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RESUMO

COSTA, Maria Luiza Nunes. Inoculagio de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli por meio da restricdo hidrica. Lavras: UFLA, 2000. 71p.
(Dissertagdo - Mestrado em Fitopatologia)*.

Em diversos estudos sobre a associagdo de Fusarium oxysporum f. sp.
Pphaseoli com sementes de feijoeiro, ha necessidade de disponibilizagdo de
sementes com o indculo, inclusive com graus de incidéncia diferenciados.
Assim, o objetivo deste trabalho foi testar metodologia de inoculagdo de
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de feijoeiro para as quais se
utilizam solutos que proporcionam restrigio hidrica em meios agarizados,
fazendo com que as sementes absorvam agua, porém nio germinam nestas
circunstincias. Foram utilizados trés solutos, sacarose, cloreto de potassio ¢
manitol, adicionados a0 meio BSA (batata-sacarose-agar) em trés potenciais de
restrigdo hidrica (-0.8, -1.0, -1.2 MPa) e quatro tempos de exposi¢io das
sementes sobre o fungo (36, 72, 108 e 144h). Para avaliar os efeitos do fungo
nas sementes € nas plantulas emergentes, utilizaram-se testes de germinagio,
sanidade (blotter-test), vigor (indice de velocidade de emergéncia e emergéncia
de plantulas), altura de plantas, area foliar e peso de parte aérea e de raiz. O
crescimento micelial do fungo foi avaliado in vitro, ndo havendo inibigio em
nenhum dos potenciais e produtos utilizados, observando-se maior crescimento
nos potenciais -0.8 e -1.0 MPa. Nos maiores periodos de tempo, 108 € 144h, o
crescimento micelial foi maior, afetando o desempenho das sementes. Dentre os
solutos utilizados, KCI proporcionou uma incidéncia média de 64% do fungo
nas sementes. Quando as sementes permaneceram por 144h sobre o mesmo
soluto, a incidéncia foi de 70%.

*Comité Orientador: Prof. José da Cruz Machado — UFLA (Orientador)
Prof. Renato Mendes Guimardes ~ UFLA.



ABSTRACT

COSTA, Maria Luiza Nunes. Inoculation of Fusarium oxysporum f.sp.
phaseoli by means of water restriction. Lavras: UFLA, 2000. 71 p.
(Dissertation — Master in Phytopathology). *

In this work the objective was to test methodology of inoculation of
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli in bean seeds using water restriction
technique.For that, three solutes, sacarose, potassium chloride and manitol.
added to the BSA medium (potato-sucrose-agar) at three water restriction
potentials (-0.8, -1.0, -1.2 MPa) and four times of the exposition of seeds to the
fungus (36, 72, 108 and 144h) were used. The effects of the fungus on the
performance of the seeds and emerged plants were evaluated looking at vigor
germination, health (blotter-test) plant height, leaf area and weight of the shoot
and root. The mycelial growth of the fungus evaluated in vitro, was not reduced
by any osmotic treatment. Higher growth of the fungus was observed at
potentials of -0.8 € -1.0 MPa. At longer periods of exposition of the seeds to the
pathogen, 108 ¢ 144h, mycelial growth of the fungus was higher and affected
seed performance. Mean incidence of 64% of Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli was detected on seeds in wich KCl was used. At 144h of inoculation
period on that solute, the incidence was of 70%.

*Guidance Committee : Professor José da Cruz Machado - UFLA ( Adviser )
Professor Renato Mendes Guimaries



1 INTRODUCAO

O feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris L) ¢ um dos principais
alimentos da dieta da populagdo brasileira, sendo uma importante fonte de
proteina € apresentando uma boa adaptagio em diferentes condigdes climaticas.

O feijoeiro € ainda considerado uma cultura de subsisténcia. sendo
cultivado por pequenos e médios agricultores. Devido a baixa tecnologia
utilizada pela maioria, tem-se uma produtividade ainda baixa.

Tecnologias disponiveis aos produtores, como utilizagdo de cultivares
melhoradas, uso de sementes certificadas, plantio sob irrigagdo, proporcionam
aumento substancial na produtividade e, consequentemente, maiores ganhos com
a cultura.

O Brasil é o maior produtor de feijio (género Phaseolus) do mundo.,
seguido pelo México, destacando-se também, na safra de 1998/99, os EUA, a
Africa, a India ¢ a China. Em termos nacionais, a maior produgdo ¢ obtida na
regido nordeste, seguida pelas regides sul e sudeste.

Algumas regides brasileiras produtoras possuem trés safras anuais, o que
garante producdo todo o ano. A produgio ainda €, insuficiente para abastecer o
mercado interno, havendo necessidade de importagao.

Tanto os pequenos produtores quanto os mais tecnificados estdo sujeitos
a perdas na produgdo devido a fatores fitossanitarios. Alguns patégenos podem
estar presentes numa area devido a culturas anteriores, oriundos de implementos
agricolas, e principalmente de sementes portadoras do patdgeno, o que
proporciona o desenvolvimento de inumeros patdgenos no solo em que
permanecem por longos anos.

As sementes tém papel vital no desenvolvimento de um grande nitmero
de espécies utilizadas para produgio de alimentos e outras finalidades

importantes para o homem.



Especificamente nas sementes, a ocorréncia de determinados patégenos.
mesmo em taxas relativamente baixas, pode gerar grandes perdas na produgio.
como € o caso de Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli, agente etiologico da
murcha ou amarelecimento de Fusarium em feijoeiro.

A murcha de Fusarium é uma das doengas do feijoeiro que vém sc
destacando pelos grandes danos que causam. Estas perdas dependem de alguns
fatores, como variedade utilizada, area com plantios sucessivos de feijdo, cultivo
irrigado (pivé central), controle preventivo, caracteristicas climaticas e.
principalmente. da qualidade sanitaria das sementes.

A incidéncia deste patégeno nos gridos ¢ sementes de feijoeiro
produzidas em algumas regides do pais vém aumentando nos ultimos anos, em
razio do uso, por parte dos produtores, de graos em substituigdo as sementes
(Pereira, 1999). Nestes casos, além da baixa germinagdo e vigor, as sementes
possuem sanidade desconhecida.

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli ¢ um microrganismo que sobrevive
no solo, é transmitido por sementes, sobrevivendo em seu interior, em impurezas
associadas as sementes € em restos de cultura (Machado, 1999). Desta forma, o
controle da referida doenga toma-se extremamente dificill e muitas vezes
impossibilitado. Do ponto de vista epidemioldgico, a associagdo desse fungo
com sementes é um fato relevante, sendo responsavel pela introdugio e
disseminagdo de indculo inicial entre regides de cultivo.

A diagnose preventiva no estadio de sementes, assim como o tratamento
das sementes visando a erradicagio do indculo infectivo, sio medidas que
podem, portanto, auxiliar em grande escala o combate a este tipo de doenga.

Para auxiliar os estudos de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
associados as sementes, ha necessidade, porém, de disponibilizagdo de sementes
com o inoculo, inclusive em graus de incidéncia diferenciados. Estas sementes

sdo importantes em estudos, como: detec¢io do patégeno na semente,



desenvolvimento e testes de produtos preventivos € curativos no controle da
doenca, ensaios de melhoramento visando a resisténcia ou tolerdncia ao
patdgeno, e trabalhos sobre o comportamento epidemiologico de doengas.

