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RESUMO

SOUSA, Marcella Viana de. Metodologias de inoculagdo e deteccdo de
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro
(Gossypium  hirsutum L.). 2006. 68 p. Dissertagio (Mestrado em
Agronomia/Fitopatologia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

A murcha do algodoeiro, causada por Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum
(Atk.) Snyder & Hansen, ¢ uma das principais doengas desta cultura. Para
estudos das implicacdes deste fungo em sementes, ¢ importante avaliagdes com
sementes infectadas em varios niveis. Tendo isto em vista, os objetivos neste
trabalho foram i) avaliar a eficdcia de procedimentos de inoculagdo e periodos
de exposi¢do das sementes de algodoeiro a Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum, por meio da técnica de restricdo hidrica e ii) estabelecer uma
metodologia viavel ¢ simples de detec¢do de Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum em sementes de algodoeiro, para andlise de rotina. Foram
comparados os seguintes métodos: 1. imersdo das sementes por 10 min em
suspensdo de conidios com posterior incubagdo em substrato de papel, com
potencial osmdtico de —1,0 MPa, 2. atomizacdo de suspensdo de conidios sobre
o substrato e sobre as sementes dispostas em camadas simples e 3. contato direto
das sementes com o micélio do fungo, previamente desenvolvido no substrato
desenvolvido em substrato de papel. Todos os métodos permitiram a obtengdo
de sementes com diferentes potenciais de indculo, equivalentes aos tempos de
exposicdo de 24, 48, 72, 96 e 120 h ao fungo. As avalia¢des neste ensaio foram
feitas por meio de 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 incubacdo em substrato com restricdo hidrica. O
periodo maximo de tempo que as sementes permaneceram em contato com o
patégeno, sem afetar a sua qualidade fisiologica, foi de 50 h. Altos niveis de
infeccdo foram obtidos com longos periodos de exposicdo das sementes ao
fungo. Com relagdo a metodologia de deteccdo, foram comparados seis
substratos: 1. 2,4-D, 2. BDA, 3. BDA + iprodione, 4. DG-18, 5. quintozene ¢ 6.
extrato de sementes de algodoeiro, todos diluidos quanto ao agar. Considerando
a incidéncia e coloracdo roxa, tipica do micélio de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum e a inibicdo de fungos contaminantes, verificou-se que o método
mais adequado foi a incubag@o em substrato umedecido com quintozene, sob as
condi¢des padrdo de incubagdo para o teste de sanidade de sementes de
algodoeiro.

*Comité€ Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) e Ludwig H.
Pfenning — UFLA (Co-orientador)



ABSTRACT

SOUSA, Marcella Viana de. Methodologies of inoculation and detection of
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum in cotton seeds (Gossypium hirsutum
L.). 2006. 68 p. Dissertation (Master in Agronomy/Plant Pathology) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.*

Cotton wilt, caused by Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (Atk.) Snyder &
Hansen, is one of the most important diseases of this crop. To study the seed-
borne implications of that fungus, it is important to make available infected
seeds at various levels. Having that in sight, the objectives of this study were: 1)
to evaluate the effectiveness of inoculation procedures and periods of exposition
of cotton seeds to Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, through water
restriction technique and ii) to establish a reliable and a simple methodology of
detection of Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum in cotton seeds for routine
seed health analysis. The following methods were compared: 1. seed immersion
in a conidial suspension for 10 min followed by incubation in a paper substrate
with an osmotic potential of —1.0 Mpa, 2. atomization of a conidial suspension
upon the substrate and on the seeds, arranged in single layers, and 3. direct
contact of the seeds with the fungal mycelium developed on a paper substrate.
All methods were able to provide seeds with different inoculum potential,
equivalent to different exposition times, 24, 48, 72, 96 and 120 h, of seeds to the
fungus. To evaluate the infection efficacy, germination tests on roll paper and in
soil/sand substrate and health tests were applied. The most effective method was
the immersion of seeds in inoculum suspension plus incubation in substrate with
water restriction. The maximum period of time that seeds remain in contact with
the pathogen, without affecting their physiological quality was 50 h. Higher
infection levels were obtained with longer period of seed exposition to the
fungus. With regard to the detection methodology, six substrates were
compared: 1. 2,4-D (sodium salt), 2. PDA, 3. PDA + iprodione, 4. DG-18, 5.
quintozene and 6. cotton seed extract, all dissolved in diluted agar. Considering
the incidence and typical purple colour of F. oxysporum mycelium and the
inhibition of contaminant fungi, it was found that the most adequate substrate
was filter paper moistened with quintozene dissolved in a diluted agar medium
under incubation conditions recommended for testing cotton seeds.

*Advising Committee: José da Cruz Machado — UFLA (Adviser) and Ludwig
H. Pfenning — UFLA (Co-adviser).
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1 INTRODUCAO

A cultura do algodoeiro esta sujeita a um elevado numero de doengas,
cujos patégenos sdo, em sua maioria, transportados e/ou transmitidos por
sementes. Por meio das sementes, as doengas podem ser disseminadas a longas
distancias e causar elevados prejuizos dependendo das condigdes de ambiente e
outros fatores que favorecem o seu desenvolvimento (Carvalho, 1999; Machado,
2000; Machado et al., 2004).

Embora esforcos sejam despendidos por pesquisadores no sentido de
buscar o controle dessas doencas por meio do melhoramento genético, a
resisténcia de cultivares nem sempre ¢ satisfatoria e duradoura em razao da alta
variabilidade dos agentes etiologicos envolvidos nestes patossistemas e pela
propria instabilidade dos hospedeiros. Desta forma, o manejo das doencas,
comecgando pelo uso de sementes sadias, ¢ uma medida preventiva de baixo
custo, que constitui-se, cada vez mais, em uma solugdo mais viavel nestes casos.

Para se evitar a introducdo precoce de indculo em areas de cultivo, o
perfil sanitario das sementes deve ser conhecido antes do plantio, e isto pode ser
determinado por meio da andlise sanitaria em laboratdrio. Nestes casos, padrdes
de tolerancia sdo necessarios para os patogenos considerados de risco em cada
cultura (Machado & Pozza, 2005).

A ocorréncia de determinados patdgenos nas sementes, mesmo em taxas
relativamente baixas, pode gerar grandes perdas na produgdo, como ¢ o caso de
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em algodoeiro. Este patoégeno tem sido,
em principio, considerado uma praga ndo quarentenaria regulamentada (PNQR)
e seu nivel de tolerncia proposto, em porcentagem, é de zero por lote de
sementes, conforme Portaria do Ministério da Agricultura n° 71 de 22 de
fevereiro de 1999.

No entanto, a precisdo de métodos de deteccao desse organismo tem



sido questionavel, gerando uma grande dificuldade e preocupacdo, tendo em
vista os riscos que o uso de sementes portadoras deste patégeno causa ao atual
sistema de producdo do algoddo no Brasil. Atualmente ha uma caréncia de
métodos de deteccao seguros e vidveis que possam ser aplicados pelo sistema de
certificagdo em analise de rotina.

Métodos de detecgdo de fungos em sementes sdo essencialmente
baseados em um conhecimento sélido da biologia e comportamento geral desses
organismos. A observacdo das -caracteristicas morfologicas exibidas nas
sementes incubadas em substrato de papel (blotter test) e em meio agarizado, é o
procedimento atual mais usado para identificar fungos em analise de rotina em
laboratorios de sementes. Este tipo de teste, além de demorado e laborioso, tem
sido insuficiente para identificacdo de alguns patogenos de risco. (Ball &
Reeves, 1992; Machado, 2002).

Para auxiliar os estudos de detecgdo de F. oxysporum f.sp. vasinfectum
em sementes, ha necessidade de disponibilizagdo das mesmas com a presenca do
indculo em diferentes niveis de associagdo. Devido as dificuldades de se dispor
de sementes de algodoeiro infectadas por este patdogeno, métodos de inoculagio
artificial de sementes eficazes tornam-se necessarios.

Diante do exposto, foram objetivos neste trabalho: i) avaliar a eficacia
de procedimentos de inoculagcdo e periodos de exposicdo das sementes de
algodoeiro ao Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, por meio da técnica de
restricdo hidrica, capazes de proporcionar elevados indices de infeccdo, ii)
estabelecer uma metodologia segura, precisa, simples e viavel de deteccdo de

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da murcha de fusarium em algodoeiro

No Brasil, o algoddo é atualmente um dos principais produtos de
exploracdo agricola da economia nacional. Todavia, a rapida expansio das areas
cultivadas com algoddo ndo ¢ acompanhada de um adequado manejo de
doencas. Encontram-se registrados na literatura mais de 250 espécies de agentes
causais de doencas do algodoeiro. E certo que muitas dessas doengas nio
apresentam qualquer importancia econdOmica, porém outras sdo altamente
destrutivas, culminando em elevadas perdas na produtividade, além de
beneficiar a expansdo de varios patdogenos no territério brasileiro, como ¢é o caso
de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, agente etiologico da murcha de
fusarium ou fusariose do algodoeiro (Silva et al., 2005). Quando associado a
nematoides, principalmente do género Meloidogyne, a severidade de Fusarium
oxysporum f sp vasinfectum tende a ser maior em fungfo da abertura de
ferimentos na raiz e da debilitacao da planta (Watckins, 1981; Cia & Fuzatto,
1999).

Tal doenca foi descrita pela primeira vez em 1892 por Atkinson, no
Alabama, EUA (Atkinson, 1892; Toffano, 1963; Juliatti & Ruano, 1997; Silva et
al., 2005). A primeira constatacdo no Brasil foi feita por Krug em 1935, em
material da variedade “Texas” proveniente da Estacdo Experimental de
Alagoinha, Paraiba. Em 1938, a murcha foi registrada na Paraiba e em
Pernambuco (Krug, 1936; Deslandes, 1938; Toffano, 1963; Silva et al., 2005).

No Estado de Sdo Paulo, a doenca foi descrita pela primeira vez em
dezembro de 1958, por Arruda, baseado em material colhido no municipio de

Santo Expedito. Esta doenca foi responsavel por uma fase de decadéncia da



cotonicultura paulista, sobretudo na segunda metade da década de 50 (Arruda,
1958; citado por Té6ffano, 1963, p. 92).

Segundo Chiavegato (2001), os cotonicultores come¢am a enfrentar
custosos danos provocados por doencas na regido do cerrado, que eram entdo,
inexpressivas nas areas tradicionalmente produtoras e inexistentes nas novas
areas, principalmente na regido Centro-Oeste. Na Tabela 1 foram estabelecidas
notas de 1 a 5 para a importancia potencial da doenga, desconsiderando-se o
emprego de medidas de controle, principalmente o uso de cultivares resistentes,

nas principais regioes produtoras brasileiras.

