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RESUMO

A disponibilidade de sementes com diferentes niveis de infecgdo por fungos, transmissiveis por esta via, ¢ importante na realizagdo
de diversos estudos. Este trabalho teve como objetivo avaliar procedimentos de inoculagdo e periodos de exposi¢do das sementes de
algodoeiro ao Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov), por meio da técnica de restri¢do hidrica, capazes de proporcionar elevados
indices de infecgdo. Para isso, foram comparados os métodos: 1) imersdo das sementes por 10 min em suspensio de conidios (10° conidios/
mL) com incubagdo, em seguida, em substrato com potencial osmético de —1,0 MPa; 2) atomizagdo de suspensdo de conidios (10° conidios/
mL) sobre o substrato ¢ sobre as sementes, e 3) contato direto das sementes com o micélio do fungo previamente desenvolvido no substrato
de papel. Todos os métodos permitiram a obteng¢do de sementes com diferentes potenciais de indculo, equivalentes aos diferentes tempos de
exposi¢do, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h, ao substrato contendo ou néo o fungo previamente desenvolvido. As avaliagdes neste ensaio foram
feitas por meio dos testes de germinagdo em rolo de papel, emergéncia em solo/areia e sanidade. O método mais eficaz foi o de imersdo das
sementes na suspensdo de conidios com incubag@o em substrato de papel com restrigdo hidrica. O periodo de tempo que as sementes devem
ficar em contato com o patégeno, sem afetar a sua qualidade fisiologica, é de 53 ha 57 h.
Palavras-chaves: Sanidade de sementes, testes de sanidade de sementes, fusariose do algodoeiro, Gossypium hirsutum.

ABSTRACT
Methods of inoculation and effects of Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum in cotton seeds

The availability of seeds infected by fungi or other pathogens transmissible by this way is important for several purposes. This work
was conducted to evaluate proceedings of inoculations and period of exposition of seeds to Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum through
the water restriction technique. The following methods were compared: (1) seed immersion in a conidial suspension (10° conidia/mL)
following incubation in substrate with an osmotic potential of —1.0 MPa; (2) atomization of a conidial suspension (10° conidia/mL) upon the
substrate and on the seeds, and (3) direct contact of the seeds with the fungus mycelium, grown upon the substrate. All methods enabled to
obtain seeds with different inoculum potential equivalent to different times, 24, 48, 72, 96 and 120 hours of seed expositions to the fungus.
To evaluate the efficacy of infection, germination tests on roll paper and in soil/sand substrate and Blotter Test were applied. The most
effective method was the immersion of seeds in inoculum suspension followed incubation in substrate with water restriction. The period of
time that seeds should stay in contact with the pathogen, without affecting their physiological quality, was 53 h to 57 h.
Keywords: seed health, seed health tests, cotton wilt, Gossypium hirsutum.

INTRODUCAO

necessidade, de se utilizar sementes contendo indculo
com graus diferenciados de incidéncia. No entanto, a
dificuldade em obter sementes com diferentes niveis de

A maioria das doengas de importdncia econdmica
que ocorre na cultura do algodoeiro ¢ causada por patdgenos

associados as sementes, dentre estes, encontra-se Fusarium

oxysporum f. sp. vasinfectum W.C. Snyder & H.N. Hansen,

agente etioldgico da murcha de fusarium do algodoeiro.
Para auxiliar nos estudos deste patéogeno, ha

Parte da Dissertacdo de Mestrado do primeiro autor. Universidade
Federal de Lavras. Lavras MG 2006.
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infec¢do, tornou a inoculagdo de sementes necessaria para
garantir a reproduc@o da sintomatologia tipica da doenga e
ainda possibilitar a sua aplica¢do em estudos de detecgdo,
patogenicidade, transmissibilidade, melhoramento genético
do hospedeiro, controle, dentre outros (Tanaka et al., 1989;
Tanaka & Menten, 1991).

Os métodos mais simples de inoculacdo de sementes
consistem na imersdo dessas numa suspensdo de esporos
(Tanaka & Menten, 1991) e por meio de contato das
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sementes com a colonia fungica desenvolvida em meios
de cultura convencionais. Por estes métodos, as estruturas
fingicas ficam, em sua maioria, aderidas ao tegumento das
sementes, ndo sendo garantido o processo de infec¢o, e sim
o de contaminagdo (Tanaka & Menten, 1991; Machado et
al., 2001). Estes métodos apresentam como desvantagem o
limite do tempo de exposi¢do das sementes ao fungo, visto
que as sementes podem iniciar o processo de germinacdo em
curto periodo de tempo, ndo produzindo niveis satisfatorios
de infecglo para determinadas finalidades (Machado ef al.,
2001).