Entretanto, sabe-se que as técnicas de inoculagdo de sementes
comumente utilizadas sdo baseadas, em sua maioria, na imersao de sementes em
suspensdo de conidios, sendo as sementes mantidas em contato prolongado com
meio liquido. Por esta metodologia, obtém-se sementes apenas contaminadas ¢
com viabilidade pos-inoculagdo muito reduzida.

O objetivo principal deste trabalho ¢ obter sementes de feijoeiro
infectadas por Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli usando a técnica de restrigio
hidrica na metodologia de inoculagdo. A hipétese langada é que por meio da
restrigdo hidrica as sementes tornam-se infectadas € podem, assim, ser utilizadas
por um periodo maior em comparagdo com a técnica de inoculagdo por meio de

embebigdo das sementes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Murcha ou amarelecimento de Fusarium

Murcha ou amarelecimento do feijoeiro ¢ uma doenga causada pelo
fungo Fusarium oxysporum fsp. phaseoli, que produz microconidios,
macroconidios e clamidosporos; os microconidios sdo unicelulares produzidos
em fidlides curtas, situadas diretamente nas hifas, os macroconidios sdo curvos
com extremidades ponteagudas.

A doenga caracteriza-se na lavoura, inicialmente, pelo aparecimento dc
plantas infectadas em reboleiras, identificadas pelo sintoma de murcha, podendo
ocorrer amarelecimento das folhas antes da murcha. Apresenta atuagio
ascendente nas plantas, provocando queda das folhas em fungio da obstru¢do do
sistema vascular, podendo causar a mortc do hospedeiro (Kendrich & Snyder.
1942). Quando a infecgdo ocorre precocementc. pode haver redugdo do
crescimento. Sintoma caracteristico da doenga pode ser observado através de
corte longitudinal no caule, na raiz, ondc verifica-se escurecimento vascular
devido a colonizagio do patogeno (Ribeiro Do Vale & Zambolim, 1997).

O patogeno ¢ disseminado dentro € entre lavouras através de movimento
do solo infestado, restos culturais, agua de irrigagdo, sementes contaminadas.
homem e equipamentos agricolas (Kraft ef al, 1981).

A rapidez com que os sintomas aparecem no campo depende da
quantidade de inéculo no solo, da cultivar e das condi¢des climaticas.
notadamente temperatura e umidade. Geralmente, os primeiros sintomas
evidentes da doenga no campo ocorrem na fase de prefloragio ou floragdo e/ou

enchimento dos grios (Ribeiro Do Vale & Zambolim, 1997).



A murcha ou amarelecimento de Fusarium vem apresentando, nos
ultimos anos, uma importancia acentuada no Brasil. notadamente em areas de
cultivo sob irrigagdo (pivo central), onde geralmente se fazem plantios
sucessivos de feijdo. Severa epidemia da doenga tem sido relatada onde estiagem
¢ altas temperaturas sdo predominantes ¢ contribuem para o aumento das perdas
(Ribeiro Do Vale & Zambolim, 1997). As perdas ocasionadas pelo patégeno sdo
variaveis, dependendo da cultivar utilizada, da qualidade sanitaria das sementes,
da infestagdo do solo e das caracteristicas fisico-quimicas ¢ bioldgicas do solo.
dentre outros fatores. No Brasil, perdas de até 80% sob condi¢des de campo ja
foram observadas (Ribeiro Do Vale & Zambolim, 1997; Menezcs, 1987).

A doenga foi relatada pela primeira vez em 1929, em campos de feijdo
localizados no Vale do Sacramento, na Califérnia, Estados Unidos da América.
Reapareceu na mesma localidade em 1933 e 1940, quando a cultura foi
novamente implantada nesta area (Kendrich & Snyder. 1942). A doenga existe
hoje. no Brasil, Costa Rica, Colémbia. Panama, Meéxico, Peru. e Equador
(Abawi & Pastor-Corrales, 1990) e também em paises como a Italia, india,
Argentina, Holanda, Egito, Espanha e outros.

Especificamente no caso do Brasil, o primeiro relato da doenga foi feito
por Cardoso ef al. (1966) na regido de Laranjal Paulista, Sdo Paulo, e atualmente
a doenga estd presente na maioria dos estados brasileiros onde o feijio ¢
cultivado e. dentre estes, ela tem sido importante no Espirito Santo, Sdo Paulo,
Minas Gerais. Goias. Rio de Janeiro, Pernambuco, Santa Catarina, Parana e
Bahia (Ribeiro Do Vale & Zambolim, 1997).



2.2 Transmissio de Fusarium oxysporum através das sementes

Muitos fungos transmitidos por sementes iniciam suas atividades por
ocasido da semeadura, os quais podem resultar em diminui¢do do estande ¢/ou
damping-off de pré ou pos-emergéncia (Agarwal & Sinclair, 1987).

Patégenos transportados por sementes podem ndo causar a morte dec
sementes e plantulas. mas afetarem o vigor das plantas. Esta debilitagdo podc scr
causada por podridées radiculares (menor area para absor¢do de agua ¢
nutrientes ¢ menor profundidade), bloqueio no transporte de agua e nutricntes
(lesdes no colo e na haste, infecgdes vasculares, etc.), colonizagbes sistémicas.
etc. O resultado pode ser o desenvolvimento reduzido das plantas (tanto em
altura como em volume/massa). Estas plantas pouco vigorosas sdo mais
sensiveis a qualquer tipo de estresse (seca. alta umidade. alta ou baixa
temperatura) € mais vulneraveis ao ataque de outras doengas e pragas (Menten.
1991).

Kendrick & Snyder (1942) relataram a presen¢a de Fusarium oxysporum
externamente as sementes de feijoeiro, como resultado da aderéncia dos esporos
a superficie das mesmas no momento da colheita. A

A presenga de Fusarium oxysporum nas sementes de feijoeiro foi
relatada posteriormente por Tuset Barrachina (1973) ¢ Winter et al. (1974), na
Argentina, em levantamento de microrganismos associados as sementes de
culturas de importincia econémica naquele pais.

No Brasil, os relatos da presen¢a de Fusarium oxysporum nas sementes
de feijoeiro foram feitos por Lasca (1978), avaliando a flora fiingica de sementes
produzidas no estado de S3o Paulo; por Menezes et al. (1978, 1981), em
avaliagdo da qualidade sanitaria de sementes de feijoeiro produzidas no estado
do Parana; por Amaral (1981), que relata os patogenos causadores de doengas no

feijoeiro € que sio transmitidas por semente; por Leal e Bolkan, (1981), que



verificaram a incidéncia de Fusarium spp. em lotes de sementes de 50 cultivares,
no estado de Goias; por Nunes Jr. & Menten (1985), verificando a flora fingica
de sementes produzidas no estado de Santa Catarina; e por Santos ef al. (1996).
em Minas Gerais, enquanto trabalhavam na detecgdo de fungos em sementes,
sua transmissibilidade e patogenicidade.