TABELA 1 — Importancia potencial de doengas do algodoeiro em Estados

produtores da regiio meridional do Brasil em 1999’

Estados Produtores

Doenga
PR SP MG GO MT MS  Total

Murcha de fusarium 4 5 3 3 1 2 18
Murcha de verticillium 3 3 1 1 1 1 10
Mancha angular 4 3 3 3 3 3 19
Outras manchas foliares 3 2 2 3 4 3 17
Ramulose 3 3 4 5 5 4 24
Nematoides 4 5 4 3 2 2 20
Doenga azul 4 5 5 5 5 5 29
Murchamento avermelhado 4 5 3 3 3 3 21

Fonte: Chiavegato (2001) modificado de Cia & Fuzatto (1999)

! Escala de Notas: 1 = sem importancia; 2 = pequena importincia; 3
medianamente importante, necessitando de preocupacdes e estudos; 4 =
importante, demandando medidas de controle; 5 = muito importante,

inviabilizando a cultura se ndo houver controle.



No entanto, até a safra 2001/2002, areas de cultivo de algoddo no Estado
do Mato Grosso eram consideradas isentas de F. oxysporum f.sp. vasinfectum.
Com resultados de trabalhos realizados por Machado et al. (2003) foi
confirmado o primeiro relato de F. oxysporum f.sp. vasinfectum em algodoeiro
no Mato Grosso na safra 2002/2003. Apds o levantamento realizado na safra
2003/2004 nas areas de produgdo de sementes do Mato Grosso, foi possivel
confirmar focos de infec¢do de F. oxysporum f. sp. vasinfectum em 13
municipios, distribuidos entre as regides Sul e Centro-sul do Estado, envolvendo
8732 ha avaliados (Machado, 2005).

Fusarium oxysporum Schlecht. f.sp. vasinfectum (Atk.) Snyder e Hansen
pertence aos anamorfos de ascomicetos e ¢ considerado praga nao quarentenaria
regulamentada (Tadano, 2004; Machado & Pozza, 2005). Seus esporos da fase
assexuada sdo representados por microconidios, macroconidios e clamidosporos.
Os microconidios originam-se na extremidade de conidioforos curtos, sdo
hialinos, elipticos e produzidos em grande quantidade. Os macroconidios,
formados no dapice de conididforos ramificados ou na superficie de
esporodoquios, sdo hialinos, fusiformes, com extremidades curvadas. Os
clamidoésporos, geralmente abundantes e localizados nas extremidades das hifas,
sdo globosos e possuem paredes espessas que atuam como estrutura de
resisténcia (Burgess et al., 1994).

A disseminagdo de in6culo dentro da area de cultivo pode ocorrer
através da agua de chuva ou irrigacdo, que leva os propagulos juntamente com
particulas de solo. A longas distancias, o fungo pode ser disseminado por
sementes que podem abrigar indculo, tanto externo como internamente. Embora
seja predominantemente um fungo de solo, mesmo em baixa taxa de transmissao
pela semente pode ser de grande importancia, se essa semente for lancada em
solo ndo contaminado com o patdégeno (Goulart, 1995; Cassetari Neto &

Machado, 2000).



A penetragio de F. oxysporum f.sp. vasinfectum em tecidos do
algodoeiro ocorre através da raiz principal, radicelas ou pélos absorventes e
processa-se de modo direto através da superficie vegetal ou de ferimentos
presentes nos mesmos. A colonizacdo desenvolve-se com o crescimento
intercelular das hifas em direcdo aos vasos do xilema. O patdégeno permanece
praticamente confinado ao xilema e, a partir dai, distribui-se por toda a planta
por meio do crescimento de hifas ou pela producdo de conidios, que sdo
arrastados pelo fluxo de seiva bruta. Com a evolucdo da doenga, tem inicio a
obstrucao e o escurecimento dos vasos (Bedendo, 1995).

Os sintomas da murcha de fusarium podem aparecer em qualquer
estadio de desenvolvimento da planta, apresentando um quadro sintomatolégico
variavel, dependendo do grau de resisténcia da variedade e das condicdes
ambientais. Em plantulas de cultivares susceptiveis, os cotilédones e as folhas
murcham, amarelecem e caem, ¢ o sistema vascular torna-se descolorido.
Plantas infectadas sdo menores, com folhas e capulhos reduzidos. Em secc¢do
transversal ou longitudinal do caule ou da raiz, pode-se observar escurecimento
dos vasos, resultante da oxidacdo e polimerizagdo de compostos fenolicos
(Goulart, 1998; Cia & Salgado, 1997).

Uma vez o indculo instalado na area de cultivo e diante de condigdes
ambientais favoraveis ao seu desenvolvimento (temperatura entre 24 ¢ 30°C e
alta umidade), os sintomas iniciais manifestam-se em reboleira. A doenca torna-
se mais severa em solos arenosos, com pH acido, fertilizagdo desequilibrada
(principalmente alto teor de nitrogénio e baixo teor de potdssio) e na presenga de
nematoides do género Meloidogyne, Pratylenchus e Rotylenchulus (Tanaka,
1982; Santos, 1995; Cia & Salgado, 1997; Cia & Fuzatto, 2005).

Os métodos de controle mais utilizados para o caso da murcha de
fusarium sdo o uso de variedades resistentes ¢ o uso de sementes sadias. O

primeiro, no entanto, ndo se mostra tdo satisfatorio e duradouro devido a



variabilidade do patogeno e da planta (Vieira & Machado, 2002; Mann, 2002).
Ja o uso de sementes sadias ¢ uma medida preventiva e de baixo custo, evitando-
se a introdu¢do do indculo na area, correspondendo a um principio de exclusdo.
A rotag@o de culturas e a manutengdo de niveis satisfatérios de disponibilidade
de potassio e nitrogénio podem reduzir o inéculo do patégeno no solo (Nelson,
1981).

Brown (1968), citado por Hillocks (1982, p. 142), testou um grande
numero de sementes proveniente de diversas variedades de algoddo com
diferentes graus de resisténcia. Em geral, as variedades mais susceptiveis
apresentaram tendéncia a produzir maior numero de sementes infectadas, mas
todas as variedades testadas produziram ao menos algumas sementes infectadas
quando cultivadas em solo altamente infestado pelo patégeno. Contudo, algumas
variedades resistentes produziram quase a mesma quantidade de sementes
infectadas, quanto as variedades suscetiveis. Brown (1968), citado por Hillocks
(1982, p. 142), obteve niveis de infecgdo de 0,08 a 0,38% e conclui que o risco
de disseminag@o da murcha através de sementes infectadas era tdo grande com

variedades resistentes quanto com variedades suscetiveis.

2.2 Métodos de inoculagdo de sementes por intermédio do condicionamento
osmotico/restrigdo hidrica

As sementes sdo importantes veiculos de agentes fitopatogénicos, que
podem ser levados ao campo e provocarem redu¢do na germinagdo e vigor,
originando focos primarios de doencas (Machado et al., 2001). A maioria das
doengas de importancia econdmica que ocorre na cultura do algodoeiro ¢
causada por patogenos que sdo transmitidos pelas sementes. Dentre eles
merecem destaque Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum (murcha de fusarium),

Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (ramulose), Ramularia areola



(mancha de ramularia) e Xanthomonas axonopodis pv. malvacearum (mancha-
angular) (Cia & Fuzatto, 2005). No entanto, pelas dificuldades de obter sementes
com diferentes niveis de infecgdo por estes patdogenos, a inoculagdo de sementes
torna-se necessaria para o desenvolvimento de trabalhos de pesquisa. Este tipo
de inoculagdo precisa garantir a reprodu¢do da sintomatologia tipica da doenga e
ainda possibilitar a sua aplicagdo em estudos de deteccdo, patogenicidade,
transmissibilidade, melhoramento genético do hospedeiro, controle, dentre
outros (Tanaka et al., 1989; Tanaka & Menten, 1991).

Os métodos mais simples de inoculagdo de sementes consistem na
imersdo dessas numa suspensdo de esporos e¢/ou hifas ou em apenas revesti-las
com esporos de patogenos (Agarwal & Sinclair, 1987; Tanaka & Menten, 1991),
e, ainda, por meio de contato das sementes com a colonia fungica desenvolvida
em meios de cultura convencionais (Santos, 1995; Albuquerque, 2000). Por
estes métodos, os fungos ficam, em sua maioria, aderidos ao tegumento das
sementes, ndo se garantindo o processo de infecgdo e sim contaminagdo (Tanaka
& Menten, 1991; Machado et al., 2001).

Em estudo especifico, Tanaka & Menten (1991) compararam trés
métodos de inoculagdo de sementes de algodoeiro com C. gossypii e C. gossypii
var. cephalosporioides com vistas a obtengdo de sementes infectadas. Os
métodos utilizados constaram do contato das sementes com a coldnia dos fungos
durante 24 horas; imersdo das sementes em suspensdo de conidios durante 30
minutos; e imersdo das sementes em suspensdo de conidios durante 2 horas.
Dentre estes, o primeiro método foi considerado o mais eficiente na obtencao de
sementes infectadas, mostrando a importdncia do tempo de exposicdo da
semente ao patdogeno, permitindo a colonizagdo dos tecidos internos.

No entanto, a inoculacido de sementes por contato direto com os fungos
em meio agarizado (BDA), pode ndo produzir niveis de infec¢do satisfatorios

para determinadas finalidades, pelo fato de haver limite do tempo de exposicao



das sementes ao fungo, visto que as sementes podem iniciar o processo de
germinagdo em curto periodo de tempo (Machado et al., 2001).

O emprego do principio de condicionamento osmdtico, ja conhecido em
tecnologia de sementes visando a potencializagdo do processo de germinagdo de
algumas espécies, foi inicialmente testado no Laboratério da Patologia de
Sementes da Universidade Federal de Lavras, como parte de uma metodologia
de inocula¢do de sementes com alguns fungos e bactérias de interesse no Brasil
(Machado & Langerak, 2002).

Por meio desta técnica, a inoculagdo de sementes mostra-se eficiente e
bastante promissora para todos os patossistemas estudados (Carvalho, 1999;
Machado, 2002; Machado et al., 2001, 2002, 2004; Costa et al., 2003; Celano,
2004). A metodologia consiste na exposicdo das sementes ao fungo
desenvolvido em meio de cultura contendo um restritor hidrico, por diferentes
periodos de tempo. Essa técnica permite a obtencdo de sementes com diferentes
potenciais de in6culo (Prado et al., 2002; Sousa et al., 2002; Costa et al., 2002).

A vantagem da técnica da restricdo hidrica sobre outros métodos de
inoculagdo artificial, como imersdo das sementes em suspensdo de esporos ou
simplesmente o contato limitado destas com a colonia do fungo, em meio
convencional (Tanaka et al., 1989; Tanaka & Menten, 1991), é que as sementes
inoculadas podem ser obtidas com diferentes potenciais de indculo (Machado &
Machado, 2002) e utilizadas, apos secagem, por periodos de armazenamento

mais prolongados de tempo.

