média (64%) de sementes com
Fusarium oxysporum f. . phaseoli. Quando as sementes
permaneceram por 144 h sobre 0 mesmo soluto, aincidén-
ciafoi de 70%.

TERMOS PARA INDEXACAO: Colonizagso, fungo, solutos, sacarose, cloreto de potéssio, manitol, potencial

osmodtico.

INOCULATION OF BEAN SEEDSWITH Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli THROUGH WATER RESTRICTION TECHNIQUE

ABSTRACT —The objective of the present work was
to test methodology of inoculation of bean seeds
with Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli using
water restriction technique. For that, three solutes,
sucrose, potassium chloride and manitol, added to
the medium potato-sucrose-agar, PSA at three water
potentials (-0.8, -1.0, -1.2 MPa) and four duration
periods of the exposition of seeds to the fungus (36,
72, 108 and 144h) were used. The effects of the
fungus on the performance of the seeds and emerged
plants were evaluated looking at germination and

health (blotter-test). The mycelia growth of the
fungus in vitro, was not reduced by any osmotic
treatment. Higher growth of the fungus was
observed at osmotic potentials of -0.8 e-1.0 MPa. At
longer durations of exposition of the seeds to the
pathogen, 108 e 144h, mycelial growth of the fungus
was higher and affected seed performance. The
greatest mean incidence of Fusarium oxysporum f.
sp. phaseoli (64%) was detected on seeds in wich
KCI was used. At 144h of inoculation period on that
solute, the incidence was of 70%.

INDEX TERMS: Colonization, fungi, sucrose, potassium chloride, mannitol, osmotic potential.
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INTRODUCAO

O fejoeiro comum (Phaseolus vulgarisL.) éum
dos principais alimentos da dieta da populagéo brasile-
ra, sendo uma importante fonte de proteina e apresen-
tando uma boa adaptacéo em diferentes condigdes cli-
méticas.

A ocorréncia de determinados patégenos nas
sementes, mesmo em taxas relativamente baixas,
pode gerar grandes perdas na producdo, como é o
caso de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, agente
etiolégico da murcha ou amarelecimento de Fusarium
em feijoeiro. A incidéncia desse fungo nas smentes
de feijoeiro produzidas em algumas regifes do Pais
vem aumentando nos Ultimos anos (LEAL e
BOLKAN, 1981; NUNES JUNIOR e MENTEN,
1985; MENEZES et a., 1981; SANTOS et a.,
1996), em raz&o do uso, por parte dos produtores, de
gréos em substituicdo & sementes (PEREIRA e
YOKOYAMA, 1999). Nesses casos, aém da baixa
germinagdo e vigor, as sementes possuem baixa qua-
lidade sanitéria

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop) é um
microrganismo que sobrevive no solo, sendo transmiti-
do por sementes, sobrevivendo em seu interior, em im-
purezas associadas as sementes e em restos de cultura
(KENDRICK e SNYDER, 1942; MACHADO, 1999).
Dessa forma, o controle da referida doenca torna-se ex-
tremamente dificil e, muitas vezes, impossibilitado. Do
ponto de vista epidemiol égico, a associagdo desse fungo
com sementes € um fato relevante, sendo responsavel
pela introducdo e disseminagdo de indculo inicial entre
regides de cultivo.

Muitos fungos transmitidos por sementes
iniciam suas atividades por ocasido da semeadura, 0s
quais podem resultar em diminuicdo do estande e/ou
tombamento de pré ou pés-emergéncia (AGARWAL e
SINCLAIR, 1987; MENTEN, 1991).

A diagnose preventiva no estadio de sementes,
assim como o tratamento das mesmas visando ao con-
trole do indculo infectivo sdo medidas que podem, por-
tanto, auxiliar em grande escala 0 combate a esse tipo
de doenca.

Para auxiliar os estudos de Fop associados as
sementes, ha necessidade, porém, de disponibiliza-
¢éo das mesmas com o indculo, inclusive em graus
de incidéncia diferenciados. Em estudo de detecgéo
do patégeno na semente, de avaliacdo de fungicida
no controle da transmissdo do patégeno pelas se-
mentes, de ensaio de melhoramento visando aresis-
téncia ou tolerdncia ao patégeno (AGARWAL e

SINCLAIR, 1987) e de comportamento epidemiol 6-
gico de doengas transmitidas por sementes, poder-
se-a utilizar essa metodologia para obtengdo das se-
mentes infestadas.