O emprego do principio de condicionamento
fisioldgico, ja conhecido em tecnologia de sementes visando
a potencializagdo do processo de germinacdo de algumas
espécies, foi testado como parte de uma metodologia de
inoculagdo de sementes com alguns fungos e bactérias
de interesse no Brasil (Machado & Langerak, 2002). Por
meio desta técnica, a inoculacdo de sementes tornou-
se mais eficiente e bastante promissora para todos os
patossistemas estudados (Machado et al., 2007; Costa et
al., 2003; Machado et al., 2004). A metodologia consiste na
exposi¢ao das sementes ao fungo desenvolvido em meio de
cultura contendo um restritor hidrico por diferentes periodos
de tempo, possibilitando a obtencdo de sementes com
diferentes niveis de indculo (Sousa et al., 2002). A vantagem
da técnica da restricdo hidrica sobre outros métodos de
inoculagdo, como imersdo das sementes em suspensdo de
esporos ou, simplesmente, o contato limitado destas com a
coldnia do fungo em meio convencional, ¢ a obtencdo de
sementes com diferentes niveis de indculo e a utiliza¢do
destas, apds secagem, por periodos de armazenamento mais
prolongados.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a eficacia
de procedimentos de inoculacdo por meio da técnica de
restricdo hidrica e testar diferentes periodos de exposi¢do
das sementes de algodoeiro ao fungo Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos em cémaras de
incubag¢do e de crescimento vegetal do Laboratério de
Patologia de Sementes da Universidade Federal de Lavras
no ano de 2005. Foram utilizadas sementes da cultivar
Delta Opal, deslintadas mecanicamente pelo fornecedor.
Inicialmente, as sementes foram submetidas aos testes
de germinacdo e sanidade para avaliacdo da qualidade do
lote. Apds a analise do perfil inicial, as sementes foram
desinfestadas com hipoclorito de soédio a 1% por um
minuto, enxaguadas trés vezes em agua destilada e secas
ao ar durante 24 horas.

Parainocular as sementes, utilizou-se cinco isolados
de F. oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov 07, Fov 27, Fov
101,CNPA 0007 e MT01) obtidos de diferentes localidades
do pais. A patogenicidade dos isolados foi testada usando
o método de imersdo das raizes em suspensdo de conidios
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ajustada para 10° conidios/mL (Assigbetse et al., 1994).
A inoculacdo foi realizada considerando cada isolado,
separadamente, nos trés métodos testados. Os isolados
foram transferidos para placas de Petri, contendo meio
BDA, ¢ incubados em BOD com temperatura de 25 + 2°C
e fotoperiodo de 12 h, durante sete dias. Apos esse periodo,
adicionou-se 10 mL de agua destilada estéril a cada placa,
obtendo uma suspensao de conidios, de cada isolado, que foi
ajustada para a concentragdo de 10 conidios/mL e utilizada
nos trés métodos de inocula¢do de sementes, conforme
descrito a seguir.

Método 1 — Imersido das sementes na suspensio de
conidios por 10 minutos e contato com substrato contendo
restritor hidrico

Sementes, previamente desinfestadas em hipoclorito
de sddio a 1% por um minuto, foram imersas na suspensao
de conidios de cada isolado ¢ mantidas, nessa condi¢o, por
10 min. Em seguida, foram colocadas em bandeja plastica
contendo como substrato trés folhas de papel germitest
esterilizado e umedecido em meio BDA + manitol com
potencial osmotico ajustado para —1,0 MPa. Este potencial
foi alcancado pela adi¢do de 46,3 g de manitol indicado
pelo software SPPM para a temperatura de 20 °C (Michel
& Radcliffe, 1995). De acordo com a literatura, o potencial
osmotico de -1,0 MPa ndo interfere no desenvolvimento
de F. oxysporum f. sp. vasinfectum, além de ndo favorecer
a germinagdo das sementes de algodoeiro. No entanto, a
germinagdo pode ocorrer, caso as sementes permanegam
por longos periodos sob restricdo hidrica, o que seria
desvantajoso com relacdo a qualidade fisioldgica dessas
sementes (Machado et al., 2007).