2.3 Técnicas empregadas na deteccdo de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum (Atk.) Snyder e Hansen em sementes de algodoeiro

Sobre testes de sanidade de sementes de algodoeiro, hd relatos na

literatura sobre a eficacia de diversos métodos para deteccdo de patogenos, os



quais também envolvem diferentes processos de pré-tratamento como
deslintamento e desinfestacdo superficial, e de incubagdo das sementes. De
modo geral, busca-se padronizar métodos sensiveis, rapidos, simples e
reproduziveis (Pizzinatto, 1987; Menten, 1988). Na escolha de um método ¢
importante também levar em consideracdo o patdgeno alvo, a infra-estrutura do
laboratorio disponivel, o grau de treinamento do pessoal e o objetivo do teste
(International Seed Testing Association - ISTA, 1976; Neergaard, 1979,
Machado, 2002).

De acordo com a literatura, o teste de sanidade para sementes de
algodoeiro tem sido conduzido de forma ainda n3o padronizada. Por exemplo,
Mendonga & Alves (1973) usaram o método do plaqueamento em BDA para
sementes de algodoeiro deslintadas com 4cido sulfurico. Por sua vez, Davis
(1977), empregando sementes deslintadas com 4cido sulfarico, submeteu-as a
assepsia superficial com hipoclorito de s6dio por cinco minutos, e procedeu a
incubagdo disponivel em papel de filtro umedecido em agua ¢ em BDA.
Variagoes destes métodos tém sido relatadas por Menezes et al. (1979),
Pizzinatto et al. (1984) e Tanaka & Paolinelli (1984).

Como resultado de testes comparativos de sanidade de sementes de
algodoeiro realizados no Brasil, no periodo de 1984/85, o método do papel de
filtro mostrou-se o mais eficaz para a detecgdo de Fusarium sp., usando-se
sementes sem linter, pré-tratadas com hipoclorito de sédio e incubadas a 22°C,
por 12 dias, 12 h Iuz/12 h escuro (Soave et al., 1992).

Para a maioria dos fungos associados a sementes, o teste de incubagao
em substrato de papel, conhecido também como “blotter test”, ¢ o mais
freqiiente e universal. Os critérios utilizados para a deteccdo de fungos do
género Fusarium em sementes de algodoeiro sdo baseados em aspectos
morfologicos (Machado & Langerak, 2002). Neste caso, procuram-se condi¢des

que possam estimular o fungo a produzir estruturas que permitam a sua
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identificagdo com auxilio de microscopio estereoscopico. Para evitar ou reduzir
a germinacdo das sementes nos testes de incubagdo, ¢ comum adicionar ao
substrato de papel o sal de 2,4-diclorofenoxiacético (Machado & Langerak,
1993). Ainda assim, estes métodos, apesar de utilizados em testes de rotina,
apresentam limitacdes, pois nem sempre permitem a diagnose precisa em termos
de distinguir subespécies, variedades e ragas (Tanaka, 1995; Tanaka & Menten,
1988; Vieira, 1996). Apesar de padronizado para a maioria dos fungos, o método
apresenta limitagdes por ter, geralmente, sua sensibilidade comprometida em
lotes de sementes altamente contaminados por sapréfitas e seu uso ser restrito a
fungos necrotroficos que produzem estruturas de facil identificagdo (McGee,
2002; Machado, 2002).

Diversos autores relataram problemas de contaminagdo das sementes de
algodoeiro com Rhizopus sp. durante o periodo de incubagdo e posterior
avaliacdo nos testes de sanidade (Lima et al., 1982; Machado & Langerak,
1994). Algumas alternativas para superar esses problemas estdo sendo
estudadas, como a incorporagdo de dichloran, iprodione, estreptomicina e sal de
2,4-diclorofenoxiacético ao substrato de papel, o que torna o teste mais viavel de
ser utilizado em analise de rotina (Machado & Langerak, 1994).

A adi¢do de 2,4-D ao substrato de papel pode reduzir a incidéncia de F.
oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes, em niveis de até 40%. Na tentativa de
substituir o uso deste produto, varios estudos t€m sido realizados utilizando-se a
técnica de restrigdo hidrica (Coutinho et al., 2001; Machado, 2002; Machado et
al., 2001, 2004; Magalhaes, 2005). Especificamente com a espécie F. oxysporum
f.sp. vasinfectum, foi observado que a restri¢ao hidrica induzida pelo soluto
manitol no potencial osmotico —1,0 MPa ndo interfere no seu desenvolvimento e
detecg¢do (Machado, 2002).

Devido a plasticidade e variagdes de caracteristicas fenotipicas no género

Fusarium, a taxonomia baseada somente em aspectos morfologicos é pouco
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confiavel (Snyder & Hansen, 1953). A distingdo entre Fusarium oxysporum e
outras espécies de Fusarium que ocorrem em sementes de algoddo, detectados
pelo método de incubagdo em substrato de papel, requer, quase sempre, 0O
isolamento e observagdes destes fungos em meio OA (oatmeal agar) para avaliar
0 aspecto das colonias e em SNA (synthetic nutrient-poor agar) para a avaliagdo
das caracteristicas micro-morfologicas (Nelson et al., 1983). No entanto, o
periodo final para a sua identificagdo é superior ao tempo requerido em analises
de rotina para sementes.

Na tentativa de avaliar a viabilidade do uso de substratos seletivos
incorporados ao método de incubagdo em substrato de papel na deteccdo de
Fusarium oxysporum em sementes de feijdo e algoddo, trabalhos recentes foram
desenvolvidos. Para isto, foram utilizadas sementes inoculadas pelo método de
contato das sementes com o micélio fingico. Estas sementes foram, em seguida,
semeadas em substrato de papel impregnados, em separado, com os meios SNA,
DG-18 e meio basal com 0,2% de agar, com e sem manitol ¢ 2,4-D. O substrato
contendo o meio Basal + 2,4 — D proporcionou as melhores condi¢des para

distingdo de F. oxysporum associado as sementes (Vilela et al., 2004).

12



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratorio de Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras

(DFP/UFLA) no periodo de janeiro a dezembro de 2005.

3.1 Origem e perfil do lote de sementes

As sementes, pertencentes a cultivar Delta Opal, safra 2004/2005, foram
fornecidas pela Fazenda Girassol, produzidas no municipio de Rondondpolis,
MT. A qualidade sanitaria e fisiologica inicial do lote foi determinada de acordo
com testes indicados nas Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992) e pela
International Seed Testing Association (ISTA, 2002) e os resultados encontram-
se na Tabela 1B. Para alguns dos fungos detectados, embora a incidéncia tenha
sido relativamente elevada, a intensidade de indculo por sementes encontrava-se

em baixo nivel.

3.2 Obtencao dos isolados flingicos e conferéncia da patogenicidade pelo

método de imersédo de raizes
Foram obtidos cinco isolados de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

e trés isolados de outras espécies do género Fusarium, de diferentes regides

(Tabela 1).
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TABELA 1 - Origem dos isolados de F. oxysporum f.sp. vasinfectum e
Fusarium spp. empregados neste estudo. UFLA, Lavras, MG,

2006.
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum Origem
Fov 07 Maranhéo
Fov 27 Maranhéo
Fov 101 Pernambuco
CNPA 0007 Paraiba (CNPA)
MT - 01 Mato Grosso
Outras espécies de Fusarium
CML 0567 — F. verticillioides Minas Gerais
F. semitectum Minas Gerais
CML 0576 — F. solani Minas Gerais

Para a verificagdo da patogenicidade dos isolados, sementes de
algodoeiro foram semeadas em bandejas plasticas, com dimensdo de 40x27x7
cm contendo vermiculita como substrato e, em seguida, transferidas para camara
de crescimento vegetal, a 25 + 3°C, com fotoperiodo de 12h, por 10 dias. Foram
semeadas 100 sementes por bandeja.

No décimo dia, as plantulas foram retiradas do substrato e, apos lavagem
em agua corrente, tiveram ' de suas raizes cortadas e mergulhadas, durante
cinco minutos, em suspensdo de conidios, cuja concentracdo estava calibrada
para 10° conidios/mL. O mesmo procedimento foi realizado para o tratamento
testemunha consistindo de mergulho em agua destilada e esterilizada (Costa,
2000).

A seguir as plantulas foram transferidas para sacos plasticos com volume
para 3 litros de substrato, contendo uma mistura de solo argiloso / areia na
proporgdo de 1:1, previamente tratados com brometo de metila. Apos 21 dias,

avaliagOes de incidéncia e severidade da doenca foram realizadas. A severidade
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foi avaliada atribuindo-se notas, segundo a escala elaborada por Nascimento et
al. (1995), com algumas modificagdes (Tabela 2).

O delineamento estatistico utilizado foi o de blocos casualizados, com
quatro repeticdes por tratamento, cada um deles constituido por um saquinho de

3 litros contendo cinco plantulas.

TABELA 2 — Escala de notas utilizada na analise de murcha de fusarium em

plantulas de algodao, adaptado de Nascimento et al. (1995).

Nota Categoria dos sintomas

0 Auséncia de sintomas

. Presenga de escurecimento vascular confinado a raiz principal;
epinastia

5 Sintomas externos iniciais da doenga (clorose e murcha) e
escurecimento vascular atingindo o tergo inferior do caule

3 Sintomas bem definidos da doenga (clorose, murcha e seca de folhas)
e escurecimento vascular atingindo o ter¢o médio da planta

A Sintomas bem definidos da doenca e escurecimento atingindo o terco

superior da planta ou plantas mortas

3.3 Avaliacéo de metodologias de inoculagdo de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum em sementes de algodoeiro pela técnica de restrigdo hidrica.

3.3.1 Procedimentos de inoculacédo

As sementes foram primeiramente desinfestadas com hipoclorito de

sodio (NaClO) a 1% durante um minuto e, em seguida, secas ao ar, em papel
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germitest, durante 24 horas.

Os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo meio BDA
e incubados em BOD com temperatura ajustada a 25 + 2°C e fotoperiodo de 12
h, durante sete dias. Apds esse periodo, adicionou-se 10 mL de dgua destilada e
esterilizada a cada placa, suspendendo os conidios com al¢a de Drigalski para a
obtencdo da suspensdo de indculo.

As suspensdes de todos os isolados de F. oxysporum f.p. vasinfectum
foram calibradas para a concentragio de 10° conidios/mL e utilizadas em trés

métodos de inoculagdo, conforme descrigdo a seguir:

Método 1 — Imersdo das sementes na suspensdao de conidios por 10 min e

contato com substrato contendo restritor hidrico.

As sementes, inicialmente, foram imersas na suspensao de conidios por
10 min e, posteriormente, colocadas em bandeja plastica contendo como
substrato trés folhas de papel germitest esterilizadas, previamente umedecidas
em meio BDA liquido com potencial osmético de —1,0 MPa. Este potencial foi
alcancado pela adigdo de manitol ao meio liquido na quantidade indicada pelo
software SPPM (Michel & Radcliffe, 1995).