A metodologia de inoculagdo de fungos em
sementes sobre meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA), utilizando a técnica de restri¢do hidri-
ca, foi empregada por Carvalho (1999), para a ob-
tencdo de sementes de feijoeiro com Colletotrichum
lindemuthianum. A técnica de restricdo hidrica foi
avaliada em testes de sanidade (blotter test) visando
a substituir o uso de 2,4-D e em meio sdlido, para
inibir a germinagdo das sementes de feijdo, arroz
(COUTINHO, 2000) e algoddo (MACHADO, 2002)
sendo observada a inibicdo da germinagdo das se-
mentes, sem efeito estimulante ou inibitério, no de-
senvolvimento do fungo, quando comparado as me-
todologias padronizadas.

A avdiagdo dainfluéncia da restri¢éo hidrica no
crescimento fungico tem sido realizada utilizando meio
sdlido controlado osmoticamente (COOK e DUNIWAY,
1981; WEARING e BURGESS, 1979; CHANDLER et
al., 1994; ALAM et a., 1996; ADEBAYO e HARRIS,
1971; BROWNELL e SCHNEIDER, 1985). O cresci-
mento micelial de Fusarium é, em gerd, intensificado
em meios de cultura com menores potenciais osméti-
cos, havendo crescimento norma até -3,0 MPa
(MANANDHAR e BRUEHL, 1973).

Conduziu-se este trabalho com o objetivo de
obter sementes de feijoeiro infectadas por Fop usan-
do a técnica de restri¢do hidrica como metodologia
de inoculagdo, pois na inoculagdo por meio de res-
tricdo hidrica, as sementes podem ser infectadas, ja
que permanecem por periodo maior de tempo em
contato com o fungo, em comparagdo com a técnica
de inoculagéo por meio de embebicéo das sementes
em suspensédo de conidios.

MATERIAL E METODOS

Foram realizadas inoculagfes de sementes de
feijoeiro, com Fop utilizando como substrato batate-
sacarose-agar (BSA) modificado (com restri¢do hidrica)
com trés solutos (sacarose, cloreto de potdssio e mani-
tol), que proporcionam restricdo hidrica em meio sili-
do.

Nos testes de crescimento micelial, utilizou-se
0 delineamento experimental inteiramente casuali-
zado, com 4 repeticdes em esquema fatorial 3 x 3,
combinando soluto (sacarose, cloreto de potéassio e
manitol) com potencial osmético (-0,8, -1,0, -1,2
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MPa), sendo testemunha o crescimento em meio BSA.
E nos testes de germinagdo e sanidade, utilizou-se o de-
lineamento experimental em blocos casualizados com
esquema fatorial 3 x 3 x 4 + 4, no qual combinaram-se
soluto (sacarose, KCI e manitol), potencia (-0,8, -1,0 e
-1,2 MPa), tempo (36, 72, 108 e 144 horas) de incuba
¢do e tratamento adicional (sementes inoculadas nos
tempos 36, 72, 108 e 144h em meio BSA).

Obtencéo de isolados de Fop e das sementes

defeijoeiro

Os isolados de Fop utilizados no trabalho fo-
ram obtidos de sementes de feijoeiro, sendo as cultu-
ras puras do patégeno mantidas em meio Synthetic
Nutrient Agar (SNA), (NIREMBERG, 1981). Os i-
solados foram mantidos a 10°C em tubos contendo
mistura de solo-areia-composto orgénico, previa-
mente esterilizados, sendo utilizado para inoculagéo
o0 isolado que se mostrou mais patogénico ao feijoei-
ro no teste de patogenicidade, realizado de acordo
com Rava et al. (1996).

Foram utilizadas sementes de feijoeiro (cv. Ca
rioca), safra 1999, sendo sua qualidade fisiol6gica ava
liada de acordo com as Regras de Andlise de Sementes
(BRASIL, 1992). A qualidade sanitéria das sementes
foi verificada por blotter-test (MACHADO, 1988).