Com o intuito de reduzir o espaco na camara de
incubacdo, foram colocadas cinco camadas de substrato
contendo sementes emergidas na suspensdo de conidios,
de um mesmo isolado, em cada bandeja. As camadas
corresponderam aos diferentes periodos de incubagdo, sendo
eles 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h, respectivamente. Para evitar
contaminag¢do externa, as bandejas foram cobertas com plastico
transparente esterilizado em formol e transferidas para camara
de incubacdo com temperatura de 20 =+ 2 °C e fotoperiodo de 12
h. Na medida em que o tempo de incubagdo pré-determinado
fora alcangado, retirava-se uma camada do substrato contendo
sementes. A testemunha constou de sementes imersas em agua
destilada e esterilizada por 10 min e incubadas nas mesmas
condigdes.

Método 2 — Atomizacio do inoculo sobre o substrato de
papel e sobre as sementes

O substrato, constituido de forma semelhante ao
método 1 (trés folhas de papel germitest esterilizadas e
previamente umedecidas em meio BDA liquido com
potencial osmoético ajustado para—1,0 MPa), foi atomizado
inicialmente com suspensao de conidios, de cada isolado e,
apos a disposi¢do das sementes sobre o mesmo, procedeu-
se uma nova atomizag¢do. Conforme descrito no método
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1, as bandejas continham cinco camadas de substrato
com sementes, sendo cada camada, correspondente aos
diferentes periodos de incubagdo. Como testemunha,
atomizou-se agua destilada e esterilizada sobre o substrato
contendo sementes sem o fungo.

Método 3 — Contato direto das sementes com o micélio
do fungo

O substrato foi atomizado com a suspensdo de conidios
de cada isolado, conforme descrito no método 2, e incubado
em camara com temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de
12 h durante trés dias. Apos o desenvolvimento micelial
do fungo, as sementes foram colocadas sobre as coldnias,
em camada simples, ¢ mantidas por diferentes periodos
de exposi¢do, conforme indicado no método 1. Como
testemunha, as sementes foram colocadas em contato com o
substrato umedecido e livre de in6culo.

Ap0s a incubagdo em cada periodo (24 h, 48 h, 72 h,
96 h e 120 h) as sementes, de todos os métodos comparados
neste trabalho, foram retiradas e secas, separadamente, em
temperatura ambiente por 72 h. Em seguida, as sementes
foram colocadas em sacos de papel e armazenadas, em
camara fria e seca, onde permaneceram, até a realizagdo de
todos os testes.

Comparacido de diferentes métodos de inoculacio de
Fov em sementes de algodoeiro em relagdo a sanidade,
germinacio e emergéncia

Neste ensaio, realizou-se a mistura das sementes
de todos os periodos de incubagdo (24, 48, 72, 96 e 120
h), de cada isolado separadamente, obtendo uma amostra
composta de proporgdes iguais (20%). Em seguida, estas
foram submetidas aos testes de sanidade, germinagdo e
emergéncia em solo e areia.

Para a avaliagdo da sanidade, realizou-se uma
segunda desinfestagio das sementes inoculadas com
hipoclorito de sodio 1% por 30 s e, novamente, secas ao ar
por 12 h. Como a inoculagdo foi realizada com suspensdo
de conidios e/ou micélio do fungo crescido em meio de
cultura, a desinfestacdo das sementes, apos a inoculagdo,
serviu para reduzir o indculo externo que pode interferir no
resultado do teste de sanidade ¢ superestimar a porcentagem
de sementes que, de fato, foi infectada pelo patogeno. Apos
esse procedimento, foram distribuidas 25 sementes em
placas de Petri, de 15 cm de diametro, contendo trés folhas
de papel de filtro previamente esterilizadas e umedecidas em
calda agarizada (4gar-agua a 2%) com manitol, obtendo-se o
potencial osmoético de —1,0 MPa (Machado ef al., 2007). As
placas contendo as sementes foram incubadas a temperatura
de 20 £ 2 °C, fotoperiodo de 12 h, por sete dias. Ao final
desse periodo, foi examinada cada semente individualmente
ao microscdpio estereoscopico, verificando-se a incidéncia
de F oxysporum f. sp. vasinfectum. A incidéncia foi obtida
por meio da porcentagem de ocorréncia do patéogeno nas
sementes analisadas.

O teste de germinagdo em laboratorio foi conduzido
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com quatro repeti¢des de 50 sementes sobre papel germitest
umedecido com agua destilada, conforme descricdo nas
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992). Os rolos de
papel foram colocados em germinador regulado a temperatura
de 25 °C, por sete dias. Realizou-se a contagem de sementes
germinadas e o numero de plantulas com sintomas. Para a
avaliagdo de sintomas, foram realizados cortes no hipocotilo
das plantulas, atribuindo-se notas conforme a intensidade
das lesdes, sendo: 0 (sem sintoma); 1 (escurecimento
vascular); 2 (morte das plantulas). Os dados de severidade
foram ponderados pelo indice de McKinney (1923).