Em cada bandeja foram colocadas cinco camadas de substrato +
sementes, correspondendo cada uma a diferentes periodos de incubagdo: 24, 48,
72,96 ¢ 120 h. As bandejas, cobertas com plastico transparente, foram colocadas
em camara com temperatura de 20 + 2°C e fotoperiodo de 12 h. A testemunha
constou da imers@o das sementes em dgua destilada e esterilizada, por 10 min, e

incubagdo no substrato ja mencionado.

Método 2 — Atomizacdo do indculo sobre o substrato de papel e sobre as

sementes
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O substrato constituido de forma semelhante ao método 1, foi atomizado
inicialmente com suspensdo de conidios ¢ em seguida, apds a disposi¢ao das
sementes sobre o mesmo, procedeu-se a uma nova atomizagdo, de todo o
conjunto, com a mesma suspensdo de conidios. Cada bandeja também continha
cinco camadas, conforme descrito no primeiro método. Como testemunha,

atomizou-se agua destilada e esterilizada sobre o substrato e sementes.

Me¢étodo 3 — Contato direto das sementes com o micélio dos fungos

O substrato foi atomizado com a suspensdo de conidios, conforme
descrito no método 2, e incubado em camara de 20 + 2°C, com fotoperiodo de
12 h durante trés dias. Ap6s o desenvolvimento micelial dos fungos, as sementes
foram colocadas sobre as colonias, em camada simples e mantidas por diferentes
periodos de exposicdo, conforme indicado no método 1. Como testemunha, as
sementes foram colocadas em contato com o substrato livre de inoculo.

Ap6s a incubagdo por 24, 48, 72, 96 e 120 h, as sementes, de todos os
métodos comparados neste ensaio, foram retiradas e distribuidas sobre papel
germitest em temperatura ambiente, para secagem. Apos trés dias, as sementes
foram colocadas em sacos de papel e armazenadas em camara fria e seca, onde

permaneceram até o momento das avaliagoes.

3.3.2 Ensaio 1 — Comparacdo de métodos de inoculacdo com diferentes

isolados de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum

Neste ensaio, cada isolado foi utilizado de acordo com a descrigdo dos
métodos de inoculacdo.
Os potenciais de indculo, em numero de cinco, corresponderam aos

tempos de exposi¢do das sementes (24, 48, 72, 92 e¢ 120 h) ao fungo, sendo
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utilizada neste ensaio, uma amostra de sementes, composta de propor¢des iguais
(20%) de cada periodo de exposi¢@o das sementes ao indculo.
A avaliacdo dos efeitos foi realizada por meio de trés testes, conforme

descrigao:

3.3.2.1 Teste de germinacdo em laboratorio

Este teste foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes sobre
substrato de papel-toalha (tipo germitest) umedecido com agua destilada, 2,5
vezes 0 peso do papel seco conforme Brasil (1992). Os rolos de papel foram
colocados em germinador regulado a temperatura de 25°C + 2°C, por sete dias.
Realizou-se a contagem de sementes germinadas e o nimero de plantulas com
infec¢do. Para isto, foram feitos cortes em bisel nas raizes das plantulas,
atribuindo-se notas conforme a intensidade das lesdes, sendo:

Nota 0 = sem sintoma

Nota 1 = escurecimento vascular

Nota 2 = morte das plantulas

Os dados de severidade foram ponderados pelo indice de McKinney

(1923):

ID (%) = ¥ [(fn)/ (NX)]100, onde:

ID = indice de doenca

f =numero de plantas com determinada nota
n = nota observada

N = nimero total de plantas avaliadas

X =nota maxima da escala
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3.3.2.2 Emergéncia de plantulas em solo/areia

Este teste foi realizado em caixas plasticas com dimensdes de 48 x 29 x
09 cm, com substrato composto por areia e solo argiloso, na proporc¢do de 1:1,
previamente tratado com brometo de metila. O calculo da quantidade de 4gua
necessaria para que fosse atingido 70% da capacidade de campo foi realizado
segundo recomendacdes de Brasil (1992).

Foram semeadas 50 sementes por caixa com quatro repeticdes por
tratamento. Apds a semeadura, as caixas foram mantidas em camara de
crescimento vegetal na disposicdo de blocos casualizados, com temperatura
ajustada a 25 + 3°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 21 dias. As variaveis
analisadas foram: a) indice de velocidade de emergéncia (IVE); b) estande ao
final de 21 dias; c) comprimento da parte aérea de 15 plantulas; d) 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 formula proposta por Maguire (1962):

n
IVE =) NyDi, onde:
i=1
IVE =indice de velocidade de emergéncia;
N; = nimero de plantulas germinadas na 1* contagem, 2* contagem, ... enésima
contagem, respectivamente;
D; = numero de dias apds semeadura na 1* contagem, 2% contagem, ... enésima

contagem, respectivamente;

A severidade foi avaliada por meio do indice de doenga ponderado por

McKinney (1923). A escala de notas utilizada para o calculo do indice de doenca
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foi proposta por Nascimento et al. (1995), com algumas modificagdes como

descrito anteriormente (Tabela 2).

3.3.2.3 Teste de sanidade

Neste caso, as sementes inoculadas foram desinfestadas com solugao de
hipoclorito de s6dio (NaClO) 1% por 30 s e secas ao ar por 12 h. Em seguida,
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 (agar-agua a 2%), acrescido de 71,30 g de manitol, obtendo-
se o potencial osmético de —1,0 MPa (Machado, 2002). As placas 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 microscépio
estereoscopio, verificando-se a incidéncia de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum, através da porcentagem de ocorréncia deste patdogeno nas sementes

analisadas.

3.3.2.4 Delineamento experimental

Para todos os testes foi utilizado o delineamento em blocos casualizados,
com quatro repeticdes. A andlise de varidncia foi realizada em esquema fatorial
6 x 3 (isolados, métodos de inoculagdo). As analises estatisticas foram realizadas
utilizando-se o programa Sisvar® (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo

teste de Tukey (P < 5%).
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3.3.3 Ensaio 2. Comparagdo dos métodos de inoculacdo em fungdo do

periodo de exposicao das sementes ao patdgeno, sob restricao hidrica

As sementes com diferentes potenciais de inoculo de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum, obtidas em fungdo dos diferentes tempos de exposigdo (24, 48, 72,
96 ¢ 120 h), foram semeadas em caixas plasticas contendo como substrato
solo/areia na propor¢do de 1:1. Foi utilizado o isolado Fov 27 com base em
resultados de ensaios anteriores. Utilizou-se a densidade de 150 sementes para
cada método de inoculagdo. Como tratamento controle foram utilizadas
sementes ndo inoculadas. Em seguida, as caixas plasticas foram colocadas em
camara de crescimento vegetal com temperatura ajustada para 25 + 3°C,
fotoperiodo de 12 h, por 21 dias. O célculo da quantidade de 4gua necessaria
para atingir 70% da capacidade de campo foi realizado segundo recomendagdes
de Brasil (1992).

Avaliou-se diariamente o numero de plantulas emergidas até a
estabilizacdo do estande. Estes dados foram ponderados para indice de
velocidade de emergéncia (IVE) segundo Maguire (1962). Aos 21 dias, foram
realizadas avaliacdes de estande final, altura de plantulas e severidade da
doenga. Este ultimo foi ponderado para indice de doenga (%), segundo o indice

de McKinney (1923).
3.3.3.1 Delineamento experimental

O ensaio foi conduzido em delineamento em blocos casualizados, com
trés repetigdes de 50 sementes por bandeja. A analise de variancia foi realizada

em esquema fatorial 5x3x2 (tempos de exposicdo das sementes; métodos de

inoculacdo; inoculo). As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
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programa Sisvar® (Ferreira, 2000) e as médias ajustadas a um modelo de

regressao, conforme a natureza dos dados.

3.4 Avaliacdo da influéncia da composi¢cdo do substrato na deteccdo de
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro, pelo

método de incubacdo em substrato de papel com restricéo hidrica.
3.4.1 Preparo das sementes

Para este ensaio as sementes foram inoculadas pelo método de imersdo
em suspensio de conidios de F. oxysporum f.sp. vasinfectum, com incubagio em
substrato de papel com restricdo hidrica de —1,0 MPa, preparado conforme
descri¢ao anterior. Foi utilizada uma amostra composta de propor¢des iguais
(20%) de sementes de cada potencial de indculo de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum, conforme procedido no ensaio de inoculagdo anterior (item 3.3.2).

Em todos os tratamentos foram utilizadas placas de Petri de 15 cm de
didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas com
0s respectivos substratos, de acordo com os substratos estabelecidos neste ensaio
(Tabela 3). A incubagdo das placas foi realizada a temperatura de 20 + 2°C, com
fotoperiodo de 12 h por sete dias, segundo recomendacdes para a andlise

sanitaria de sementes (Brasil, 1992; ISTA, 2002).
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TABELA 3 — Composi¢ao dos substratos utilizados em adi¢do ao papel de filtro
e agar diluido na proporg¢ado de 5g/L.

Substrato C’omposigéo do substrato
24-D Agar-agua + sal de 2,4-diclorofenoxiacético (10 ppm)
BDA Extrato de 200 g batata + 20 g dextrose +71,3 g manitol
140 mL de glicerol + 8 g glicose + 4 g peptona + 0,8 g KH,PO,.
DG - 18 +0,4 g MgS0,4.7H,0 + 900 mL de agua destilada + 71,3 g

manitol + 2 mL de solu¢do (750 mg de cloranfenicol + 20 mg de

dichloran)

15 g peptona + 1,0 g KH,PO, + 0,5 g MgSO,.7H,O + 1 L de
Quintozene  agua destilada + 71,3 g manitol + 1,0 g de estreptomicinae 1,0 g

de quintozene (PCNB).

BDA +
) ' Meio BDA + 71,3 g manitol + iprodione (2,5 ppm)
iprodione

Extrato de
Liquido obtido da trituracdo de 50 g de sementes de algodoeiro +
sementes de
) 20 g sacarose + 71,3 g manitol
algodoeiro

3.4.2 Avaliacado da ocorréncia de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum nas

sementes inoculadas

A avaliagdio da influéncia dos substratos testados constou da
determinagdo da incidéncia e da coloragdo roxa, tipica do micélio de Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum desenvolvidos sobre ou ao redor das sementes, com
o auxilio do microscopio estereoscopico. De forma analoga, avaliagdes foram

realizadas também para a ocorréncia de F. verticillioides, F. semitectum e F.
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solani nas sementes inoculadas. Quando necessario, foi utilizado o microscopio
optico para confirmacao das estruturas dos fungos.

