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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo detectar e
identificar fungos endofiticos em sementes de caupi (Vigna
unguiculata), TPA-201, TPA-202, IPA-204, TPA-205 e IPA-206,
procedentes dos municipios de Serra Talhada e Caruaru, bem como
verificar a influéncia desses microrganismos na germinagdo das
sementes. Foram analisadas 400 sementes de cada cultivar, pelo
método do papel de filtro, que demonstrou a presenga de 71
espécies fungicas compreendidas em 23 géneros. Os mais
freqiientes foram Aspergillus, Penicillium e Fusarium,
correspondendo a 81,44% do total de colonias encontradas. Com
relagdo a qualidade das sementes, as maiores incidéncias foram

observadas nas sementes cultivadas em Serra Talhada, possi-
velmente pelo tempo de armazenamento. Os fungos afetaram a
germinacado, principalmente, nas cultivares IPA-201 e [PA-202 de
Serra Talhada com percentuais de germinagdo correspondentes a
53,2 e 65,5%, respectivamente. A presenca dos fungos foi
observada nas sementes causando necrose nos cotilédones, radicula
e folhas primarias, originando plantulas anormais. As sementes
da cultivar IPA-206 apresentaram melhor padrdo de sanidade e
germinagdo.

Palavras-chave adicionais: identificacdo fungica,
sanidade, patologia de semente.

ABSTRACT
Detection of endophytic fungi in cowpea seeds from Serra Talhada and Caruaru, Pernambuco, Brazil

The purpose of the present work was to investigate and
identify endophytic fungi in seeds of cowpea (Vigna
unguiculata) cultivars, IPA-201, IPA-202, IPA-204, IPA-205,
and IPA-206 from Caruaru and Serra Talhada counties, and
evaluate the influence of those microorganisms on germination.
Four hundred seeds of each cultivar were analyzed by blotter
test method, which revealed the presence of 71 fungus species
involving 23 genera. The most prevalent genera were
Aspergillus, Penicillium and Fusarium, corresponding to
81.44% of all the colonies found. The highest contamination

index was observed in the seeds from Serra Talhada, which
shows an association between higher numbers of fungal colonies
with longer storage time. The influence of microorganisms on
germination was observed mainly in IPA-201 and IPA-202
cultivars from Serra Talhada, with a percentage corresponding
to 53.25% and 65.50%, respectively. The presence of fungi
was observed in the seeds, causing necrosis in cotyledon, root
and primitive leaf and generating abnormal seedlings. In the
IPA-206 cultivar higher performance was shown in both seed
health and viability.

O caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] apresenta
grande importancia sdcio-econdmica para o Estado de
Pernambuco. E uma cultura adotada basicamente por
pequenos produtores rurais que utilizam a mao-de-obra
familiar e que contribui para a permanéncia do homem no
setor rural. Entretanto, esta cultura apresenta varios entraves,
dentre os quais se destaca a falta de adogdo de tecnologia,
principalmente em relagdo aos insumos, onde o agricultor
recorrendo ao uso de graos como sementes, sem tratamento
adequado, contribuindo assim para o surgimento de doengas.

A maioria dos agentes etiologicos das doengas do caupi
¢ transmitida por sementes, principalmente as causadas por
fungos que reduzem o poder germinativo ¢ podem ser
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disseminados, estabelecendo assim focos primarios de
infec¢do em novas areas de cultivo (Machado, 1994).

A semente ¢ considerada um dos meios mais eficientes
na disseminacdo de patégenos, os quais podem estar
infestando-as ou infetando-as, dependendo da sua localizagao
(Agarwal & Sinclair, 1987). Apos a infecgdo, geralmente os
fungos xerofilos ou tolerantes as condigdes secas produzem
propagulos de resisténcia, como clamidosporos, esclerdcios
ou micélios dormentes, capazes de permanecer viaveis por
muito tempo nas sementes.

A ma qualidade sanitaria das sementes contribui para
a sua baixa germinacdo, redu¢do do niimero de plantas no
estande, podriddes radiculares, murchas e, conseqiientemente,
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baixo rendimento da cultura.