A avaliagdo da emergéncia de plantulas em substrato
composto por solo e areia foi realizada em caixas plasticas
com dimensdes de 48x29x09 cm, com substrato composto
por areia e solo, na propor¢do de 1:1, previamente tratado
com brometo de metila. O céalculo da quantidade de agua
necessaria para atingir 70% da capacidade de campo foi
realizado segundo recomendagdes das Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 1992).

Foram semeadas 50 sementes por caixa sendo quatro
repeticdes por tratamento. Apds a semeadura, as caixas
foram mantidas em camara de crescimento vegetal com
temperatura de 25 + 3 °C e fotoperiodo de 12 horas, durante
21 dias. As variaveis analisadas foram: indice de velocidade
de emergéncia (IVE), estande final, altura de plantulas e
indice de doenga. O indice de velocidade de emergéncia
foi determinado pela contagem didria de plantulas que
apresentaram o cotilédone, exposto acima do solo até a
estabilizacdo do estande e calculado pela férmula proposta
por Maguire (1962).

A severidade foi avaliada por meio do indice de
doencga ponderado por McKinney (1923). A escala de notas
utilizada para o célculo do indice de doenga foi proposta por
Nascimento et al. (1995), sendo: 0 (auséncia de sintomas);
1 (presenga de escurecimento vascular confinado a raiz
principal; epinastia); 2 (sintomas externos iniciais da doenga
- clorose e murcha - e escurecimento vascular atingindo
o terco inferior do caule); 3 (sintomas bem definidos da
doenga - clorose, murcha e seca de folhas - ¢ escurecimento
vascular atingindo o ter¢o médio da planta); 4 (Sintomas
bem definidos da doenga e escurecimento atingindo o tergo
superior da planta ou plantas mortas).

Os testes de sanidade e de germinagdo foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado e
o teste de emergéncia em blocos casualizados, todos com
quatro repeticdes. A analise de variancia foi realizada em
esquema fatorial 6 x 3 ([5 isolados + 1 controle] x métodos
de inoculag@o). As analises estatisticas foram realizadas no
programa Sisvar (Ferreira, 2000) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P <5%).

Comparacio de diferentes métodos de inoculacio de
Fov em funcéo do periodo de exposicio das sementes ao
patoégeno sob restriciio hidrica

Com base no teste de patogenicidade, realizado
previamente, foi utilizado o isolado Fov 27 para realizar

43



M.V. Sousa et al.

este ensaio. As sementes com diferentes niveis de inoculo
de F. oxysporum f. sp. vasinfectum, obtidas em fun¢do dos
diferentes tempos de exposi¢do (24 h, 48 h, 72 h, 96 h ¢
120 h), foram semeadas em caixas plasticas contendo como
substrato solo e areia na propor¢do de 1:1. Em seguida, as
caixas plasticas foram colocadas em cdmara de crescimento
vegetal com temperatura ajustada para 25+ 3 °C, fotoperiodo
de 12 h, por 21 dias. Como tratamento controle utilizou-se
sementes ndo inoculadas. O calculo da quantidade de agua
necessaria para atingir 70% da capacidade de campo foi
realizado segundo recomendagdes das Regras para Analise
de Sementes (Brasil, 1992).

Avaliou-se diariamente o numero de plantulas
emergidas até a estabilizagdo do estande. Estes dados foram
ponderados para indice de velocidade de emergéncia (IVE)
segundo Maguire (1962). Aos 21 dias, foram realizadas as
avaliagdes de estande final, altura de plantulas e severidade da
doenga. A severidade foi ponderada pelo indice de McKinney
(1923).