A presenga de Fusarium oxysporum nas sementes de feijoeiro nio
apresenta sintomas caracteristicos (Menten. 1987), mas as consequéncias sio
visiveis. Diretamente nas sementes eles causam apodrecimento parcial ou total.
diminuindo o porcentual de germinagdo e emergéncia no campo, contribuindo
para a reducdo do estande (Menezes ef al. 1978, 1981. Menten, 1991).
Consequentemente, ha uma necessidade de utilizagdo excessiva de sementes
para obter o stand desejavel, aumentando, por conseguinte, o inéculo no campo.

O vigor das plantas oriundas de sementes com o patégeno também fica
comprometido, sendo comum o reduzido desenvolvimento da planta tanto em
altura quanto em massa (peso), vulnerabilidade ao ataque de outras doengas ¢
pragas, mais sensibilidade ao estresse (seca, alta umidade, temperaturas altas ou
baixas) (Machado, 1988; Menten, 1991). Estimam-se também efeitos no peso
seco ¢ area foliar total da planta (Bergamin Filho, 1996).

Sabe-se também que o efeito da doenga na produgio varia de acordo com a
época em que a planta foi infectada, por isso se deve, sempre, considerar o

estadio de desenvolvimento do hospedeiro (Bergamin Filho & Amorin, 1996).

2.3 Restrigiio hidrica em relagiio a sementes e fungos

2.3.1 Aplicacido da restri¢do hidrica no condicionamento de sementes

O condicionamento osmético ¢ uma forma de promover restrigdo

hidrica, ¢ aplicado as sementes e foi desenvolvido por Heydecker et al.



(1973/75). Esta técnica consiste em submeter as sementes a um periodo de pré-
embebigdo, para que depois suas radiculas possam emergir mais rapidamente
que o normal.

Na técnica do condicionamento osmatico. as sementes sdo colocadas em
contato com a solu¢do aquosa de uma substincia quimicamente inerte. iniciando
a embebig¢do de agua normalmente, cessando este processo assim que cntram
em equilibrio com o potencial osmético da solugdo. Esse potencial € pre-
determinado €, consequentemente, o conteudo de agua da semente pode ser
ajustado a um nivel que permite a passagem por todas as fases preparatorias
essenciais a germinagdo (fases I e II) sem atingir a fase de alongamento celular
¢ a emergéncia da raiz primaria (fase III), mesmo apos semanas de contato entre
a semente ¢ a solugdo osmatica (Heydecker et al., 1973/75).

De acordo com Bewley & Black (1983), a fase 1 € rapida e ocorre em
consequéncia da diferenga de potencial hidrico semente/solo. Bioquimicamente.
a fase | caracteriza-se pela degradagdo das substincias de reserva. Ao atingir
determinados teores de agua, proprios de cada espécie, tem inicio a fase II, na
qual ocorre o transporte ativo das substincias desdobradas na fase anterior.
Durante a Fase II. os potenciais hidricos do solo (ou outro substrato) e¢ da
semente estariam bastante proximos, de modo que as sementes praticamentc
estabilizam a absorgdo de agua, exibindo acréscimos pouco evidentes em seu
grau de umidade (Carvalho & Nagakawa, 1988). Em seguida observa-se o
crescimento visivel do eixo embrionario, caracterizando o inicio da fase Il da
geminagdo e a retomada da absorgio de quantidades crescentes de agua.

O tratamento em condigdes favoraveis permite o desdobramento de
reservas alimenticias necessarias 3 germinagdo, possibilitando que as sementes
germinem mais rapidamente assim que o obstaculo a embebig¢do seja removido.
isto ¢, quando as sementes sdo transferidas da solugdo osmética para substrato

ou solo suficientemente imido (Heydecker et al, 1975).



Para a maioria das espécies, a melhor temperatura para o
condicionamento osmotico varia entre 10 e 20°C (Bewley & Black. 1985). Para
feijao, Pandey (1988/89) encontrou bons resultados a 25° C: para soja, 15°C
(Knypl & Khan, 1981).

Alguns dos efeitos observados com o processo de condicionamento das
sementes sdo. a) aumento da velocidade e/ou porcentagem de germinagio cm
sementes, caso de cenoura e cebola, usando como soluto de restrigdo hidrica o
PEG 6000 a 15° C por 14 dias (Heydecker er al..1975) ¢ sementes de feijio cm
solugdes com 20 a 26% de PEG 6000 (Fu ef al.. 1983: b) maior sincronizagio
do processo de germinagdo entre sementes de mesmo lote (Heydecker et al..
1975; Khan et al., 1980/81), em sementes de soja osmocondicionadas com PEG
(Helsel et al.,1986); c) aumento da velocidade de emergéncia das plantulas
(Heydecker et al, 1975; Khan er al.. 1980/81), em sementes de soja
osmocondicionadas com PEG (Helsel et al., 1986); d) reparo das membranas
celulares diminuindo os efeitos da deterioragdo, em sementes de soja embebidas
em rolos de papel umedecidos com 30% de PEG 4000 por 8 horas (Woodstock
& Tao, 1981) e em sementes de soja condicionadas com PEG a 40% por 24 a
48 horas (Meng & Li, 1992); e) aumento do vigor (Khan et al., 1976) em
sementes de soja condicionadas com 30-36% de PEG 6000 e sementes de
amendoin e feijdo com 20 a 26% de PEG 6000 (Fu et al.. 1983).

2.3.2 Uso da restricdo hidrica no desenvolvimento de fungos em meio

agarizado ajustado osmoticamente

Potencial hidrico ¢ uma expressdo da energia da agua ¢ essa energia
determina a sua disponibilidade para processos vitais. Comumente, o potencial
hidrico € expresso por bar ou MPa (Mega Pascal), equivalendo 1 bar a 0,1 MPa
¢ a 0.987 atm (Cook & Papendick, 1978). Para o crescimento e atividade dos



microrganismos € para a maioria, se no todas as fun¢Ges celularcs. € importantc
considerar a energia relativa da agua.

Para descrever o teor de agua no solo, utilizam-se os termos capacidade
de campo e ponto de murcha permanente. Pressdo de vapor e umidade relativa
referem-se a agua no ar. Pressdo osmotica designa agua nos tecidos das plantas e
atividade de agua expressa a agua nas sementes ¢ alimentos secos (Cook &
Papendick, 1978).

A agua possui trés estagios de energia, podendo estar livre (disponivel
para utiliza¢io), sob pressdo ou presa (menos disponivel). Quando esta livre. o
seu potencial € igual a zero: quando esta sob pressdo, torna-se positivo (turgor
das células; dentro de uma seringa), e quando esta menos disponivel (nos tecidos
das plantas, em microrganismos, no solo ou outros substratos), scu potencial
atinge valores negativos (Cook & Papendick. 1978).

O potencial hidrico total pode ser dividido em: a) potencial osmético.
que se deve aos solutos (sempre negativo); b) potencial gravitacional. causado
por diferengas de altitude (positivo ou negativo). c) potencial matrico ou de
capilaridade, que inclui ambos os efeitos de capilaridade e adsorgdo das fases
solidas, tais como material mineral ou organico (sempre negativo); d) potencial
de pressdo, que resulta da pressdo externa aplicada a agua do solo (positiva ou
negativa). O potencial hidrico total de uma célula viva € a soma dos potenciais
osmotico (negativo), matrico (negativo) e turgor (positivo). Em célula turgida. o
componente matrico € insignificante se comparado ao componente osmoético
(Cook & Papendick, 1972).