Para todos os isolados foram realizados cultivo dos fungos, em meio
BDA, a partir de algumas sementes, com vistas a confirmagao das caracteristicas
micro-morfologicas dos isolados.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes. A andlise de varidncia foi realizada em esquema fatorial 6 x 6
(substratos, isolados).

Para as outras espécies de Fusarium (F. verticillioides, F. semitectum ¢
F. solani), foi utilizado a analise de varidncia com apenas um fator (substrato).

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa

Sisvar”™ (Ferreira, 2000) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (P < 5%).

3.4.3 Avaliacdo do método de deteccdo de Fusarium oxysporum f.sp.

vasinfectum em sementes provenientes de flores inoculadas

Para este ensaio a inoculacdo foi realizada em plantas com idade de 60
dias, ocasido em que apresentaram botdes florais, utilizando-se o isolado Fov 27,
cuja maior agressividade ja havia sido demonstrada.

Para o cultivo das plantas, a semeadura foi realizada em canteiros de 1m
de largura x 5m de comprimento, em casa-de-vegetacdo. Manejo, adubagdo e
tratos culturais foram realizados de acordo com recomendagdes para o cultivo de
algoddo (Fuzatto et al., 1998). Aproximadamente 60 dias ap6s semeadura, uma
suspensdo de conidios ajustado para 10° conidios/mL foi pulverizada
diariamente nas flores, até cessar o periodo de floragdo. Apos a formacdo dos
capulhos, o algodao foi colhido, deslintado com acido sulfurico e as sementes
submetidas a assepsia superficial com hipoclorito de sédio (NaClO) a 1% por 1

minuto (Menezes et al., 1979; Pizzinatto et al., 1984; Tanaka & Paolinelli,
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1984). Posteriormente, duzentas sementes foram submetidas ao teste de sanidade
pelo método de incubagdo em substrato de papel, escolhido com base nos
resultados de ensaios anteriores. Foram utilizadas 25 sementes por placa de Petri

de 15 cm de diametro, com oito repeti¢cdes, incubadas a 20 + 2°C, fotoperiodo de

12 h, por sete dias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Verificacdo da patogenicidade dos isolados pelo teste de imersédo de
raizes

Todos os isolados de F. oxysporum f.sp. vasinfectum mostraram-se
virulentos ao algoddo pela metodologia empregada, havendo diferenca quanto a
agressividade (Tabela 1A). Os isolados CNPA 0007 e Fov 27 foram os mais
agressivos (Tabela 1). Por outro lado, as outras espécies de Fusarium (F.
verticillioides, F. semitectum e F. solani) ndo apresentaram sintomas de murcha
ou outro tipo de dano visual na avaliagdo realizada.

Este tipo de comportamento diferenciado por parte de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum foi também observado por Pizzinatto & Menten (1991), em trabalho
onde foram comparados dois isolados deste fungo. Esta variabilidade patogénica

também foi relatada por Colyer (1986).

TABELA 1 — Porcentagem de incidéncia e severidade dos sintomas de murcha
de fusarium em plantulas de algoddo inoculadas com Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum e Fusarium spp. Lavras, MG, 2006.

Isolados Incidéncia (%) Severidade — ID (%)
Fov 07 73 ¢ 28 ¢

Fov 27 100 a 56a

Fov 101 80b 35b

CNPA 0007 100 a 61 a

MT - 01 73 ¢ 15d

CML 0567 (F. verticillioides) 0d Oe

F. semitectum 0d Oe

CML 0576 (F. solani) 0d 0e
Controle * 0d Oe

As médias com mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05).
* Controle = raizes de plantulas cortadas e mergulhadas em agua destilada e esterilizada.

26



4.2 Eficacia dos métodos de inoculacdo de sementes de algodoeiro baseado

em técnica de restri¢cdo hidrica

4.2.1 Ensaio 1 - Comportamento dos isolados a diferentes métodos de

inoculagéo

No teste de germinacdo observou-se diferenca significativa na interacao
métodos de inoculagdo e viruléncia dos isolados para as variaveis analisadas
(Tabela 2A).

Pela Tabela 2, com relagdo a porcentagem de germinagdo, os isolados
reagiram diferentemente em cada método de inoculagdo aplicado. Esta variagdo
na reagdo entre os isolados pode ser explicada pela sua agdo patogénica sob
condi¢gbes favoraveis a infec¢do e colonizacdo desses em sementes. Para os
isolados mais agressivos (Fov 27 ¢ CNPA 0007) ndo houve diferenca quanto a
eficacia entre os métodos de inoculacdo estudados. Para os isolados menos
agressivos (Fov 07 e MT-01), os métodos de inoculagdo em que as sementes
permaneciam em contato com os conidios e ndo com o micélio fungico
desenvolvido sobre o substrato, foram os mais eficazes. No entanto, a redugio
da porcentagem de germinagdo, em cada método de inoculacdo, quando
comparado com o tratamento controle, foi resultado da influéncia da presenca do
patdgeno nas sementes.

Sob condigdes ideais para o desenvolvimento do patégeno que sdo
fornecidas no teste de germinacdo (temperatura e umidade), observou-se que a
inoculacdo teve influéncia consideravel na germinacdo das sementes,
principalmente em relagdo aos isolados mais agressivos (Fov 27 e CNPA 0007)
que reduziram o porcentual de germinagdo a valores despreziveis quando
comparados com o controle (sementes ndo inoculadas), em todos os métodos de

inoculagdo (Tabela 2).
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TABELA 2 - Porcentagem de germinacdo de sementes de algodoeiro
submetidos as condi¢des do teste padrio de germinagdo,
inoculadas com diferentes isolados de Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum (Fov) em trés métodos de inoculagdo com
restricao hidrica. UFLA, Lavras, MG, 2006.

M¢étodos de Inoculacdo

Isolados de Fov

7 Y 35
Controle* 69,25b A 70,50b A 86,25a A
Fov 07 54,50 ab A 56,00a AB  41,50b BC
Fov 27 0,00a B 0,00a E 2,00a D
Fov 101 53,50a A 35,00b CD 53,50a B
CNPA 0007 5,00a B 7,50a E 550a D
MT - 01 57,50a A 52,00a BC 29,50b C

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

* Controle = sementes ndo inoculadas; '= imersdo das sementes por 10 minutos
na suspensio de 10° conidios/mL e incubagdo em substrato com restrigdo
hidrica; ”* = atomizagdo do inéculo na concentragio de 10° conidios/mL sobre o
substrato com restricdo hidrica e sobre as sementes; ° = sementes em contato
com micélio do fungo, desenvolvido em substrato com restri¢do hidrica durante
72 horas.

A decisdo de se concentrar os estudos em metodologia na qual lanca-se
mao do recurso da restri¢ao hidrica, ou condicionamento osmotico das sementes,
foi tomada considerando-se que por outros métodos de inoculagdo perde-se
vantagens no que tange a manuten¢do de viabilidade das sementes apds a sua
inoculagdo, e tendo-se em mente que por meio da restricdo hidrica é possivel
obter sementes com diferentes potenciais de indculo onde o processo de infec¢ao
pode ser controlado.

Baseado nestes resultados fica evidenciado que a elevada eficacia das

metodologias de inoculagdo comparadas neste trabalho e refor¢am os resultados
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de outros estudos, nesta linha de pesquisa, como os de Machado et al. (2004).
Estes autores observaram que F. oxysporum f.sp. vasinfectum inoculado em
sementes de algodoeiro, sob diferentes potenciais osméticos (-0,4 a -1,0 MPa)
provocaram redu¢do de germinac¢do e conseqiiente aumento no porcentual de
sementes mortas. Neste caso houve um maior periodo de exposicdo das
sementes ao patdégeno, com o potencial osmoético mais negativo, garantindo o
processo de infecgdo das sementes.

Os resultados observados para a intensidade da doenga, expressos em
porcentagens de indice de doenga (ID), em todos os métodos, evidenciam a
maior agressividade dos isolados Fov 27 e CNPA 0007 (Tabela 3). No entanto,
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
em causar infec¢do de sementes, ndo havendo diferenca estatistica entre eles.

Pela literatura, em estudos com outros patossistemas, como
Colletotrichum gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides em algodoeiro, foi
observado uma tendéncia semelhante ao que ocorreu neste trabalho (Tanaka &
Menten, 1991). Neste estudo com os agentes da antracnose e ramulose,
verificou-se que o método de contato direto das sementes de algodoeiro com
coldnias dos fungos foi o mais eficaz, seguido pelo método de imersdo das
sementes em suspensdo de inoculo. Ressalta-se que no referido trabalho a
restricdo hidrica nao foi utilizada. O aparecimento de sintomas nestes casos pode
ocorrer, sujeito, ao patossistema em questio. Em caso onde os sintomas
aparecem somente a partir de alto potencial de infec¢do das sementes, o0 método
de contato sem a restricdo hidrica fica limitado em questdo do tempo de

exposi¢ao das sementes ao patogeno.
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TABELA 3 — Porcentagem de indice de doenca (ID) em plantulas de algodao
inoculadas com diferentes isolados de Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum (Fov) em trés métodos de inoculagdo com
restri¢do hidrica e submetidas as condi¢des do teste padrdo de
germinacdo. UFLA, Lavras, MG, 2006.

M¢étodos de Inoculacdo
Isolados de Fov

7 Y 35

Controle* 0,00a C 0,00a D 0,00a C
Fov 07 37,00a B 31,25a C 38,00a B
Fov 27 88,50a A 82,50a A 88,50a A
Fov 101 28,25a B 3725a C 40,25a B
CNPA 0007 76,50a A 56,75b B 82,25a A
MT - 01 26,75a B 26,75a C 33,50a B

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

* Controle = sementes ndo inoculadas; '= imersdo das sementes por 10 minutos
na suspensio de 10° conidios/mL e incubagdo em substrato com restrigdo
hidrica; ”* = atomizagdo do inéculo na concentra¢io de 10° conidios/mL sobre o
substrato com restricdo hidrica e sobre as sementes; ° = sementes em contato
com micélio do fungo, desenvolvido em substrato com restri¢do hidrica durante
72 horas

No que tange a emergéncia de plantulas em solo/areia, a interacdo
métodos de inoculagdo e isolados ndo foi significativa para as variaveis
analisadas (Tabela 3A).

Com relacdo aos métodos de inoculagdo, houve diferenca estatistica
significativa apenas para as variaveis estande final e altura de plantulas (Tabela
4). O método de imersdo das sementes na suspensdo de conidios (método 1)
proporcionou redugdo do estande e plantulas menores comparado aos demais
métodos de inoculagdo (Tabela 4), o que pode ter sido o resultado de um maior

nivel de infec¢do das sementes inoculadas por este método. Entretanto, deve-se
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lembrar que um método de inoculagdo ideal deve garantir a infeccdo de
sementes ¢ manter de forma satisfatoria seu poder germinativo para posterior

utilizagdo (Machado et al., 2004).