O ensaio foi conduzido em blocos casualizados com trés
repeticdes de 50 sementes por bandeja. A analise de variancia
foi realizada em esquema fatorial 5x3x2 (tempos de exposi¢ao
das sementes x métodos de inoculagdo x inoculo [com e sem
fungo]). As andlises estatisticas foram realizadas no programa
Sisvar (Ferreira, 2000) e as médias ajustadas a um modelo de
regressdo ou teste de médias, conforme a natureza dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelo teste de sanidade ndo foi observado o crescimento
do patégeno em sementes ndo inoculadas. De acordo com o
teste de Tukey (P <0,05), observou-se diferenca significativa na
porcentagem de incidéncia de F. oxysporum f. sp. vasinfectum
nas sementes entre os métodos de inoculagdo somente para os
isolados CNPA 0007 e MT 01. A maior incidéncia do patdgeno

foi constatada nas sementes inoculadas pelo método de imerséo
das sementes na suspensdo de conidios (método 1) (Tabela 1).
Com relagio a porcentagem de germinagao, os isolados
reagiram diferentemente em cada método de inoculacdo
aplicado (Tabela 1). Esta variagdo na reagdo entre os isolados
pode ser explicada por sua agdo patogénica sob condigdes
favoraveis a infec¢@o e colonizagdo do patdogeno em sementes.
Para os isolados, Fov 27 e CNPA 0007, considerados mais
virulentos pelo teste de patogenicidade, ndo houve diferenga
quanto a eficacia entre os métodos de inoculagdo estudados.
Por outro lado, para os isolados, considerados menos
virulentos (Fov 07 ¢ MT 01), os métodos de inoculagdo em
que as sementes permaneceram em contato com os conidios
apresentaram porcentagem de germinagdo superior ao método
em que as sementes permaneceram em contato com o micélio
fungico desenvolvido sobre o substrato. Contudo, a redugio da
porcentagem de germinagdo, em cada método de inoculagio,
quando comparado com o tratamento controle (sementes nao
inoculadas), foi resultado da presenga do patdgeno nas sementes.
Sob condi¢des ideais para o desenvolvimento do patégeno que
sdo fornecidas no teste de germinagdo (temperatura e umidade),
observou-se que os métodos de inoculagdo influenciaram na
germinagdo das sementes, principalmente em relagdo aos
isolados Fov 27 e CNPA 0007, que reduziram a porcentagem
de germinag@o em todos os métodos de inoculagdo (Tabela 1).
A decisdo de se concentrar os estudos em metodologia
na qual se lanca mio do recurso da restricdo hidrica ou
condicionamento fisioldégico das sementes foi tomada
considerando que por outros métodos de inoculagdo, como por
exemplo, a imersdo das sementes na suspensdo de conidios
(Tanaka & Menten, 1991), perde-se vantagem no que tange a
manutencdo da viabilidade das sementes apds a sua inoculagdo.
Outra vantagem ¢ a possibilidade de obter sementes com
diferentes niveis de in6culo onde o processo de infecg@o pode
ser controlado por meio da restri¢do hidrica. Baseado nestes

TABELA 1 — Incidéncia, Germinagdo de sementes e indice de doenga em plantulas de algodoeiro inoculadas com diferentes
isolados de Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) em trés métodos de inoculacido com restri¢do hidrica

Fov Incidéncia (%) Germinacio (%) Indice de doenc a (%)
Métodos de Inoculacao

I/a Z/b 3/c 1/a 2/b 3/c l/a 2/h 3/c
Controle 0aC 0aB 0aB 69 bA 70 bA 86 aA 0aC 0aD 0aC
Fov 07 52aAB 47aA  50aA 54abA 56aAB 41bBC 37aB 31aC 38aB
Fov 27 68 aA 43 aA 43 aA 0aB 0aE 2aD 88aA 82aA 88aA
Fov 101 37 aB 28aA 2l aA 53 aA 35bCD 53 aB 28aB 37aC 40 aB
CNPA 0007 78 aA 42bA  30bA 5aB 20 aD 5aD 76 aA  57bB  82aA
MT 01 67 aA 31bA  39abA 57 aA 52aBC  29bC 26aB  27aC 33 aB
CV (%) 20,89 21,64 18,30
DMS 32,28 17,38 16,47

As médias com mesma letra, minascula nas linhas, e maitscula nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
= imersdo das sementes por 10 minutos na suspensdo de 10° conidios/mL e incubagdo em substrato com restrigdo hidrica; ®
= atomizagdo do indculo na concentragdo de 10° conidios/mL sobre o substrato com restrigdo hidrica e sobre as sementes; *© =

sementes em contato com micélio do fungo.
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resultados ficou evidenciado que a eficacia das metodologias de
inoculag¢@o, comparadas neste trabalho, reforcam os resultados
de outros estudos (Machado ef al. 2004; Aratjo et al., 2006;
Machado et al.,2007). Estes autores observaram que Fov quando
inoculado em sementes de algodoeiro sob diferentes potenciais
osmoéticos (-0,4 a -1,0 MPa), provocou redugio da germinagdo
e conseqiiente aumento da porcentagem de sementes mortas.
Neste caso, os autores associaram a infecgdo das sementes com
o aumento no periodo de exposigdo das sementes ao patogeno,
que pode ser proporcionado com o potencial osmoético mais
negativo.