As células bacterianas e as hifas fungicas tém o potencial hidrico (y)
semelhante ao das outras células, incluindo os potenciais osméticos € de turgor.
Estes microrganismos, desenvolvendo-se no solo ou em outro substrato, tendem
a equilibrar o potencial hidrico total das suas células com o ambiente externo.

Da mesma forma, se o potencial hidrico das células dos microrganismos for
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maior, havera perda de agua para o ambiente, até atingir o equilibrio, podendo
haver perda do turgor das células, e, inclusive, resultar em desseca¢do € morte
das células (Cook & Papendick, 1972).

Alguns microrganismos podem sobreviver na forma de esporos
dormentes ou corpos de resisténcia. e desenvolver um menor potencial osmotico
por osmoregulagdo (diminui¢do ou aumento do potencial osmoético dentro da
célula) (Cook & Papendick, 1978).

Osmoregulagdo ¢, provavelmente, um importante mecanismo pelo qual
os microrganismos mantém turgor e equilibrio do potencial hidrico entre suas
células e entre o ambiente. Este processo pode explicar porque os organismos
diferem em requerimento do potencial hidrico de acordo com a espécie,
ambiente e nutrigdo (Cook & Papendick, 1978).

Potencial matrico ¢ o principal componente do potencial hidrico do solo
(Cook & Duniway, 1981; Manandhar & Bruehl, 1973). Temperatura ¢ potencial
hidrico do solo sdo reconhecidos como importantes fatores em doengas causadas
por Fusarium spp. Entretanto, existem poucos relatos do efeito do potencial
matrico (W) em relagdo a Fusarium spp, bem como sobre a influéncia do y,, no
crescimento de hifas através de solo nio estéril (Brownell & Schneider, 1985).

Geralmente, bactérias e fungos tém seu crescimento maximo em
potenciais hidricos em torno de -0.3 a -0.5 MPa, havendo redugdes do
crescimento em -4 a -5 MPa. Estes valores variam com os microrganismos. Por
exemplo, Pythium spp requer um maior potencial hidrico para crescimento e é
geralmente comprometido em potenciais abaixo de -3 a -4 MPa. Ao contrario.
fungos do género Fusarium podem crescer em potenciais hidricos abaixo de -
10.0 a -12.0 MPa e algumas espécies de Aspergillus e Penicillium podem crescer
em potenciais hidricos menores que -22 a -25 MPa (Cook & Papendick, 1978).

Para a maior parte dos organismos. a necessidade exata de potencial

hidrico € ainda desconhecido, mas ha evidéncias de que os organismos diferem
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uns dos outros nesse aspecto. Mas sabe-se que o requerimento hidrico de um
dado organismo varia com a temperatura, pH, nutrigo, entre outros. Em geral,
quanto mais favoravel for a nutricdo ¢ 0 ambiente, menor o potencial hidrico em
que o organismo pode crescer (Cook & Papendick, 1978).

A maior parte dos trabalhos sobre a influéncia do potencial hidrico no
crescimento fungico tem sido feita utilizando meio agarizado controlado
osmoticamente (Cook & Duniway. 1981; Wearing & Burgess, 1979: Cook et al..
1972: Chandler et al., 1994, Alam et al., 1996; Adebayo & Hams, 1971:
Brownell & Schneider, 1985). Diversos meios agarizados podem ser utilizados,
sendo o BDA (Batata-Dextrose-Agar) o mais comum. Wearing & Burgess
(1979) avaliaram o crescimento de Fusarium roseum “‘Graminearum” em varios
meios e citam, em seu trabalho. os potenciais osmoticos de alguns meios
basicos: -0.36 MPa para BDA (Batata-Dextrose-Agar), -0.12 MPa para NA
(Nutriente Agar), -0.25 MPa para Vg A (Vs Juice Agar), -0.48 MPa para MEA
(Extrato de Malte Agar) e -0.1 MPa para SEA (Extrato de Solo Agar), sem
adigao de solutos.

A adigio de sacarose ao meio agarizado proporcionou maior crescimento
micelial de Phytophthora cinnamomi ¢ Alternaria tenuis que a adigao de KCl ao
meio agarizado, provavelmente devido a melhor disponibilidade do carbono da
sacarose (Adebayo & Harris, 1971).

Cook et al.(1972) avaliaram crescimento de Ophiobolus graminis e
Fusarium roseum f. sp. cerealis ‘Culmorum’ em meio agarizado controlando
potencial hidrico osmoticamente, utilizando como solutos a sacarose, KCl,
NaCl, a mistura dos dois sais ¢ Na,SO,;, em varias concentragdes. Para o
primeiro fungo, observou-se diminuigdo no crescimento micelial a medida que
aumentava a restrigdo hidrica. O contrario ocorreu com o Fusarium roseum f. sp.
cerealis ‘Culmorum’, pois seu crescimento foi estimulado a2 medida que

aumentava a restrigio hidrica, com todos os solutos utilizados, até atingir o
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potencial -0.8 MPa. O crescimento micelial diminuiu abaixo de -0.8 a -0.1 MPa,
reduzindo o crescimento pela metade no potencial -5 MPa e cessou o
crescimento a -8 MPa.

Por sua vez, estudos de Wearing & Burgess (1979) demonstraram que
crescimento de Fusarium roseum “Graminearum”, grupos 1 € 2, foi estimulado
em meio agarizado com potenciais hidricos de -0.36 a aproximadamente -1.0 ¢ -
2.0 MPa produzidos por sacarose, KCI. NaCl. a mistura de KCI+NaCl ¢ Na,SO,.
Houve ainda crescimento no potencial -12.3 MPa, cessando entre -14.0 ¢ -15.0
MPa na temperatura de 25°C. Citam os autores que o fungo paralisou
crescimento em potenciais maiores que -12.0 MPa devido a limitagio de
nutriente do meio utilizado.

O crescimento micelial do Fusarium é, em geral, intensificado em mcios
de cultura com potenciais hidricos mais negativos, havendo crescimento normal
até -3.0 MPa. Abaixo disso, no entanto, ha uma progressiva diminuigdo, mas seu
desenvolvimento tolera até -9.0 a -12.0 MPa. Estes potenciais estio bem abaixo
dos suportados pelas plantas hospedeiras, -1.5 MPa.(-15 bars) (loannou et al.,
1977; Manandhar & Bruehl, 1973).

A temperatura ideal de crescimento de Fusarium situa-se na faixa de 24-
32°C, havendo, no entanto, crescimento a 35°C, quando o potencial hidrico é
diminuido (Manandhar & Bruehl, 1973: Nash & Pieper,1972 citado por Puhalla
& Bell, 1981)

Brownell & Schneider (1985) observaram que o crescimento de
Fusarium oxysporum em meio agarizado controlado osmoticamente com KCl ¢
MgCl; teve seu crescimento estimulado ao diminuir o potencial hidrico de -0.8
para -1.5 MPa. O crescimento foi reduzido 50% a -6 ¢ -2.7 MPa em meio
ajustado com KCl e MgCl,, respectivamente. E a -9 MPa, o crescimento em
meio ajustado com KClI ficou em 27% do crescimento maximo. Nos meios em

que foram utilizados solutos, o crescimento radial foi maior que na testemunha
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(meio sem adi¢do de solutos) em todas as temperaturas testadas (15, 21, 24, 30,
33, 36°C), no periodo de 4 a 7 dias.