TABELA 4 — Indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande final, altura e
indice de doenga (ID), provenientes de sementes submetidas a
trés diferentes métodos de inoculagdo de Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

Método de Inoculagao IVE Estande final (%) Altura (cm)  ID (%)

1" 7,46 a 64,92 b 7,0b 6,45 a
2? 791 a 70,50 a 7,3 ab 6,18 a
37 8,16 a 71,67 a 7.7 a 531 a

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 restri¢do hidrica; > = atomizagdo do indculo na
concentragdo de 10° conidios/mL sobre o substrato com restri¢do hidrica e sobre
as sementes; ° = sementes em contato com micélio do fungo, desenvolvido em
substrato com restri¢ao hidrica durante 72 horas.

O método de inoculagdo por imersdo das sementes em suspensdo de
conidios por um determinado periodo de tempo, ja foi objeto de estudos por
outros pesquisadores (Balmer et al., 1966; Halfon-Meiri & Volcani, 1977,
Tanaka & Menten, 1991). Este método apresenta como desvantagem a
caracterizacdo de, apenas, o 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). Estas desvantagens foram
superadas pela restri¢do hidrica utilizada no presente trabalho, na qual apds a

imersdo, as sementes foram submetidas a diferentes periodos de exposi¢do ao
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fungo sob restrigdo hidrica, garantindo uma maior infeccdo e obtencdo de
diferentes potenciais de indculo.

Sabe-se que a discrepancia de resultados revelados pelos dois testes de
avaliacdo aplicados, teste de germinagdo em laboratorio e emergéncia em solo /
areia, ¢ compreensivel com base nos principios e fundamentos de fitopatologia.
Para que uma doenga venha a ocorrer, ¢ necessario que acontega a interagdo
patégeno, hospedeiro e ambiente. Caso haja alteragdo de um desses
componentes, como o ambiente, podem ocorrer variagdes na incidéncia e na
severidade da doenca. Neste trabalho, ao mudar o substrato de papel germitest
para solo/areia, em ambos os testes de avaliacdo, foi observada uma acentuada
reducgdo nos indices de doenga, havendo valores mais elevados para o teste de
germinagdo em laboratdrio (Tabela 3 e 4). Isso pode ser devido as condigdes
mais favoraveis que o teste de germinagdo em rolo de papel proporciona ao
desenvolvimento das sementes e, conseqiientemente, do patdégeno. Isto também
foi observado por Machado et al. (2001) e Henning & Franca Neto (1980), com
relagdo ao patossistema Phomopsis sojae em sementes de soja. Este patdgeno
teve um comportamento mais agressivo em teste de germinacdo em laboratério
do que em emergéncia em solo/areia. Este fato provavelmente é devido ao
mecanismo de escape no qual a plantula, ao emergir, libera o tegumento
infectado no solo enquanto que, no teste de germinagdo (rolo de papel) o
tegumento permanece em contato com os cotilédones, por um periodo de tempo
maior.

Para a variavel indice de velocidade de emergéncia (IVE), a auséncia de
diferenca estatistica entre os tratamentos, para os trés métodos de inoculacio
(Tabela 4), pode estar relacionada as condi¢des de restricdo hidrica que foram as

mesmas em todos 0s casos.
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Comparando-se os isolados, pode-se observar diferenca significativa entre
eles para todas as variaveis analisadas (Tabela 5). O isolado Fov 27, seguido do
CNPA 0007 e MT-01 foram os mais agressivos.

As plantulas emergidas do tratamento cujas sementes ndo foram
inoculadas (controle) permaneceram isentas do patégeno, diferenciando-se das

inoculadas com fungo apenas com relag@o ao indice de doenga (Tabela 5).

TABELA 5 — Indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande final, altura e
indice de doenga (ID) de plantulas em ensaios de inoculagdo de
sementes com diferentes isolados de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Isolado IVE Estande Final (%) Altura (cm) ID (%)
Controle * 8,45 a 77,83 a 7,7 a 0,00d
Fov 07 8,29 a 74,33 a 7.8 a 3,68 ¢
Fov 27 7,48 ab 63,00 be 7,0 ab 10,12 a
Fov 101 8,47 a 72,33 a 7.8 a 6,18 be
CNPA 0007 6,58 b 55,83 ¢ 7,3 ab 9,38 ab
MT - 01 7,78 b 70,83 ab 6,5b 6,53 ab

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

Pelo teste de sanidade a interagdo métodos de inoculagdo e isolados foi
significativa para a incidéncia de F. oxysporum f.sp. vasinfectum (Tabela 4A).

Para sementes ndo inoculadas, ndo foi observado o crescimento do
patogeno, comprovando que estas se encontravam livres do fungo em questdao

(Tabela 6).
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Pela Tabela 6, observa-se diferenga estatistica entre os métodos de
inoculacdo apenas para os isolados CNPA 0007 e MT-01, sendo a maior
incidéncia do patégeno nas sementes inoculadas pelo método de imersao das

sementes na suspensao de conidios (método 1).

TABELA 6 — Porcentagem média de ocorréncia de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum em testes de sanidade de sementes de algodoeiro
inoculadas com diferentes métodos e com diferentes isolados na
temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12h. UFLA, Lavras, MG,

2006.
Isolados Métodos de Inoculagdo
7 o7 35

Controle* 0,0a C 0,0a B 0,0a B
Fov 07 52,0a AB 47,0a A 50,0a A
Fov 27 68,0a A 430a A 430a A
Fov 101 37,0a B 28,0a A 21,0a A
CNPAO0007 78,0a A 420b A 30,0b A
MT - 01 67,0a A 31,0b A 39,0 ab A

Médias seguidas da mesma letra minuscula, nas linhas, e letra maiuscula, 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
incubacdo em substrato com restricdo hidrica; * = atomizagdo do indculo na
concentra¢io de 10° conidios/mL sobre o substrato com restri¢do hidrica e sobre
as sementes; ° = sementes em contato com micélio do fungo, desenvolvido em
substrato com restricdo hidrica durante 72 horas; *Controle = semente nao
inoculada

Pelos resultados deste ensaio, nos trés testes avaliados, o método de
inoculacdo por imersdo das sementes na suspensao de conidios por 10 min com

posterior incubacdo em restrigdo hidrica (método 1), possibilitou um maior
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processo infeccioso das sementes. Este método, provavelmente proporcionou
uma maior concentragdo e adesdo de conidios nas sementes inoculadas. Desta
forma, estima-se que os conidios tiveram um contato mais intimo com as
sementes sendo capazes de atingir o embrido mais eficazmente.

Os trés métodos de inoculacdo comparados neste estudo apresentam
como vantagens a facilidade de execug@o, a sua eficacia na produgdo de
sementes infectadas, a padronizacdo da concentragdo de indculo e a
possibilidade de uso destas sementes inoculadas por periodos mais prolongados.
Uma limitacdo seria a necessidade de um maior controle da assepsia dos
materiais envolvidos na operagdo, posto que as chances de contaminagdes

externas sdo evidentes.

4.2.2 Ensaio 2 - Efeito do periodo de exposicdo das sementes ao patdgeno

sob condicdes de restricdo hidrica.

Pela andlise de variancia, o fatorial método de inoculagdo x periodo de
exposi¢do x indculo (presenga e auséncia) foi significativo para o indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e estande final (Tabela 5A).

Sabe-se que o nivel de indculo presente na semente influencia o nivel de
germinagdo ¢ a taxa de transmissdo de patogenos (Menten, 1988; Machado,
1988, 1994; Machado & Pozza, 2005). Estes, quando associados a semente, sdo
grandes causadores de morte em pré e pds-emergéncia de plantulas, reduzindo,
portanto, a germinagdo (Tanaka, 1994). No entanto, com a técnica de restri¢ao
hidrica, da forma como tem sido utilizada, os métodos de inoculagdo
possibilitam a infec¢do de sementes com diferentes niveis de indculo de acordo
com o tempo de exposicdo da semente ao patdogeno (Machado et al., 2001).
Neste trabalho, o maior tempo de contato das sementes com a coldnia fungica

provocou o aumento da infeccdo das sementes pelo patodgeno,
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conseqiientemente, causando reducdo na velocidade de emergéncia e no estande
final (Figuras 1 e 2). As sementes expostas ao fungo por cinco dias sofreram
maior pressdo de indculo, refletindo em menor porcentagem de germinagao.
Contudo, ¢ preciso que se considere que o condicionamento osmdtico também
pode exercer influéncia na germinacgdo de sementes (Figuras 1 e 2). Como houve
um acréscimo no valor de vigor em sementes sem indculo, o decréscimo desse
valor em sementes inoculadas pode ser atribuido a interagdo patogeno-semente.
O condicionamento osmotico/restricdo hidrica em algoddo pode
influenciar na germinagao e no vigor de sementes dependendo das condi¢des de
estresse provocadas. Guimarades (1991) concluiu que esse condicionamento em
sementes de algoddo € uma alternativa viavel para maximizar o desempenho de
germinagdo sob qualquer condicdo. No entanto, concentragdes salinas ou
restricdes hidricas no substrato, naquele estudo, contribuiram para uma leve
reducdo do vigor das sementes. No presente trabalho onde a restri¢ao hidrica foi
de —1,0 MPa, observa-se que o ponto maximo do indice de velocidade de
emergéncia ocorreu nas sementes que permaneceram em torno de 50 h em
contato com o patégeno sob restricdo hidrica (Figura 1). Da mesma forma, em
estudos com Xanthomonas campestris pv. phaseoli inoculada em feijdo, a
germinagdo das sementes foi afetada a partir de 36 h de contato da bactéria com
as sementes (Valarini & Menten, 1991). Em outro estudo conduzido por
Machado et al. (2004) a influéncia de Colletotrichum gossypii, C. gossypii var.
cephalosporioides, Botryodiplodia theobromae e F. oxysporum f.sp. vasinfectum
em sementes de algoddo inoculadas sob restricdo hidrica variou em funcdo do
periodo de exposi¢do das sementes a estes fungos. Para infeccdo destas foi
necessario prolongar o tempo de exposicdo 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 nivel de potencial de inoculo.
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Sementes inoculadas
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FIGURA 1 - Indice de velocidade de emergéncia de sementes de algodio
inoculadas ¢ ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum com trés diferentes métodos em fungdo do tempo.

UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 2 — Estande final proveniente de sementes de algodoeiro inoculadas e
ndo inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum com
trés diferentes métodos em funcdo do tempo. UFLA, Lavras, MG,
2006.
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A medida que houve aumento do periodo de exposicdo das sementes &
restricdo hidrica com manitol a —1,0 MPa, livre do patégeno, o indice de
velocidade de emergéncia também foi maior (Figura 1). No entanto, sob estas
condicdes houve reducdo do estande final (Figura 2), por ter ocorrido o inicio da
protusdo radicular no periodo de 120 h, ocasionando a morte das sementes apos
secagem ao ar.