E grande a diversidade fingica encontrada em semen-
tes de caupi, principalmente géneros como Penicillium Link.,
Aspergillus Link. e Curvularia Boedjn. Barros & Menezes
(1981) obtiveram uma frequéncia de 65,6% dos dois primeiros
géneros em 32 espécies de fungos detectados em caupi. Além
destes, outros géneros sdo comuns em sementes dessa cultura,
como: Alternaria Ness., Botryodiplodia Sacc., Chaetomium
Kunze: Fr., Cladosporium Link., Epicoccum Lk., Fusarium
Link., Macrophomina Petr., Phomopsis Sacc., Rhizopus Ehr.,
Torula Pers., Trichoderma Pers., € Trichothecium Link.
(Oliveira & Bolkan, 1981). Dos 15 géneros encontrados em
sementes de caupi, por estes dois pesquisadores, apenas
Macrophomina, Botryodiplodia, Phomopsis e Fusarium
foram patogénicos. Porém, Torres et al. (1997) relataram que
apesar da constante presenga de Aspergillus niger Thiegh.,
A. flavus Link, Trichoderma sp. e Penicillium digitatum
(Pers.: Fr.) Sacc., com freqiiéncias de 51, 12, 2 ¢ 1%, respec-
tivamente, os lotes de sementes analisados ndo mostraram
seu vigor afetado.

Objetivando avaliar a populagdo fingica endofitica das
sementes, bem como analisar o poder germinativo, foram
utilizadas cinco cultivares, IPA-201, IPA-202, IPA-204, IPA-
205 e IPA-206, adquiridas da Empresa Pernambucana de
Pesquisa Agropecuaria (IPA), oriundas dos municipios de
Serra Talhada, cultivadas no ano agricola de 1995, e de
Caruaru, cultivadas em 1996.

Amostras de 4.000 sementes de caupi foram inicial-
mente desinfestadas por 5 min em imersdo de solucdo de
hipoclorito de sodio (NaOCl), a 1,5% de cloro ativo, seguida
de duas lavagens com agua esterilizada. As sementes foram
plaqueadas em caixas gerbox, previamente desinfestadas por
exposicdo a luz ultravioleta (UV) durante 20 min, contendo
papel de filtro esterilizado e umedecido com 5 ml de agua
destilada e estéril. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 5x2x20, (cinco tratamentos,
duas localidades e 20 repeti¢cdes), sendo a unidade
experimental representada por uma caixa gerbox contendo
20 sementes. As sementes foram incubadas em condigdes de
fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h escuro, a temperatura de
aproximadamente 28 °C, durante sete dias. Apos esse periodo,
o percentual de germinagdo foi quantificado, considerando-
se como sementes germinadas aquelas que apresentaram
emissdo de suas estruturas principais, como radicula e
cauliculo (Rocha, 1975). Paralelamente, foi efetuado o
levantamento da populagdo fungica das sementes. As colonias
que se desenvolveram sobre as sementes foram transferidas
para meio batata—dextrose—agar (BDA), para posterior
identificacdo. A identificagdo das espécies fungicas foi
realizada em microculturas, conforme Sutton (1980), com
posterior montagem das laminulas em laminas, coradas com
Azul de Amann, para observacdo das estruturas ao
microscdpio optico.

Para viabilizar a identificacdo de algumas espécies de
fungos como Penicillium e Aspergillus foi utilizado o meio
especifico Czapek Yeast Extract Agar-CYA (K,HPO,, 1,0 g;
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Czapek concentrate, 10 ml; Yeast extract, 5,0 g; Sucrose, 30
g; Agar, 15 g; dgua destilada, 1000 ml). Esse substrato
permitiu avaliar a colorago, reverso, borda, textura e didmetro
das colonias, e associar estas caracteristicas a morfologia dos
respectivos fungos (Pitt, 1985; Singh et al., 1991). Os demais
isolados fungicos foram identificados de acordo com as
caracteristicas morfologicas, seguindo-se a literatura espe-
cifica disponivel.