O soluto KCl permite ao fungo crescer em potenciais osmoéticos
relativamente baixos, pois ions potassio s3o facilmente acumulados pelas células
microbianas e possuem baixa toxicidade (Harris. 1981: citado por Browncll &
Schneider, 1985).

2.4 Métodos de inoculagio de fungos em sementes

Sementes geralmente sio inoculadas para diversas finalidades, como, por
exemplo, estudos envolvendo patogenicidade, resisténcia de cultivares a
determinados patogenos (Agarwal & Sinclair, 1981), avaliagdo da eficacia do
tratamento com produtos, dentre outras modalidades.

Mesterhazy (1978) inoculou sementes de trigo para testar resisténcia ao
Fusarium spp. utilizando o método do papel de filtro. Uma camada dupla de
papel de filtro é imersa em suspenséo de esporos € colocada em placas estéreis.
Sementes desinfestadas superficialmente foram colocadas sobre o papel ¢
incubadas. Apds alguns dias, as plantulas sdo avaliadas para resisténcia.

A inoculagio de sementes pela aplicagio de vacuo € utilizada com
resultados semelhantes a utilizagio de agitagdo (Leukel, 1936). Esta
metodologia consiste em adicionar 250g de sementes a 1 L de suspensdo de
esporos, 1% de dextrose ou caldo de batata-dextrose € aplicar o vacuo de
aproximadamente 100-120 mmHg por 10 a 20 min. Ap6s retirada a suspensdo
de esporos, as sementes sdio deixadas para secar por 12h aproximadamente e
entdo sdo mantidas a 90% de umidade relativa por 2 dias, a temperatura de 20 a
25°C. Apos este processo, as sementes sdo secas com auxilio de ar forgado e
armazenadas até o momento da utilizagio. De forma semelhante, Chaves ef al.

(1999) utilizaram metodologia de inoculagdo por imersdo a vacuo por 3 minutos
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com suspensdo contendo 2 x 10° conidios/mL de Colletotrichum sp. em
sementes de feijoeiro.

Carvalho (1989) utilizou Fusarium oxysporum isolado de sementes
produzidas na regido sul de Minas Gerais para testar inoculagdo em sementes. A
inoculagdo consiste em colocar o indculo sobre as sementes, distribuidas em
bandejas contendo mistura de terra e areia, € em seguida fazer a cobertura com o
mesmo substrato. As bandejas foram mantidas sob temperatura de 19-23°C ¢
fotoperiodo de 12 horas. Apés 24 dias, observaram-se sintomas.

Outra metodologia de inoculagdo de fungos em sementes sobrc meio
BDA foi desenvolvida por Carvalho (1999) utilizando a técnica de restri¢do
hidrica. Através desta técnica, o potencial hidrico do meio agarizado ¢
controlado com manitol e/ou PEG, para que as sementes ndo germinem durante
a exposi¢do das mesmas com o fungo em desenvolvimento. Foram inoculadas
sementes de feijoeiro com Colletotrichum lindemuthianum em meio BDA
controlado osmoticamente com manitol ¢ PEG, em diferentes potenciais de
restricdo hidrica (-0.8 ¢ -1.0 MPa) ¢ em diferentes periodos de tempo (30. 72.
120 ¢ 168h).
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3 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos nos laboratdrios de Patologia de Sementes,
Departamento de Fitopatologia ¢ de Analise de Sementes, Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, no periodo de dezembro/1999 a
Junho/2000.

3.1. Obtenc¢do e manuten¢do de Fusarium oxysporum f{. sp. phaseoli

Isolados de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli foram obtidos de
sementes de feijoeiro, referentes a lotes existentes no laboratorio de Patologia dc
Sementes. Isolamentos das culturas desenvolvidas foram efetuados a partir de
sementes submetidas ao blotter-test (Machado, 1988). As culturas puras dos
isolados obtidos cresceram em meio SNA (Synthetic Nutrient Agar, Niremberg.
1981) e, em seguida, foram transferidas para meio de aveia até o momento de
sua utilizag3o.

A patogenicidade dos isolados obtidos foi testada através de
inoculagSes em plantulas oriundas de sementes da cultivar IPA 1 fornecida pelo
Departamento de Biologia da UFLA. As plantulas desenvolveram-se em
bandejas contendo arecia como substrato, por 10 dias. Em seguida, foram
retiradas e lavadas em agua corrente e tiveram 1/3 das suas raizes cortadas. As
raizes das plantulas foram mergulhadas em suspensio de esporos na
concentragio de 10° conidios/mL, por 5 minutos. Apés inoculagdo. foram
plantadas em vasos contendo uma mistura de areia, terra e esterco (proporgdo dc

3:2:2), previamente esterilizadas com brometo de metila.
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As avaliagdes foram realizadas aos 21 dias apoés a inoculagdo utilizando
critérios descritos por Rava e al.(1996). O isolado considerado mais patogénico
as plantas foi reisolado e utilizado nos experimentos deste trabalho.

O isolado foi mantido a 10°C em tubos contendo mistura de solo-areia-

composto organico, previamente esterilizados.

3.2. Origem e Perfil das sementes

As sementes de feijoeiro cv carioca, safra 1999, foram obtidas no
Departamento de Agricultura da UFLA e armazenadas em cimara fria.

Inicialmente procedeu-se a sele¢do das sementes, sendo utilizadas as que
ficaram retidas na peneira 14. Posteriormente, realizaram-se analises verificando
a qualidade fisiolégica através dos testes de germinagdo e vigor (tetrazolio),
sendo as avaliagGes realizadas de acordo com os critérios estabelecidos pelas
Regras de Anilise de Sementes (Brasil, 1992) (Tabela 1B, 2B). A qualidadc

sanitaria das sementes foi verificada através do blotter-test (Tabela 3B).

3.3 Preparo do inéculo de Fusarium oxysporum {. sp. phaseoli

O fungo foi cultivado em meio de aveia cujas placas foram colocadas em
camara de crescimento a 20°C por 7-10 dias, quando ocorreu esporulagio
suficiente para preparo de suspensdo de conidios. A suspensdo foi preparada
adicionando 5 mL de agua destilada esterilizada as placas e agitando-as
levemente para a liberagdo dos conidios. A suspensdo foi colocada em becker,
homogeneizada e calibrada para a concentragio de 1x10° conidios/mL, através

da utiliza¢do da cimara de Neubauer.
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3.4 Preparo do meio BSA modificado

O meio BSA modificado (meio com restrigdo hidrica) foi preparado pela
adigdo dos solutos, sacarose, cloreto de potassio e manitol ao meio BSA (batata,
sacarose, agar). Para cada soluto utilizado, foram preparadas 3 concentragoes
diferentes, de modo a proporcionar restri¢do hidrica de -0.8. -1.0 ¢ -1.2 MPa.