Apesar da particularidade de cada cultura, os resultados observados
neste trabalho sdo condizentes com os observados por Lopes et al. (1996). Estes
autores relataram uma redu¢do da germinagdo de sementes de cebola, com o
aumento do periodo de condicionamento osmoético até oito dias. No entanto,
estas apresentaram uma maior velocidade de germinagao.

Com relacdo a severidade da doenga, o indice porcentual aumentou com
o aumento do periodo de exposi¢do das sementes ao patdégeno. Com 48 h de
exposi¢do das sementes ao fungo, a severidade foi de 27-29% para os trés
métodos de inoculacdo estudados (Figura 3). No entanto, nos periodos de
exposi¢do de 96 e 120 h, pelo método de inoculag@o de imersdo das sementes na
suspensdo de conidios (método 1), o indice de doenga (ID) foi maior quando
comparado ao método de contato direto das sementes ao micélio do fungo

(método 3), evidenciando o processo de infecgdo (Figura 3).
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FIGURA 3 — Severidade da fusariose em plantulas provenientes de sementes
inoculadas com trés diferentes métodos em funcdo do tempo.

UFLA, Lavras, MG, 2006.

4.3 Influéncia da composicdo do substrato na deteccdo de Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro, pelo método de

incubacao em substrato de papel com restri¢do hidrica

A interacdo substratos e isolados foi significativa para a incidéncia e a
coloragdo roxa do micélio de F. oxysporum f.sp. vasinfectum (Tabela 6A).

Em todos os substratos testados foi observada a ocorréncia do patdégeno
em questdo sobre as sementes de algodoeiro (Tabela 8). No entanto, sob as
condi¢des padrdes de incubacdo para testes de sanidade de sementes, 20°C e
fotoperiodo de 12 h, o substrato que possibilitou maiores valores de incidéncia

de F. oxysporum f.sp. vasinfectum e formagao da coloragdo roxa do micélio foi o
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papel de filtro umedecido com quintozene diluido. Neste caso, a porcentagem
média de ocorréncia do patdogeno nas sementes (incidéncia) e sua respectiva
coloragdo foi de 100% para quase todos os isolados testados (Tabelas 8 e 9),
com excec¢do apenas para o isolado Fov 101. O substrato BDA diluido também
se destacou quanto a incidéncia de F. oxysporum f.sp. vasinfectum (Tabela 8),
porém foi observada uma maior ocorréncia de Rhizopus sp., que pode
comprometer a avaliacdo dos resultados, desfavorecendo a sua utilizacdo em

testes de rotina.

TABELA 8 - Incidéncia de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em testes de
sanidade com diferentes substratos, inoculadas pelo método de
imersdo das sementes na suspensdo de conidios (método 1) e
incubadas a 20°C, com fotoperiodo de 12 h, por sete dias. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Substratos
Isolados BDA + Extrato de
24-D BDA DG - 18 Quintozene
Iprodione algodao
Controle* 0aD 0 aC 0aC 0 aC 0aB 0aC
Fov 07 89aA 100aA 98 aA 93 aA 100 aA 97 aA
Fov 27 61bB 100 aA 99 aA 89 aA 100 aA 93 aA
Fov 101 50bcB 83 aB 43 cB 50 bcB 93 aA 66 bB

CNPAO007 66cC 97aAB  99aA 77 bcA 100 aA 87 abB
MT - 01 30dB 93abAB 93abA 78 bcA 100 aA 67 cA

Médias com mesma letra, mintiscula nas linhas, e maiuscula, nas colunas, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).
*Controle = semente ndo inoculada
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TABELA 9 — Porcentagem de ocorréncia da coloracdo roxa do micélio de
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em testes de sanidade
com diferentes substratos, inoculado pelo método de imersao
das sementes na suspensao de conidios (método 1) e incubadas a
20°C, com fotoperiodo de 12 h, por sete dias. UFLA, Lavras,

MG, 2006.
Substratos
Isolados BDA + Extrato de
24-D BDA DG - 18  Quintozene

Iprodione algodao
Controle* 0aB 0aB 0aB 0aC 0a C 0Oa B
Fov 07 45bA 99aA 98aA 100a A 100a A 100a A
Fov 27 63bA 100a A 96aA 100a A 100a A 100a A

Fov 101 45bA 90aA 10cB 76 bc B 47b B 9% a A

CNPAO00OO7 41aA 100aA 95abA 78bc AB 100a A 100 a A

MT - 01 63bA 8labA 16cB  83bc AB 100a A 100a A

Meédias seguidas da mesma letra, minuscula nas linhas, e maitiscula nas colunas,
ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey (P<0,05).

* Controle = semente ndo inoculada

Com relagdo ao substrato contendo quintozene (PCNB), seu uso em meio
de cultura é amplamente conhecido para isolamentos de espécies de Fusarium a
partir do solo, na maioria dos casos (Nash & Snyder, 1962; Ali et al., 1991).
Este meio também foi utilizado em andlise de sementes de outras espécies
conforme relatado por Prasad (1982) e Chiocchetti et al. (2001).

Em estudos de aperfeicoamento do teste de sanidade de sementes de
algodao, por meio da incubacdo em substrato de papel, foi proposta a adigdo de

baixas doses de alguns compostos fungicidas, como iprodione e dichloran, ao
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papel de filtro, para contornar o problema de incidéncia e desenvolvimento
rapido de Botryodiplodia theobromae e Rhizopus stolonifer (Machado &
Langerak, 1993). No presente trabalho, pdde-se observar que mesmo em baixas
doses daqueles fungicidas, ainda houve crescimento de Rhizopus sp em algumas
sementes, dificultando a avaliagdo sanitaria das sementes incubadas nos
substratos contendo BDA + iprodione e DG-18.

A menor incidéncia de F. oxysporum f.sp. vasinfectum neste trabalho foi
observada quando as sementes foram submetidas a0 método de incubagdo em
substrato de papel + 2,4-D em calda agarizada (Tabela 8). Isto também foi
observado por Machado (2002) e Machado et al. (2004) em outros estudos com
sementes de algoddo. Estes autores observaram reducdo em até 40% na
ocorréncia de F. oxysporum f.sp. vasinfectum, com o uso de 2,4-D. Esses
resultados indicam um efeito fungitéxico do 2,4-D em relag@o a este patdgeno
sob condig¢des do teste de incubagdo em papel de filtro.

O substrato contendo extrato de sementes de algodoeiro obteve uma
porcentagem média de ocorréncia de F. oxysporum f.sp. vasinfectum (Tabela 8).
No entanto, quase 100% das sementes com a presenca do patdgeno apresentaram
a facilidade de deteccdo através da coloragao roxa, tipica deste fungo (Tabela 9).
Este substrato teve a desvantagem da alta incidéncia de sapréfitas, o que
prejudicou uma melhor avaliagao destes resultados.

Dos seis substratos testados, o quintozene se mostrou como o mais
adequado, eficaz, preciso e seguro na detec¢do de F. oxysporum f.sp.
vasinfectum em testes de rotina. Este substrato possibilitou uma sensibilidade
maior na detecgdo deste patdgeno, com relagdo tanto a sua incidéncia quanto a

coloragdo tipica deste fungo (Figura 4).
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FIGURA 4 — Diferenga entre incidéncia e coloragdo roxa do micélio, tipica de

Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, com relagdo a alguns
substratos utilizados neste estudo. (A) 2,4-D; (B) BDA+iprodione;
(C) Quintozene; (D) BDA. UFLA, Lavras — MG, 2006.

Com isso, no atual trabalho houve uma inibicdo evidente de outros
fungos, alguns dos quais podem mascarar ou dificultar a identificacdo e
quantificacdo de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes de
algodoeiro, como é o caso de Rhizopus sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp..
Esta inibi¢do foi conseguida pelo substrato contendo quintozene (PCNB). Por
um outro angulo é importante ressaltar que o uso de quintozene em testes de
rotina em laboratério pode implicar em riscos adicionais para operadores do

mesmo. Isto significa que o seu uso, da forma como foi testado, deve ser
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procedido de maior rigor e em casos onde a deteccdo (semi) seletiva de
Fusarium oxysporum é demandada. Provavelmente o uso de doses menores de
quintozene, ou seja, abaixo de 1000 pg.mL™, seria uma alternativa que pode
possibilitar o uso deste produto em analises sanitarias de sementes, em rotina de
laboratorio.

No que tange a rapidez, ndo houve distingio marcante entre os
substratos, ja que o periodo de incubagao foi de sete dias para todos. No entanto,
com relacdo a economicidade, o substrato contendo quintozene foi o mais
oneroso por conter mais ingredientes com custos individuais em média mais
elevados (Tabela 2B). E importante, neste caso, avaliar a relagdo de
custo/beneficios. Este substrato foi o que proporcionou maiores indices e maior
clareza de detalhes na detec¢do de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum nas

sementes testadas (Figura 5).

[7/ b G )

FIGURA 5 — Estruturas de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em meio
BDA, isolado de sementes incubadas em substrato de papel +

quintozene. UFLA, Lavras — MG, 2006.
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Em relagdo a coloragdo de colonias, isolados de Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum apresentaram coloragdo roxa distinta das colonias das demais

espécies de Fusarium (Figura 6).

FIGURA 6 — Incidéncia e coloragdes tipicas de cada isolado em substrato

contendo papel de filtro + quintozene, incubados a 20°C, por
sete dias com fotoperiodo de 12 h. (A) Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum (B) F. solani (C) F. verticillioides (D)
Fusarium semitectum. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Quanto a ocorréncia de outras espécies de Fusarium, ndao houve
diferenca significativa entre os substratos para a avaliagdo de porcentagem de
incidéncia de F. verticillioides (CML 0567) (Tabela 11). Com excec¢do dos
substratos umedecidos com o meio DG-18 diluido e o extrato de sementes de
algodado, a incidéncia deste fungo nas sementes foi de 100%.

Para F. semitectum, a maior incidéncia foi observada nos substratos
umedecidos com quintozene ¢ BDA + iprodione, diluidos, sendo que estes ndo
diferiram estatisticamente dos substratos umedecidos com BDA e 2,4-D em
calda agarizada (Tabela 11). No entanto, somente o substrato umedecido com
quintozene nio apresentou a presenca de Rhizopus sp.

Com relagdo a F. solani, os substratos umedecidos com quintozene,
BDA + iprodione e 2,4-D em calda agarizada, resultaram em 100% de
incidéncia dos mesmos (Tabela 11), sendo facilmente observadas goticulas de

coloragdo branco-leitosa e brilhante sobre as sementes.

TABELA 11 — Incidéncia (%) de Fusarium spp. em testes de sanidade com
diferentes substratos, inoculadas pelo método de imersdo das
sementes em suspensdo de conidios (método 1) e incubadas a
20°C, com 12h de luz/12h de escuro, por sete dias. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Substratos Fusarium spp.