Inoculagdo das sementes com Fusarium oxys-
porum f. sp. phaseoli

O in6culo do patégeno foi cultivado em meio
de aveia para obtencdo de uma suspensdo de coni-
dios. Essa suspenséo foi calibrada para a concentra-
¢&o de 10° conidios/ml e 1 ml foi espalhado em pla-
cas de Petri de 15 cm de diémetro, contendo 40 ml
de meio BSA modificado. As placas foram acondi-
cionadas em incubadora, regulada atemperatura de
25°C e fotoperiodo de 12 horas. ApGs o crescimento
micelial do fungo por cinco dias, foram colocadas
aproximadamente 125 sementes, previamente esteri-
lizadas com hipoclorito de sodio 1% por 1 minuto,
em cada placa, e novamente incubadas nas mesmas
condicdes. As sementes permaneceram sobre a col 6-
nia flngica por 4 periodos de tempo (36, 72, 108 e
144 h) para cada soluto e concentragéo.

O meio com restricdo hidrica foi preparado
pela adicdo dos solutos sacarose, cloreto de potassio
e manitol ao BSA, e para cada soluto, foram utiliza-
das trés concentraces diferentes, de modo a propor-

cionar potenciais osméticos de -0,8, -1,0 e -1,2 MPa.
O célculo das concentragdes dos solutos foi realiza-
do pelo software SPPM (MICHEL e RADCLIFFE,
1995).

Ap6s o término dos periodos de incubacdo das
sementes a Fop, essas foram retiradas das placas e dis-
tribuidas sobre papel de filtro, em temperatura ambien-
te, para retornarem ao teor de umidade inicial. Apés
trés dias, as sementes foram colocadas em sacos de pa-
pel e armazenadas em camara fria, onde permaneceram
até o momento das avaliacoes.

Avaliacdo da metodologia de restricdo hidrica
em meio agarizado para inoculacéo de semen-
tesdefejoeiro com Fop

A eficiéncia da metodologia de inoculagdo do
Fop em sementes de feijoeiro, utilizando meio de cultu-
ra BSA contendo os solutos para obter diferentes poten-
cials osmaticos, foi avaliada considerando-se os pard&
metros. a) crescimento micelial; b) teste de sanidade e
C) porcentagem de germinacao.

O crescimento micelial foi realizado utilizan-
do o meio BSA modificado em placas de Petri de 10
cm de didmetro. Ao centro, colocou-se um disco de 5
mm de didmetro, do fungo cultivado por 7 dias, a
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 h. Em se-
guida, as placas foram acondicionadas em incubado-
ra regulada a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas,
durante 8 dias. O crescimento micelial foi medido
diariamente pelo didmetro médio das col6nias e o
calculo do indice de crescimento micelial (ICM) do
fungo foi realizado de acordo com Oliveira (1991)
nas diferentes combinagbes de solutos, concentra-
¢Oes e tempo de incubagéo.

A sanidade foi avaliada utilizando o blotter-test,
sendo as sementes incubadas em placas de Petri de 15
cm de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro
esterilizadas e umedecidas com agua destilada esterili-
zada  Adicionou-se o sd de &ido 24
diclorofenoxiacético, concentragcdo de 10 ppm, aagua
destilada para evitar a germinacdo das sementes no pe-
riodo de incubagdo. As placas foram mantidas em c&
mara de crescimento sob luz negra (radiagdo na faixa
de 320-400 nm), com fotoperiodo de 12 h, atemperatu-
rade 20°C + 2°C, num periodo de 7 dias.

A observagdo das sementes para identificacdo da
micoflora foi redizada com o auxilio do microscopio este-
reoscopico, e quando necessario, utilizou-se o microscopio
6tico para confirmagéo das estruturas do fungo.
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O teste de germinagéo em rolo de papel foi
conduzido com 4 repeticdes de 50 sementes em pa-
pel germitest (papel-toalha) umedecido com agua
destilada esterilizada, 2,5 vezes o peso do papel s
co, em germinador regulado atemperatura constante
de 25°C * 2° As avaliagBes foram realizadas se-
guindo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Andlise de Sementes.