O calculo das concentragdes dos solutos de restrigdo hidrica foi realizado
pelo software SPPM (Michel & Radcliffe, 1995) (Tabela 4B).

3.5 Crescimento micelial de Fusarium oxysporum f{. sp. phaseoli em meio

BSA modificado

O meio BSA modificado (descrito no item 3.4) foi vertido em placas de
Petri de 10 ¢cm de didmetro. Ao centro, colocou-se um disco de 5 mm dc
didmetro, de meio SNA contendo o fungo cultivado por 7 dias, a temperatura de
20°C e fotoperiodo de 12h. Em seguida, as placas foram acondicionadas em
incubadora BOD regulada a 25°C, com fotoperiodo de 12 horas, durante 8 dias.

O didmetro médio das colonias foi avaliado diariamente € o indice de
crescimento micelial - ICM - foi determinado através da formula descrita por

Oliveira (1991):
ICM =C/N,; + Co/N; +..+ C,/N,
ICM = indice de Crescimento Micelial

C,, C, e C, = crescimento micelial na primeira, segunda e ultima avaliagio

Ni, N» e N, = numero de dias de avaliagio
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3.6 Inoculagio de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de

feijoeiro através da restri¢do hidrica

Neste experimento utilizaram-se placas de Petri de 15 cm contendo 40
mL de meio BSA modificado. Sobre o meio foi distribuido uniformemente ImL
de suspensdo de conidios de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, sendo as
placas incubadas em BOD reguladas 4 temperatura dc 25°C e fotoperiodo dc 12
horas. Apés o crescimento micelial do fungo por 5 dias, foram colocadas 125
sementes em cada placa, € novamente incubadas nas mesmas condigdes.

As sementes permaneceram sobre a coldnia fiingica por 4 periodos de
tempo (36, 72, 108 e 144h) para cada agente condicionantc ¢ para cada
concentragdo.

Apés o término dos periodos de exposigio a F. oxysporum f. sp.
Pphaseoli, as sementes foram retiradas das placas e distribuidas sobre papel de
filtro, em temperatura ambiente para retornarem ao teor de umidade inicial.
Apos 3 dias, as sementes foram colocadas em sacos de papel e armazenadas em

camara fria, onde permaneceram até o momento das avaliagdes.

3.7 Avaliacio da qualidade fisiologica e sanitiria das sementes inoculadas

com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli através da restrigio hidrica

3.7.1 Teste de germinagio em rolo de papel

Conduzido com 4 repeti¢des de 50 sementes em papel germitest (papel-
toalha) umedecido com agua destilada esterilizada, 2.5 vezes o peso do papel
seco, em germinador regulado a temperatura constante de 25°C +/-2°. As
avaliagdes foram realizadas seguindo os critérios estabelecidos pelas Regras

para Analise de Sementes (Brasil, 1992).
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3.7.2 Emergéncia de plintulas e indice de velocidade de emergéncia -IVE

Neste ensaio montado em casa de vegetagdo telada, utilizou-se o plantio
em vasos de 5L contendo 4 litros de solo. areia e esterco na proporgdo de 3:2:2.
previamente esterilizados com brometo de metila. Cada parcela experimental era
formada por um vaso, para o qual foram utilizadas oito sementes no momento da
semeadura.

Para o calculo do indice de velocidadc de emergéncia. contou-sc
diariamente o numero de plantulas emergidas até sua estabilizagdo. O indicc foi

calculado pela formula de Maguire (1962):
IVE = E;//N, + Es/N; +..+ E/N,

IVE = indice de Velocidade de Emergéncia
E.. E; ¢ E, = n° de plantas emergidas na primeira, segunda ¢ ultima contagem

N,. N; e N, = n° de dias de semeadura

A cmergéncia total foi determinada aos 8 dias, quando houve
estabilizagdo da emergéncia de plantulas. O resultado foi expresso em

porcentagem.
3.7.3 Teste de Sanidade

Utilizou-se o blotter-test, no qual as sementes foram incubadas em
placas de Petri de 15 cm de didmetro, contendo trés folhas de papel de filtro
esterilizadas e umedecidas com agua destilada esterilizada. Adicionou-se o sal
de acido 2.4-diclorofenoxiacético, concentragio de 10 ppm, a agua destilada

para evitar a germinagdo das sementes no periodo de incubagdo. As placas foram
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mantidas em camara de crescimento sob luz negra (radiagdo na faixa de 320-400
nm), com fotoperiodo de 12 h, a temperatura de 20° C + 2° C. num periodo de 7
dias.

A visualiza¢do das sementes para identificagio da micoflora foi realizada
com a utilizagdo do microscopio estereoscopico. € quando necessario, utilizou-se
0 microscopio otico para confirmagdo das estruturas do fungo. Por este teste.
detectou-se também a ocorréncia dos demais microrganismos associados as

sementes, utilizadas neste estudo.

3.8 Avaliagio do desenvolvimento de plantas oriundas das sementes
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli através da restri¢iio

hidrica em ensaio conduzido em cimara de crescimento vegetal

O experimento foi montado em cimara de crescimento com temperatura
de 25° C, fotoperiodo de 12h, constando de 36 tratamentos (3 solutos. 3
potenciais hidricos ¢ 4 tempos), sendo montado em vasos plasticos de 500 mL
contendo 400 mL de mistura de solo, areia ¢ esterco na proporgio de 3:2:2,
previamente esterilizados com brometo de metila. Cada parcela constou de |
vaso com 3 sementes, sendo 3 repetigdes por tratamento. Regas diarias foram
realizadas durante o periodo de condugio do ensaio. Foram avaliados area foliar.

altura de plantas ¢ peso de plantas e de raiz.
3.8.1 Area foliar
Para a obtengdo da arca foliar, mediu-se a largura do foliolo central da

folha trifoliolada de cada planta aos 20 dias apos o plantio. No calculo da area

foliar — AF, foi empregada a equagio de lamauti (1995) para o feijdo:
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AF=2.137094(LFC"**'®)-2,701269

LFC = largura do foliolo central

3.8.2 Altura de plantas

Determinada pela medida entre a base da haste até o ponto de inser¢do
das folhas cotiledonares, aos 35 dias apos o plantio, momento em que foi

concluido o experimento.

3.8.3 Peso seco de plantas e raiz

As plantas foram cortadas a | cm do solo, embaladas em saco de papel ¢
secas em estufa de circulagio forgada de ar, temperatura de 70°C por trés dias.
Em seguida procedeu-se a pesagem.

O mesmo procedimento foi realizado com as raizes. apos lava-las em
agua corrente e seca-las a sombra.

Cada parcela experimental constou de trés plantas e estas foram
acondicionadas juntas em saco de papel. O mesmo procedimento foi adotado

para as raizes.