Os resultados observados para a intensidade da doenga,
em todos os métodos, evidenciaram a maior viruléncia
dos isolados Fov 27 e CNPA 0007, sendo que as sementes
inoculadas com o isolado Fov 27 apresentaram indice de
doenca semelhante nos trés métodos avaliados. Considerando
os diferentes isolados, os métodos de imersdo das sementes
na suspensdo de conidios (método 1) e contato direto com
o micélio (método 3) destacaram-se como os mais eficazes
para causar infec¢do de sementes, ndo havendo diferenga
significativa entre eles (Tabela 1).

Com relagdo a emergéncia de plantulas em solo e
areia, os métodos de inocula¢do apresentaram diferenca
significativa apenas para as variaveis, estande final e altura de
plantulas. O método de imersdo das sementes na suspensao
de conidios (método 1) proporcionou a redugido do estande
e a obten¢do de plantulas menores quando comparado
aos demais métodos de inoculacdo, o que pode ter sido o
resultado de um maior nivel de infeccdo das sementes
inoculadas por este método (Tabela 2). Entretanto, deve-se
lembrar que um método de inoculacdo ideal deve garantir
a infec¢do de sementes e manter de forma satisfatoria seu
poder germinativo para posterior utilizagdo (Machado ez al.,
2004).

TABELA 2 — Indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande
final, altura e indice de doenga (ID) em plantulas de algodoeiro,
provenientes de sementes submetidas a trés métodos de inoculagdo
com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (FOV 27) em sementes
de algodoeiro

Método de IVE Estande Altura ID
Inoculacao final (%) (cm) (%)
12 7462 64,92b 70b  645a
Z/b 791 a 70,50 a 7,3 ab 6,18 a
3/0 8,16a 71,67 a 7,7 a 531a
CV(%) 14,99 10,44 11,62 20,06
DMS 0,82 5,02 0,59 1,40

As médias com mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

= imersdo das sementes por 10 minutos na suspensdo de 10° conidios/
mL e incubagdo em substrato com restrigdo hidrica; * = atomizagdo
do in6culo na concentra¢do de 10° conidios/mL sobre o substrato com
restri¢do hidrica e sobre as sementes; © = sementes em contato com
micélio do fungo.
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O método de inoculagdo por imersdo das sementes em
suspensdo de conidios por um determinado periodo de tempo,
ja foi objeto de estudo em outros trabalhos (Halfon-Meiri &
Volcani, 1977; Tanaka & Menten, 1991). Este método apresenta
como desvantagem a caracterizagdo, apenas, do processo
de contaminagdo e ndo infecgdo. Além disso, a secagem das
sementes pode resultar na morte da maioria dos conidios por
ressecamento (Tanaka & Menten, 1991). No presente trabalho,
estas desvantagens foram superadas pela técnica da restri¢ao
hidrica, na qual apos a imersao, as sementes foram submetidas
a diferentes periodos de exposi¢do sob restricdo hidrica,
garantindo uma maior infec¢do das sementes.

Sabe-se que a discrepancia de resultados revelados
pelos dois testes de avaliagao aplicados, teste de germinagao
em laboratdrio e emergéncia em solo e areia, ¢ compreensivel
com base nos principios e fundamentos de fitopatologia. Para
que uma doenga venha a ocorrer, é necessario que aconteca a
interacdo patogeno, hospedeiro e ambiente (Agrios, 2005). Caso
haja alteragdo de um desses componentes como o ambiente,
podem ocorrer variagdes na incidéncia e na severidade da
doenga. Neste trabalho, ao mudar o substrato de papel para
solo e areia em ambos os testes, observou-se uma acentuada
redugdo nos indices de doenca, havendo valores mais elevados
para o teste de germinagdo em laboratdrio. Isso pode ser devido
as condi¢des mais favoraveis que o teste de germinacdo em
rolo de papel proporciona ao desenvolvimento das sementes
e, conseqiientemente, do patdgeno. Isto também foi observado
por Henning & Franga Neto (1980) e por Machado et al. (2001)
com relagdo ao patossistema Phomopsis sojae e sementes de
soja. Este patogeno teve um comportamento mais agressivo em
teste de germinacdo em laboratdrio do que em emergéncia em
solo e areia. Este fato, provavelmente, ¢ devido ao mecanismo
de escape no qual a plantula, ao emergir, libera o tegumento
infectado no solo enquanto que, no teste de germinagao (rolo de
papel) o tegumento permanece em contato com os cotilédones,
por um periodo de tempo maior.

Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), a
auséncia de diferenga significativa entre os tratamentos, para
os trés métodos de inoculagdo, pode estar relacionada as
condi¢gdes de restricdo hidrica, que foram as mesmas em
todos os casos (Tabela 3). Comparando-se os isolados,
pode-se observar diferenga significativa entre eles para
todas as variaveis analisadas. As plantulas emergidas do
tratamento controle, cujas sementes ndo foram inoculadas,
permaneceram isentas do patogeno diferenciando-se
das inoculadas apenas com relagdo ao indice de doenga
(Tabela 3).

Dos trés métodos avaliados neste ensaio, observou-se
que o de inoculagdo por imersdo das sementes na suspensio
de conidios por 10 min com posterior incuba¢do em restri¢ao
hidrica (método 1), possibilitou a maior ocorréncia de sementes
infectadas. Este método, provavelmente proporcionou a maior
concentragdo e adesdo de conidios nas sementes inoculadas.

Os métodos de inoculacdo comparados neste
estudo apresentaram como vantagens a facilidade de
execucdo, a sua eficicia na producdo de sementes
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TABELA 3 — Indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande
final, altura e indice de doenca (ID) em plantulas de algodoeiro,
provenientes de sementes inoculadas com diferentes isolados de
Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov)

Fov IVE Estande Altura ID
Final (%) (cm) (%)
Controle 8,45a 77,83 a 7,7 a 0,00 d
Fov 07 8,29 a 74,33 a 7,8 a 3,68 ¢
Fov 27 748 ab 63,00 bc 7,0 ab 10,12 a
Fov 101 8,47 a 72,33 a 7,8 a 6,18 bc
CNPA 0007 6,58 b 55,83 ¢ 7,3 ab 9,38 ab
MT 01 7,78 ab 70,83 ab 6,5b 6,53 abc
CV (%) 14,99 10,44 11,62 20,06
DMS 1,42 8,71 1,03 3,62

As médias com mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (P<0,05).

infectadas, a padronizagdo da concentracdo de indculo
e a possibilidade de uso destas sementes inoculadas por
periodos mais prolongados. Como limitagdo, pode ser

A Sementes inoculadas
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R*=97.95

w
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citada a necessidade de maior controle da assepsia dos
materiais envolvidos na opera¢do, uma vez que as chances
de contaminagdes externas passem a ser mais evidentes.

Efeito do periodo de exposicio das sementes ao isolado
Fov 27 sob condicdes de restricio hidrica

O nivel de indculo presente nas sementes influencia
o nivel de germinagéo ¢ a taxa de transmissao de patégenos,
podendo causar morte em pré e pos-emergéncia de plantulas
(Tanaka, 1994; Machado, 1994; Machado & Pozza, 2005).
No entanto, com a técnica de restri¢@o hidrica, da forma como
vem sendo utilizada, os métodos de inoculag¢@o possibilitam
a infec¢do de sementes com diferentes niveis de inoculo de
acordo com o tempo de exposi¢do da semente ao patdgeno
(Machado et al., 2001). Neste trabalho, o maior tempo de
contato das sementes com a colonia fungica provocou o
aumento da infecgdo das sementes pelo patégeno, causando
a reducdo no indice de velocidade de emergéncia e no
estande final (Figura 1A). As sementes expostas ao fungo
por cinco dias (120 h) sofreram maior pressdo de indculo,
refletindo em menor porcentagem de germinacdo. Contudo,

B Sementes nao inoculadas
14, y1=0,0282x + 9,746

R?=98,12
13 1 y.=0.029x + 9,655

R*=99,07
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o
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60 ‘ ‘ : ‘
24 48 72 96 120
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FIG. 1 - Indice de velocidade de emergéncia (IVE) (A e B) e estande final (C e D) proveniente de sementes de algodoeiro inoculadas e ndo
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum com diferentes métodos em fun¢do do tempo de exposi¢ao das mesmas ao fungo.
1 = Imersao das sementes na suspensio de conidios por 10 minutos e contato com substrato contendo restritor hidrico; 2 = Atomizagao do
indculo sobre o substrato de papel e sobre as sementes; 3 = Contato direto das sementes com o micélio dos fungos.
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¢ preciso considerar que apenas o condicionamento osmatico
também pode exercer influéncia na germinagdo de sementes
(Figura 1B). Como houve um acréscimo no valor de vigor
em sementes sem indculo, o decréscimo desse valor em
sementes inoculadas pode ser atribuido a intera¢do patogeno-
semente.