As andlises estatisticas dos experimentos fo-
ram realizadas utilizando os programas SISVAR e
SAS. O contraste de médias para comparar as mé-
dias dos tratamentos com a testemunha dos paréme-
tros avaliados foi o teste de t. As médias entre os
tratamentos foram comparadas pelo teste Scott-
Knott ou regresséo, de acordo com a natureza dos
dados, quantitativos ou qualitativos. Nas equagoes
de regresséo realizadas, foram calculados os pontos
de maximo das curvas.

RESULTADOSE DISCUSSAOQ

O crescimento micelial de Fop ndo foi afetado
pelos diferentes solutos, mas sim pelos diferentes
potenciais de restri¢do hidrica de cada soluto. A adi-
¢do de sacarose, cloreto de potassio e/ou manitol até
0 potencial osmaético -0.92 MPa provocou estimulo
do crescimento do fungo em relacdo a testemunha,
mas a partir desse potencial, o crescimento de Fop
foi decrescente (Figura 1). Esses resultados de cres-
cimento in vitro de Fop estdo de acordo com os tra-
balhos anteriores de Wearing e Burgess (1979) e

Manandhar e Bruehl (1973), que relatam estimulo
ao crescimento micelial de Fusarium em meio de
cultura com a diminui¢céo do potenciais hidrico, até
um valor limitante.

A porcentagem de germinac&o das sementes é
inversamente proporcional acolonizacdo de Fop nas
mesmas, portanto, a maior porcentagem de germi-
nacao das sementes da testemunha, apds inoculacéo
com Fop, parece ser devida ao aumento do cresci-
mento do fungo sobre as sementes que proporciona-
ram os tratamentos de restricdo hidrica. Por meio
desses dados, observou-se variagdo na germinagao
das sementes ao utilizar diferentes solutos e tempos
de exposicdo das sementes ao fungo, ocorrendo di-
minui¢do da germinac@o & medida que aumentou o
tempo de permanéncia das sementes sobre o fungo
(Figura 2).

Nos testes de germinagao, as sementes de feijo-
eiro inoculadas em substrato contendo cloreto de potés-
sio foram colonizadas intensamente por Fop. De acordo
com Brownell & Schneider (1985), ions de potassio séo
facilmente acumulados pelas células microbianas, esti-
mulando o seu desenvolvimento. Esse fato parece ter
sido reproduzido no presente estudo.

A interacdo entre soluto e potencial foi signi-
ficativa, havendo reducdo da germinacéo de semen-
tes inoculadas apenas no potencial -1.2 MPa utili-
zando meio modificado com KCI (Tabela 1). Porém,
0 uso de potenciais osméticos diferenciados néo foi
determinante ao estimulo do crescimento flngico
sobre as sementes.

3,6
- 3,5
- 3,4
y =-0,4964x’ - 0,9111x + 3,0976 F33 s
R’ = 0,9999 L 3,2 o
v 3,1
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 3
-16 -1,4 -1,2 -1 -08 -0,6 -04 -0,2 0
Potencial Osmético (M Pa)

FIGURA 1 — Andlise de regressdo para indice de crescimento micelial (ICM) de F. oxysporum f.sp. phaseoli em
meio BSA variando o potencial osmético através da concentragdo dos solutos. UFLA, LavrasMG, 2000.
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FIGURA 2 — Regressdo para % de germinagdo das sementes de feijoeiro inoculadas com F. oxysporum f. sp.
phaseoli em relagéo aos diferentes tempos de inoculaggo. UFLA, Lavras-MG, 2000.

TABELA 1 — Média das porcentagens de germinagdo das sementes inoculadas com F. oxysporum f.sp. phaseoli
em meio BSA modificado com sacarose, KCl e manitol. UFLA, LavrasMG, 2000.