3.9 Delineamento Experimental

Crescimento micelial

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado, com
4 repetigdes em esquema fatorial 3x3, combinando soluto (sacarose, cloreto de
potassio e manitol) com potencial (-0.8, -1.0, -1.2 MPa), sendo testemunha o

crescimento em meio BSA.
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Germinacio e Sanidade

Nos testes de germinagdo e sanidade. utilizou-se o delineamento
experimental em blocos casualizados com esquema fatorial 3 x 3 x 4 + 4. no
qual combinou-se soluto (sacarose, KCI e manitol), potencial (-0.8, -1.0 ¢ -1.2
MPa) e tempo (36, 72, 108 ¢ 144 horas) de permanéncia da semente sobre o
fungo: e tratamento adicional, sementes inoculadas nos tempos 36, 72. 108 ¢

144h em meio BSA, no qual nio variou produto nem potencial.

Emergéncia, Indice de Velocidade de Emergéncia, Area Foliar, Altura de

plantas, Peso de plantas e de raiz

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, com
esquema fatorial 3 x 3 x 4 + 5, para o qual se combinou soluto (sacarose. KCl e
manitol), trés potenciais (-0.8, -1.0 ¢ -1.2 MPa) ¢ quatro tempos (36, 72, 108 ¢
144 horas) de permanéncia da semente sobre o fungo; e cinco tratamentos
adicionais, um sem inoculagdo e quatro inoculados nos tempos 36, 72, 108 ¢

144h em meio BSA no qual ndo variou produto nem potencial.

3.10 Anilise Estatistica

As anilises estatisticas dos experimentos foram realizadas utilizando os
programas SISVAR e SAS. O contraste de médias para comparar tratamento
com testemunhas pardmetros avaliados foi o teste de T.

As médias entre os tratamentos foram comparadas pelo teste Scott-Knott
ou regressdo de acordo com a natureza dos dados, quantitativos ou qualitativos.

Nas equagdes de regressdo realizadas, foram calculados os pontos de

maximo das curvas.
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4 RESULTADOS

4.1 Crescimento micelial de Fusarium oxysporum {.sp. phaseoli em meio
BSA modificado

Pelas analises estatisticas, o crescimento micelial do fungo ndo foi
afetado pelos diferentes produtos de restrigdo hidrica, mas apresentou diferengas
em relagio a potenciais de restrigdo hidrica (Tabela 1A). Observou-sc quc a
adicdo de sacarose. cloreto de potassio e/ou manitol até o potencial -0.92 MPa
provocou aumento do crescimento do fungo em relagdo a testemunha. A partir
deste potencial, o crescimento do F. oxysporum f.sp. phaseoli foi decrescentc

(Figura 1).

o]

- 3.5
- 3.4
y = -0.4964x* - 0.9111x + 3.0976 - 3.3 a
R’ = 0.9999 | 3, X
- 3.1
T , r T r : r 3 {
-16 -14 -1.2 -1 -08 -06 -04 -02 0

Potencial Osmético (MPa)

FIGURA 1: Analise de regressio para indice de crescimento micelial
relacionado ao potencial de restrigio hidrica de F. oxysporum
f.sp. phaseoli utilizando sacarose, KCI e manitol. UFLA, Lavras-
MG, 2000.
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4.2 Qualidade sanitaria e fisioldgica das sementes inoculadas com Fusarium

oxysporum {. sp. phaseoli através da técnica de restri¢io hidrica

4.2.1 Germinagio em rolo de papel

De acordo com o contraste entre as médias de germinagdo das sementes
nos tratamentos € na testemunha. observou-se melhor desempenho das sementcs
na testemunha, ou seja. porcentagem maior de germinagdo (Tabela 2A). Estc
resultado demonstrou que os tratamentos proporcionaram aumento do
crescimento do fungo sobre as sementes, afetando a germinagio.

Houve variagdo na germinagio das sementes ao utilizar diferentes
solutos (sacarose, cloreto de potassio e manitol), potenciais (-0.8,-1.0, -1.2 MPa)
¢ tempos de exposicdo das sementes ao fungo (36, 72, 108, 144h) na inoculagio
de sementes com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. Em termos dc
germinagdo, a interagdo das variaveis soluto, potencial ¢ tempo ndo
proporcionou diferenga significativa na germinagio, ao contrario das interagdes
soluto e potencial, para as quais houve efeito significativo (Tabela 2A).

Comparando solutos pelo teste Scott-Knott, houve diminui¢io na
germinagdo utilizando o meio modificado com KCl no potencial -1.2 MPa. Os
meios de cultura modificados com sacarose e manitol para inoculagio das
sementes ndo afetaram a germinagfo nos potenciais utilizados (Tabela 1).

A germinagdo das sementes foi superior na inoculagio sobre o meio
BSA. Nos meios modificados com os solutos sacarose, cloreto de potassio e
manitol, a germinagdo diminuiu i medida que aumentava o tempo de
permanéncia das sementes sobre o meio de cultura (Figura 2).

Dentre os potenciais de restri¢do hidrica utilizados, -0.8 MPa foi o que
menos afetou a germinagio das sementes, nos trés solutos utilizados. Com a

utilizagdo de KCl e manitol, a germinagdo diminuiu com o aumento da restrigdo

25



hidrica no meio de cultura; e no soluto sacarose, a germinagdo apresentou

acréscimo no maior potencial de restrigdo hidrica (-1.2 MPa) (Figura 3).

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

POTENCIAL OSMOTICO (MPa) .
SOLUTO 0.0 2038 1.0 712 MEDIA
BSA + Sacarose - 7987a 76.00a 79.12 a 78.33
BSA + KCl ; 68.46a 59752 49.00b 59.11
BSA -+ Manitol ; 79.75a 7925a 75.12a  78.04
71.83*
BSA 85.5 ; . . 85.5%

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas sdo iguais pelo teste Scott-Knott
Testemunha (BSA) superior ao tratamento pelo contraste entre médias (teste T)

SACAROSE CLORETO DE POTASSIO ]
y =-0.0041x? + 0.3222x + 89.333 y =-0.664x + 118.83 '
110 - R? = 0.9991 R? = 0.9881
100 - l
w207 |
o 80 |
€ 4. MANITOL ,
E y =-0.0038x? + 0.2525x + 91.875 )
5 601 R? =0.9974
O 9 BSA
40 -
< 0l -0.0034x2 + 0.2942x + 91.29
1 R? =0.9731
20 8 ~ . .
0 36 72 108 144
Tempo (h)
@ Sacarose @ Cloreto de Potissio & Manitol @ BSA

FIGURA 2: Regressio para % de germinagdo das sementes de feijoeiro
inoculadas com F. oxysporum f. sp. phaseoli em relagdo aos
diferentes tempos de inoculagdo. UFLA, Lavras-MG, 2000.

26



f o SACAROSE
: y =87.5x2- 176.87x + 165.37 88
R2=1 84
- ) 180 2
~ MANITOL 176 &
y =-45.313x2 + 79.063x + 45.5 T Z; §
- =1 1 3,
R2 164 3
CLORETO DE POTASSIO 4 60 <
i y=-25521x2 +2.3967x + 82.875 T 56 o
| R2=1 4 52 .
; . . . . - 43 :
-1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 0.2 0 I
Potencial Osmadtico (MPa)
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FIGURA 3: Anilise de regressdo relacionando porcentagem de germinagdo das
sementes aos potenciais de restrigio hidrica dos solutos (sacarose.
cloreto de potassio € manitol) ¢ a testemunha (BSA). UFLA.
Lavras-MG, 2000.