O condicionamento fisioldgico (restricdo hidrica)
em algoddo pode influenciar na germinagao e no vigor de
sementes dependendo das condig¢des de estresse, além de
ser uma alternativa vidvel para maximizar o desempenho
de germinagdo sob qualquer condigdo. No entanto,
concentragdes salinas ou restrigdes hidricas no substrato,
naquele estudo, contribuiram para uma leve redugido do
vigor das sementes. No presente trabalho onde a restricdo
hidrica foi de —1,0 MPa, observou-se que o ponto maximo
do indice de velocidade de emergéncia, considerando a
curva obtida nos trés métodos de inoculagdo, variou de 53
h a 57 h de exposi¢do das sementes (Figura 1A). Em outro
estudo conduzido por Machado et al. (2004), a influéncia de
Colletotrichum gossypii, C. gossypii var. cephalosporioides,
Botryodiplodia theobromae e Fov em sementes de algodao,
inoculadas sob restri¢do hidrica, variou em fun¢ao do periodo
de exposi¢do das sementes a estes fungos. Para infectar as
sementes foi necessario prolongar o tempo de exposi¢do por
mais de 48 h. Nestas circunstancias, estes fungos provocaram
a morte de sementes quando expostas a um maior periodo de
tempo, devido ao maior potencial de in6culo.

A medida que houve aumento do periodo de
exposicdo das sementes livres do patdgeno a restricdo
hidrica, o indice de velocidade de emergéncia também foi
maior (Figura 1B). No entanto, sob estas condicdes, tanto
nas sementes inoculadas como nas livres do patégeno, foi
observada a redu¢@o do estande final (Figura 1C e 1D).
Comportamento parecido foi observado com a cultura da
cebola, onde foi possivel verificar a redug@o na germinag@o
das sementes submetidas ao condicionamento osmotico, no
entanto, houve incremento na velocidade de emergéncia
quando o periodo de exposi¢do foi prolongado por até oito
dias (Lopes et al., 1996).

Com relagdo a severidade, a porcentagem de doenga
aumentou com o aumento do periodo de exposi¢do das
sementes ao patogeno. Com 48 h de exposi¢do das sementes
ao fungo, a severidade foi de 27-29% para os trés métodos de
inoculagio estudados. No entanto, nos periodos de exposigdo
de 96 ¢ 120 h, pelo método de inocula¢do de imersdo das
sementes na suspensio de conidios (método 1), o indice
de doenca (ID) foi maior quando comparado ao método de
contato direto das sementes ao micélio do fungo (método 3),
evidenciando o processo de infec¢do (Figura 2).

O método de inoculagdo pela imersdo das sementes
na suspensdo de conidios por 10 min. mostrou-se o mais
eficaz na obteng¢do de sementes infectadas com Fov, sendo o
periodo de 53 h a 57 h, de contato das sementes na restri¢ao
hidrica, o que proporcionou a obtencdo de sementes
infectadas sem afetar sua qualidade fisioldgica.

Esses resultados representam um avanco nos estudos

Tropical Plant Pathology 33 (1) January - February 2008

45 y1 =0,148x + 21,567

R?=98,13

40 y2=0,1184x +21,188 4
R?=9521

35

y3 = 0,0506x + 24,681
R?=94.42

S 30
=}
25
20
15
24 48 72 96 120

Tempo exposi¢ao ao fungo (h)

¢l H2 A3

FIG. 2 — indice de doenca (%) em plantulas de algodoeiro
provenientes de sementes inoculadas com trés métodos em fungio
do tempo de exposicdo das mesmas ao fungo. 1 = Imersdo das
sementes na suspensdo de conidios por 10 minutos e contato com
substrato contendo restritor hidrico; 2 = Atomizac¢do do indculo
sobre o substrato de papel e sobre as sementes; 3 = Contato direto
das sementes com o micélio do fungo.

com esse patogeno associado as sementes. Por ser de
dificil deteccdo e apresentar baixa transmissdo da planta
para a semente, a técnica da restricdo hidrica possibilitou
a obtencdo de sementes efetivamente infectadas pelo
patégeno, as quais poderdo ser utilizadas em estudos, tais
como transmissibilidade do patéogeno da semente para a
planta, considerando os diferentes niveis de inoculo que a
técnica pode proporcionar.
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