Os resultados obtidos em relagdo a populagdo fungica
endofitica encontrada nas cultivares de caupi IPA-201, IPA-
202, IPA-204, IPA-205 ¢ IPA-206 encontram-se na Tabela 1.
Foram detectadas e identificadas 71 espécies de fungos com-
preendidas em 23 géneros. Os que ocorreram com maior fre-
qiiéncia foram Aspergillus, Penicillium e Fusarium, os quais
corresponderam a 81,44% do total de colonias obtidas. Dentre
estes, os géneros Aspergillus e Penicillium prevaleceram em
68,08% das colonias. Resultados semelhantes foram
encontrados por Barros & Menezes (1981), Oliveira (1981) e
Torres et al.(1997). A alta freqiiéncia desses organismos
parece estar relacionada com a idade e com as condigdes de
armazenamento das sementes, visto se tratarem de fungos de
armazenamento. De acordo com as condi¢des de armaze-
namento, esses fungos podem comprometer a qualidade das
sementes, reduzindo assim o seu poder germinativo,
ocasionando a morte de embrides (Oliveira, 1981).

Dentre as espécies de Aspergillus, A. niger foi a mais
comum, apresentando frequéncia percentual de 14%, seguida
de 4. ochraceus Wilhelm (8,68%), A. parasiticus Speare
(5,07%), A. flavus (4,56%), além de outras observadas com
menor freqiiéncia. As 14 espécies de Aspergillus identificadas
tém sido comumente citadas como patégenos associados a
semente de caupi, visto se tratarem de patdgenos que suportam
ambientes com baixa umidade. O fungo permanece por muito
tempo nas sementes ¢ normalmente ndo causa doenga em
condigdes de campo, desempenhando entretanto, importante
papel na deteriorag@o das sementes durante o armazenamento,
além de produzirem toxinas que afetam sua qualidade
(Agarwal & Sinclair, 1987).

Varias espécies de Penicillium foram identificadas,
tendo a maioria das sementes apresentado alto grau de
infeccdo. Apesar da constante presencga destas espécies em
levantamentos de microrganismos associados as sementes, a
identificag@o ao nivel de espécie tem sido pouco explorada.
Neste sentido, no presente trabalho, registrou-se a presenga
de 15 espécies, algumas com alta frequéncia, como P. variable
Sopp (7,03%), P. funiculosum Thom (4,18%) e P. oxalicum
Currie & Thom., (3,04%). Algumas sdo citadas na literatura
como fungos de armazenamento, especificamente P. oxalicum,
P purpurogenum Stoll, P. citrinum Thom, P. coryophilum
Dierckx, P. crateriforme Gilman e Abbott, P. funiculosum, P.
pinophilum Hedgcock, P. variabl, e P. felutano Biourge (Pitt,
1985; Singh et al., 1991), e outras como agentes causadores
de doengas em varios hospedeiros. Penicillium olsonii Bain
& Sartory, P. implicatum Biourge e P. canescens Sopp sdo
espécies que, apesar de serem relatadas como fungos de rara
ocorréncia na natureza, sdo detectadas principalmente em
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solo, madeira em decomposi¢do e agua, sendo dificilmente
encontradas em sementes (Pitt, 1985).

Espécies do género Fusarium foram freqlientemente
isoladas em todas as cultivares nas duas localidades. Entre-
tanto, apenas sete espécies foram observadas: F. semitectum
Berk. & Rav. in Berkeley (6,33%), F. equiseti (Corda) Sacc
(2,98%) F. oxysporum Schlecht.(2,22%), F. solani (Mart.)
Sacc.(0,70%), F. anthophilum (A. Braun) Wollen (0,32%),
F. sporotrichioides Sherbakoff (0,19%), e F. moniliforme
Sheldon (0,13%). Em geral, as espécies de Fusarium relatadas
neste trabalho causaram inibi¢do na germinagdo de algumas
sementes, € mesmo as que germinaram apresentaram
crescimento do fungo sobre cotilédones e folhas primarias,
além de necrose na radicula. Outras espécies funficas foram
detectadas como Rhizopus stolonifer (Ehrenb.: Fr), Phomopsis

sp., Trichoderma viride Pers. ex S. F. Gray Aggr. (Tabela 1).