F. verticillioides F. semitectum F. solani
24-D 100,0 a 88,0 ab 100,0 a
BDA 100,0 a 88,0 ab 91,0 ab
BDA + Iprodione 100,0 a 94,0 a 100,0 a
DG - 18 97,0 a 73,0b 97,0 ab
Quintozene 100,0 a 99,0 a 100,0 a
Extrato de 92,0 a 46,0 ¢ 90,0 b

sementes algodao

Médias com mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey
(P<0,05).
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Em estudos de isolamento e identificagdo de Fusarium solani f.sp.
glycines do solo, o meio de Nash & Snyder foi modificado pelo aumento da
quantidade de quintozene (PCNB), conseguindo-se colonias tipicas deste
patdgeno. No entanto, devido a sua similaridade com F. solani f.sp. phaseoli,
ndo foi possivel distingui-los neste meio, sendo necessdrio fazer o teste de
patogenicidade (Cho et al., 2001).

Com base nos resultados do presente trabalho, sugere-se que o substrato
contendo papel de filtro umedecido em quintozene (PCNB) seja utilizado na
detec¢do precisa e segura de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, assim como

na detecgdo de outras espécies de Fusarium.

4.3.1 Verificacdo da eficacia do método de deteccao de Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum, contendo quintozene, em sementes provenientes de flores

inoculadas

De duzentas sementes provenientes de inoculacdo nas flores, avaliadas
pelo método do papel de filtro umedecido com quintozene diluido, para detecc¢ao
de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum, apenas seis apresentaram incidéncia
deste patdgeno, o que corresponde a 3,0% de incidéncia (Figura 6). Demais
espécies nao foram computadas pela baixa incidéncia de estruturas

desenvolvidas nas sementes.
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FIGURA 6 — Incidéncia de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes
de algodao provenientes de inoculagdo em flores, produzidos em
casa-de-vegetacdo e submetidas ao teste de sanidade pelo método
do papel de filtro + quintozene e incubadas a 20°C, fotoperiodo de

12h, por sete dias. UFLA, Lavras — MG, 2006.

Mesmo com uma ocorréncia numérica baixa deste patdogeno em sementes, o
substrato contendo quintozene foi capaz de detectar com eficacia a presenga de
F. oxysporum f.sp. vasinfectum. De certa forma, esta baixa incidéncia indica que
F. oxysporum f.sp. vasinfectum ¢ um fungo que ocorre em baixos indices nas
sementes de plantas infectadas naturalmente no campo.
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5 CONCLUSOES

1. O método de inoculagdo pela imersdo das sementes na suspensdo de conidios
por 10 minutos, seguido de incubacdo em substrato de papel com restri¢do
hidrica de —1,0 MPa, foi o mais eficaz na obtengdo de sementes infectadas

com Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum.

2. O periodo de 50 h de contato das sementes com Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum em substrato com restri¢do hidrica foi capaz de produzir 27-29%
de sementes infectadas, sem afetar sua qualidade fisiologica. Com o aumento
do periodo de exposicao das sementes ao fungo, o indice de doenga aumenta

de forma linear até o periodo de 120h.
3. O uso do substrato contendo quintozene permite detectar com seguranga e

eficacia a ocorréncia de Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em sementes

de algodoeiro.
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TABELA 1A - Resumo da analise de variancia dos dados referentes a incidéncia
e severidade de murcha de fusarium em plantulas provenientes
de inoculag@o pelo método de imersdo de raizes em suspensao
de conidios. UFLA, Lavras, MG, 2006.

QM’s e Significancia

FV GL
Incidéncia (%) Severidade (%)
Isolado 8 8427,4653 * 2421,6319 *
Bloco 3 4,7778 ns 8,3333 ns
Erro 24 4,5486 7,8542
CV (%) 4,51 12,97

* = teste F significativo a 5%; ns = teste F ndo significativo a 5%.

TABELA 2A - Resumo da analise de variancia dos dados porcentuais referentes
ao indice de doenga em plantulas e germinacdo de sementes,
provenientes de sementes de algodoeiro inoculadas com
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum. UFLA, Lavras, MG,

2006.

FV GL QM’s e Significancia
Germinagao (%) ID (%)

MI 2 82,5972 ns 384,5000 *
Isolado 5 9285,1556 * 11726,8333 *
MI x Isolado 10 436,6306 * 129,7833 *
Erro 3 69,1944 65,1667

CV (%) 21,64 18,30

* = teste F significativo a 5%; ns = teste F ndo significativo a 5%.
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TABELA 3A - Resumo da andlise de variancia dos dados referentes ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), estande ao final de 21 dias,
altura e indice de doenga em plantulas (ID), provenientes de
sementes de algodoeiro inoculadas com Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum. UFLA, Lavras, MG, 2006.

v oL QM’s e Significancia
IVE Est. Final Altura  ID (%)

MI 2 3,0200 s 312,3889*  3,0193*  0,3668 ns
Isolado 5 6,4787*  792,7222*  32625*  84321*
MI x Isol. 10 0,9712ns  70,2556ns 1,4571ns  0,2937 ns
Bloco 3 0,3802ns  6,8704ns  2,1046*  0,8658 *
Erro 51 1,3825 51,9292 0,7303 0,2467

CV (%) 14,99 10,44 11,62 20,06

* = teste F significativo a 5%; ns = teste F ndo significativo a 5%.
' = dados transformados para (x + 1)”

TABELA 4A - Analise de variancia dos dados referentes a incidéncia de

Fusarium oxysporum fssp. vasinfectum provenientes

de

sementes de algoddo inoculadas com trés diferentes métodos, a
20°C com fotoperiodo de 12 h, por sete dias. UFLA, Lavras,

MG, 2006.
FV GL SQ QM Fc
Met. Inoc (MI) 2 13,9912 6,9956 4,01%
Isolados 5 340,5305 68,1061 39,01*
MI x Isolados 10 37,8600 3,7860 2,17 *
Bloco 3 18,5172 6,1724 3,54 *
Erro 51 89,0460 1,7460

CV =20,89%; * = teste F significativo a 5%; ns = teste F ndo significativo a 5%.
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TABELA 5A - Resumo da anélise de varidncia dos dados referentes ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), estande ao final de 21 dias,
altura e indice de doenga em plantulas (ID), provenientes de
sementes de algoddo inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum pelo método de imersdo em suspensdo de conidios
(método 1), em diferentes tempos de exposi¢do. UFLA, Lavras,
MG, 2006.

M's e Significancia
FV GL Q g

IVE Est. Final Altura ID (%)
2 5,6397* 88,7111 * 19364ns 29,2053 *
4 21,9925* 544,7222* 11,7335* 73,1751 *
1 553504* 1269,3778 * 4,1388* 2289,1690 *
8 2,0625*  28,4889* 0,1949ns  6,3031 ns
MI x Inoc 26,3468 * 104,7111* 0,5444ns 29,2053 *
4
8
2

MI

Tempo

Inoc

MI x Tempo
Tempo x Inoc 61,2884 * 364,7667* 0,7613ns 73,1751 *

MI x Tempo x Inoc 2,1770 * 18,6833 * 0,1315ns  6,3031 ns

Bloco 0,5762ns  13,6444* 49841 *  7,8190 ns
Erro 58  0,6637 5,9433 0,6595 2,9969
CV (%) 7,43 6,06 7,86 6,91

* = teste F significativo a 5%; ns = teste F nao significativo a 5%.
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TABELA 6A - Resumo da analise de variancia dos dados referentes a incidéncia
e coloragdo roxa do micélio de Fusarium oxysporum f.sp.
vasinfectum provenientes de sementes de algoddo inoculadas
pelo método de imersdo na suspensdo de conidios (met.1) e
incubadas em diferentes substratos, a 20°C, fotoperiodo de 12 h,
por sete dias. UFLA, Lavras, MG, 2006.

QM’s e Significancia

FV GL
Incidéncia Fov (%) Coloracdo Roxa (%)
Substrato 5 3294,2444 * 6045,1093 *
Isolado 5 30,657,9778 * 29645,6639 *
Substrato x Isolado 25 551,8978 * 1450,1312 *
Erro 108 66,0370 140,6390
CV (%) 11,74 17,64

* = teste F significativo a 5%; ns = teste F ndo significativo a 5%.

TABELA 7A - Resumo da analise de variancia dos dados referentes a incidéncia
de Fusarium spp. provenientes de sementes de algoddo
inoculadas pelo método de imersdo em suspensdo de conidios
(método 1) e incubadas em diferentes substratos a 20°C,
fotoperiodo de 12 h, por sete dias. UFLA, Lavras, MG, 2006.

QM'S e Significancia

INCIDENCIA
FV GL
F. verticillioides F. solani
F. semitectum
(CML 0567) (CML 0576)
Substrato 5 42,2667 ns 1503,4667 * 87,4667 *
Erro 18 18,4444 54,6667 16,4444
CV (%) 4,37 9,09 421

* = teste F significativo a 5%; ns = teste F ndo significativo a 5%.

66



TABELA 1B

TABELA 2B

ANEXO B

Pagina
Qualidade sanitaria de sementes de algodao da cultivar
Delta Opal, safra 2003/2004, produzidas no municipio
de Rondondpolis, MT. Lavras, MG, 2006..................... 68

Custo, aproximado, dos métodos de detecgdo de
Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum em testes de
sanidade por 1 Litro de meio modificado para 2% de
agar, acrescido de 71,3 g manitol, relacionado a
sensibilidade para deteccdo da incidéncia do
patogeno. UFLA, Lavras - MG, 2006

67



TABELA 1B. Qualidade sanitaria de sementes de algoddo da cultivar Delta
Opal, safra 2003/2004, produzidas no municipio de
Rondonoépolis, MT. Lavras, MG, 2006.

Microrganismo Incidéncia (%)
Botryodiplodia theobromae 0,5
Phoma sp. 0,5
Fusarium semitectum 10,0
Fusarium verticillioides 5,0
Aspergillus sp. 30,5
Penicillium sp. 40,5

Trichoderma sp. 1.0

TABELA 2B - Custo, aproximado, dos métodos de deteccdo de Fusarium
oxysporum f.sp. vasinfectum em testes de sanidade por 1 Litro
de meio modificado para 2% de 4gar, acrescido de 71,3 g
manitol, relacionado a sensibilidade para deteccdo da
incidéncia do patogeno. UFLA, Lavras - MG, 2006.

Papel de filtro + Custo em RS Incidéncia do patégeno
substratos (aproximado)/ L de meio (%0)*
Quintozene 16,00 98,6
BDA 8,80 94,6
BDA + iprodione 9,00 86,4
2,4-D 2,65 59,2
DG-18 14,00 77,4

Extrato de sementes de

9,00 82,0
algodao

* Média da incidéncia de todos os isolados usados neste trabalho.
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