Potencial osmético (MPA)

Soluto Média

0,0 -0,8 -1,0 -1,2
BSA + SACAROSE - 79,87 A 76,00 A 79,12 A 78,33
BSA + KCL - 68,46 A 59,75 a 49,00 B 59,11
BSA + MANITOL - 79,75 A 79,25 a 7512 A 78,04
71,83*
BSA 85,5 - - - 85,5*

M édias seguidas de mesma letra nas colunas sdo iguais pelo teste Scott-K nott
*Testemunha (BSA) superior ao tratamento pelo contraste entre médias (teste t)

A incidéncia de Fop foi superior nas sementes
de feijoeiro inoculadas que utilizaram meio BSA
modificado que em meio BSA. Foram observadas di-
ferengas significativas entre os solutos utilizados,
sendo a maior porcentagem de infecgdo de Fop nas
sementes obtida com KCI (Tabela 2). N&o houve di-
ferencas significativas na incidéncia de Fop nas se-
mentes, entre os diferentes potenciais osméticos uti-
lizados.

A incidéncia de Fop nas sementes de feijoeiro
apos inoculacdo pelo método de restricdo hidrica foi

elevada, 0 que pode ser observado nos resultados de germi-
nacdo e incidéncia do fungo. Utilizando a mesma metodo-
logia, mas inoculando Colletotrichun lindemuthianum em
sementes de feijoeiro, Carvalho (1999) obteve ata por-
centagem do fungo nas sementes inoculadas em meio
com restri¢do hidrica

Nas avaliaghes das sementes que permaneceram
por maiores periodos de tempo em contato com o fun-
go, agerminagdo foi ainda menor, pois aumentando es-
ses periodos, conseqiientemente, aumentou-se a ind-
déncia do fungo nas mesmas (Figura 3).
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FIGURA 3 — Regressdo para porcentagem de F. oxysporum f.sp. phaseoli em sementes de feijoeiro nos diferentes

solutos e tempos de incubagdo. UFLA, LavrassMG, 2000.

TABELA 2 — Incidéncia (%) de F. oxysporum f.sp.
phaseoli e de outros microrganismos em sementes
de feijoeiro apds inoculagdo. UFLA, LavrasMG,
2000.

Solutos Fop (%) Outros (%)
BSA + Sacarose 49,04 b 12,63
BSA + KCl 64,17 a 10,88
BSA + Manitol 42,08 b 17,46
Média 51,76* 13,65**
BSA 38,8* 15,38**

Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas,
sdo estatisticamente iguais pelo teste Scott-Knott (P
£ 0,05)

*Tratamento superior a testemunha (BSA) pelo con-
traste de médias (teste de t).

Na Figura 3, valores em torno de 60% de Fop
podem ser observados quando foram utilizados meios
BSA+KCl em incubagdo de 72h e/ou BSA+sacarose
por 108h. Verifica-se entdo que aincidéncia de Fop nas
sementes é varidvel de acordo com a combinagdo soluto
e tempo de incubagéo.

A permanéncia das sementes sobre o Fop em
meio solido, sem ocorréncia de germinagdo das mes-
mas, por tempo prolongado (144 h) foi possivel em

em razdo da adi¢do de solutos ao substrato, promo-
vendo restri¢do hidrica. Portanto, essa técnica favo-
receu a obtencdo de sementes de feijoeiro comum
com incidéncia diferenciada de Fop, de acordo com
o tempo de incubag&o.

CONCLUSOES

a) A inoculagdo das sementes de feijoeiro
por meio da técnica de restricdo hidrica possibi-
lita a obtencdo de sementes portadoras de F.
oxysporum f. sp. phaseoli em niveis diferenciados de
infeccéo.

b) Os solutos sacarose, cloreto de potassio e
manitol proporcionaram restricdo hidrica ao meio
sblido BSA, suficientes para inibir a germinagao das
sementes durante a col onizagéo por F. oxysporum f.
sp. phaseoli.

¢) O fungo F. oxysporum f. sp. phaseoli néo teve
seu crescimento inibido pelos solutos utilizados durante
a colonizagdo das sementes de feijoeiro.

d) A variagdo nos potenciais osméticos utiliza-
dos néo acarretou mudangas significativas na coloniza-
¢&o0 fungica das sementes pelo F. oxysporum f. sp.
Phaseoli, podendo, portanto, ser utilizado o maior po-
tencial osmatico, -0,8 MPa.

€) Maiores periodos de incubagcdo das sementes
proporcionaram maior porcentagem de sementes col o-
nizadas, havendo, conseqiientemente, diferentes niveis
de infestagéo.
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