Os dematiaceos ocorreram em baixa freqiiéncia em
relacdo aos demais fungos, correspondendo a 5,8%, porém,
com maior diversidade de espécies, dentre as quais
destacaram-se Curvularia lunata (Wakker) Boedijn,
Cladosporium elatum Harz., Alternaria alternata (Fr.:Fr.)
Keissl., Alternaria sp., Nigrospora sphaerica (Sacc.) Mason,
Drechslera ellisii Alcorn e Pithomyces sp. Berkeley. E possivel
que a alta incidéncia deste grupo de fungos seja devido a sua
caracteristica de formagdo de esporos com colorago escura e
paredes espessas, as quais em geral, sdo mais resistentes as
condi¢des adversas, quando comparados com aqueles que
apresentam esporos hialinos (Neergaard, 1977), podendo
permanecer por muito tempo nas semente.

Dentre os fungos fitopatogénicos a cultura do caupi,

TABELA 1 - Populacio flingica endofitica associada a semente de cinco cultivares de caupi (Vigna unguiculata)
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dos municipios de Serra Talhada e Caruaru, Estado de Pernambuco

Espécie Coldnia (N°) Freqiiéncia' (%) Espécie Coldnia (N°) Fregiiéncia' (%)
Aspergillus niger 221 14,00 F. anthophilum 5 0,32
A. ochraceus 137 8,68 FEsporotrichioides 3 0,19
A. parasiticus 80 5,07 F. moniliforme 2 0,13
A. flavus 72 4,56 Rhizopus stolonifer 103 6,25
A. aculeatus 43 2,72 Phomopsis sp. 58 3,67
A. ustus 25 1,58 Trichoderma viride 25 1,58
A. vesicolor 9 0,57 T longibrachiatum 1 0,06
A. terreus 7 0,44 Curvularia lunata 31 1,96
A. tamari 6 0,38 C. pallescens 6 0,38
A. ostianus 5 0,32 Curvularia sp. 3 0,19
A. sydowi 6 0,38 C. senegalensis 1 0,06
A. fumigatus 4 0,25 Cladosporium elatum 12 0,76
A. awamori 4 0,25 C. britanicum 2 0,13
A. ludwigii 1 0,06 C. orchidis 1 0,06
Aspergillus sp. 1 0,06 C. oxysporum 1 0,06
Penicillium variable 111 7,03 Cladosporium sp. 1 0,06
P, funiculosum 66 4,18 Nigrospora sphaerica 8 0,51
P, oxalicum 48 3,04 Drechslera ellisii 7 0,44
P. pinophilum 38 2,41 D. pappendorfii 4 0,25
P. felutano 34 2,15 Drechslera sp. 1 0,06
P, citrinum 30 1,90 Pithomyces sp. 5 0,32
P rugulosum 25 1,58 Alternaria alternata 4 0,25
P olsoni 15 0,95 Alternaria sp. 3 0,19
P. canescens 14 0,89 Helminthosporium australiensis 1 0,06
P. coryophilum 12 0,76 Zygosporium gibbum 1 0,06
P. implicatum 10 0,63 Monilia sp. 9 0,57
P. digitatum 6 0,38 Rhizoctonia solani 8 0,51
P. purpurogenum 5 0,32 R. bataticola 2 0,13
P. thomi 5 0,32 Chaetomium globosum 4 0,25
P. crateriforme 4 0,25 Pestalotiopsis guepini 3 0,19
Penicillium sp. 2 0.13 Colletotrichum gloeosporioides 3 0,19
Fusarium semitectum 100 6,33 Didymostilbe sp. 1 0,06
F. equiseti 47 2,98 Eurotium sp. 1 0,06
FE oxysporum 35 2,22 Phyllosticta sp. 1 0,06
F solani 11 0,70 Diplodia sp. 1 0,06
Fu sarium sp. 11 0,70 Nio identificados 7 0,44
Total de coldnias 1579
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destacou-se Rhizoctonia bataticola (Tassi) Goid., que
corresponde a forma esclerocial de Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid., agente causal da Podriddo Cinzenta do Caule
(Pio-Ribeiro & Assis-Filho, 1997). Cerca de 0,44% dos
isolados fingicos ndo puderam ser identificados, devido a
falta de esporulag@o.

Os resultados referentes a influéncia das espécies de
fungos na germinagdo das sementes das cultivares de caupi
encontram-se na Tabela 2. Considerando as cultivares,
independente da regido, observa-se que a IPA-206 apresen-
tou maiores valores absolutos de germinacdo. Entretanto,
dentro de cada localidade, as cultivares IPA-201 ¢ IPA-202
apresentaram menor percentagem de germinagdo em relacdo
as outras. Fazendo uma comparagdo entre a germinagao das
sementes de Serra Talhada (Sertdo) e Caruaru (Agreste), evi-
dencia-se melhor germinagao nas cultivares procedentes dessa
ultima regido. Possivelmente, este fato esteja relacionado ao
ano de produc¢ao das sementes (Serra Talhada, 1995; Caruaru,
1996), condigdes climaticas e tempo de armazenagem.

De um modo geral, apesar da alta percentagem de
germinacao, foi observado a presen¢a de necrose na radicula
e cotilédones das plantulas, demonstrando a influéncia
negativa dos fungos no vigor das mesmas, principalmente,
A. niger e F. oxysporum. As sementes que nao germinaram,
geralmente apresentavam-se totalmente recobertas por
colonias de 4. flavus, Phomopsis sp. e Fusarium sp. (Figura
1D, E, F). Observando-se ainda a localizagdo dos fungos
internamente, tanto nos cotilédones como no embrido (Figura

TABELA 2 - Efeito de fungos endofiticos na percentagem
de germinagdo de sementes de cultivares de
caupi (Vigna unguiculata) procedentes de
Serra Talhada e Caruaru, Estado de

Pernambuco
Cultivar Talhs:(li‘;a(% ) Caruaru (%) Média' (%)

IPA-206 94,25 a! 91,00 a! 92,62 a
IPA-204 83,25 ab 72.25b 78,00 b
IPA-202 65,50 cd 88,50 a 77,00 b
IPA-205 77,25 be 68,00 b 72,62 b
IPA-201 5325d 88,25 a 70,75 b
Média 74,70 B 81,70 A

DMS (5%) 15,29 15,29 10,81

' Médias de quatro repeti¢des para cada tratamento.
Médias seguidas da mesma letra mintscula na vertical e maiuscula, na
horizontal, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5%de probabilidade.

1A, B) e externamente na casca das sementes (Figura 1C).
A Figura 2 mostra o comportamento da populagao
fungica das sementes de caupi, sendo que Serra Talhada
apresentou maior numero de coldnias em relagdo a Caruaru,
ocorrendo diferencga significativa entre as duas localidades
(Figura 2A). Vale ressaltar que a precipitacdo pluviométrica
em Serra Talhada foi maior (140,83 mm) que em Caruaru
(70,87 mm), respectivamente em 1995 e 1996. Gongalves &
Lima (1988) relacionaram sementes cultivadas em periodo
chuvoso com maiores indices de infec¢édo e menor freqgiiéncia

B\ | if_

FIG. 1 - Lbcalizagﬁo de Fusarium oxysporum nas folhas primarias (A), Aspergillus niger nos cotilédones (B) e radicula
(C) das plantulas, e efeito de Phomopsis sp. (D), Fusarium sp. (E) e Aspergillus flavus (F) na reducao da germinacio

de sementes de caupi (Vigna unguiculata).
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FIG. 2 - Anilise da populacio fiingica obtida em sementes de cultivares de caupi (Vigna unguiculata),
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seguidas pela mesma letra nio diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade.

de germinagdo, quando comparados com sementes produzidas
em periodo seco.

A analise das populagdes distribuidas entre as
cultivares mostrou que a cultivar IPA-206 apresentou menor
nimero de col6nias, ndo diferindo estatisticamente de IPA-
205 e IPA-201 (Figura 2B). Com relagdo a interagdo cultivar
versus localidade, IPA-205 de Serra Talhada e IPA-204 de
Caruaru apresentaram maior valor absoluto na percentagem
de fungos (Figura 2C). E importante ressaltar a qualidade
superior da cultivar IPA-206, tanto em Serra Talhada como
em Caruaru, por apresentar maior percentagem de germinagao
e menor quantidade de fungos associados as sementes.
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