4.2.2 Emergéncia de plantulas

As porcentagens de emergéncia de plantulas oriundas de sementes
inoculadas com restrigio por meio de sacarose, KCl e manitol (Tabela 3A)
foram mais elevadas que as testemunhas (sementes inoculadas sobre BSA e sem
inoculagdo), demonstrando efeito da utilizagio de solutos que promovem
restricdo hidrica. Neste experimento, a restri¢io hidrica proporcionou maior
vigor as sementes, as quais produziram plantulas normais. Também a
testemunha BSA foi superior 4 testemunha sem inoculagdo, pois a propria
metodologia de inoculagdo realizada com BSA proporcionou aumento do vigor
das sementes, resultando em aumento na emergéncia de plantulas. Diferengas
foram também detectadas entre os solutos e tempos de inoculagdo utilizados e

entre as interages soluto e tempo, soluto ¢ potencial.
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Na anilise de regressdo realizada para potenciais dos solutos (Figura 4).
observou-se que aumentando a restrigdo hidrica através da sacarose e manitol,
aumentou-se a emergéncia das plantulas. O contrario ocorreu com o soluto KCl,
havendo redu¢do da emergéncia com o aumento da restrigdo hidrica,
provavelmente pela maior incidéncia de F. oxysporum f.sp. phaseoli nas
sementes inibindo a emergéncia. Com o aumento da restri¢do hidrica através da
sacarose, o desenvolvimento do fungo diminui, devido a menor disponibilidade

de agua proporcionada pela sacarose.

! SACAROSE 5
y = -58.594x? - 130.86x + 17.578 § % |
R =1 "
X
)4 MANITOL 1 =
y=-14.648x2-34.18x +67.969 § 85 g
R -1 18 &
. 475 "&
CLORETO DE POTASSIO S
y=34.172x2 + 104.48x + 14726 ] 0 &
R?=1 1 65
' . . . , . . 60 ,
-1.4 -1.2 -1 -0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0
Potencial Osmatico (MPa) i
@ Sacarose @ Cloreto de Potassio & Manitol @ BSA [Test. s/ inoculagdo ;

Figura 4: Regressdo da % de emergéncia de plantulas relacionada aos potenciais
de restri¢do hidrica (-0.8, -1.0 e -1.2 MPa) dos solutos. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Na analise de regressao realizada para comparar emergéncia de plantulas
nos diferentes tempos de exposi¢io das sementes ao fungo, nos trés solutos,
observou-se diminuigio da emergéncia com o aumento do periodo de tempo. O

mesmo ocorreu na analise para a testemunha BSA (Figura 5).
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Figura 5: Anilise de regressdo para % de emergéncia de plantulas ¢ tempo dc
permanéncia das sementes sobre o fungo. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Pelo teste de Scott-Knott para comparar os solutos utilizados dentro de
cada potencial, observou-se que a emergéncia foi semelhante com a utilizagdo
dos solutos, sacarose, cloreto de potassio ¢ manitol, em todos os solutos no
potencial -0,8MPa. No potencial -1.0 e -1.2 MPa do meio BSA modificado com
KCl, a maior incidéncia do fungo sobre as sementes proporcionou diminui¢do na
emergéncia das plantulas (Tabela 2). Na interagdo soluto e tempo, a emergéncia
foi semelhante nos solutos sacarose, cloreto de potassio € manitol, nos tempos
36 ¢ 72h, mas a emergéncia diminuiu quando a inoculagio foi realizada no meio
BSA modificado com KCI nos tempos 108 e 144h (Tabela 2).
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TABELA 2: Porcentagem média de emergéncia de plantulas na utilizagio dos
solutos sacarose, kcl e manitol nos diferentes potenciais de
restri¢do hidrica e tempos utilizados na inocula¢do das sementes de
fetjoeiro com F. oxysporum fsp. phaseoli. UFLA, Lavras-MG.

2000.
POTENCIAIS DE RESTRICAO HIDRICA (MPa) )
SOLUTO 0.0 208 _1.0 1.2 MEDIA
Sacarose - 84.77 a 89.84a 90.23 a 88.28
KCl - 85.55a 76.95b 71.09b 78.12
Manitol - 85.94 a 87.50 a 87.89a 87.11
Média 84.5*
BSA 83.33* - - - 83.33
Testemunha 98.44° - - - 98.44
TEMPO DE EXPOSICAO (h) )
SOLUTO 36 72 108 124 MEDIA
Sacarose 9583a 96.36 a 81.25a 79.69 a 88.28
KCl 98.44 a 92.71a 66.67b 53.65b 78.12
Manitol 9948 a 93.23a 8437 a 71.35a 87.11
BSA 96.87* 90.63* 81.25*% 64.58* 83.33

Dados seguidos pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Scott-Knott ( P < 0,05%)

*Diferencas de emergéncia entre médias dos tratamentos ¢ da testemunha (BSA)
ndo foram significativas pelo teste F

* Diferengas de emergéncia entre médias dos tratamentos € da testemunha (sem
inoculagdo) foram significativas pelo teste F ( P < 0,05%)

4.2.3 indice de velocidade de emergéncia - IVE

O indice de velocidade de emergéncia foi inferior nos tratamentos com
restrigdo hidrica quando comparado com BSA, mas foi superior quando
comparado com testemunha sem inoculagdo. Ao comparar inoculagdes sobre
BSA com testemunha sem inoculagdo, as sementes inoculadas sobre BSA
tiveram maior indice de velocidade de emergéncia (Tabela 3A).

A analise de regressdo (Figura 6) foi realizada para comparar diferentes

tempos nos diferentes solutos ¢ observou-se que a medida que aumentava o
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tempo de permanéncia da semente sobre o fungo, diminuia o indice de
velocidade de emergéncia das plantulas originadas de sementes inoculadas. Na
testemunha BSA também observou-se 0 mesmo padrdo. aumentando o tempo,
diminuia a emergéncia. Os mesmos resultados foram observados em relagdo a
emergeéncia de plantulas, demonstrando que houve maior crescimento do fungo
sobre a semente quando ela permanecia mais tempo sobre o fungo,
comprometendo o seu desempenho das sementes.

Pela comparagdo de médias através do teste Scott-Knott, observou-se
que houve diferencas entre os indices de velocidade de emergéncia das plantulas
originadas de sementes inoculadas em meio BSA modificado com sacarose.
cloreto de potassio ¢ manitol, mas nos tempos 108 ¢ 144h, o descmpenho das
sementes inoculadas sobre meio BSA modificado com sacarose ¢ manitol foi

superior (Tabela 3).

|
|
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- 43 J MANITOL R? = 0.9022
> 3.5 { ¥~ -0.0002x? +0.0068x +5.6102
-3 R?=0.9712
254
15 ] BSA
1 y =-0.0393x + 7.6788
0.5 1 R? = 0.9952
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0 36 72 108 144
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@ Sacarose @ Clorelo de Potéssio & Manitol @ Testemunha (BSA) @ Test. s/ inoculagdo ‘

Figura 6: Analise de regressio do indice de velocidade de emergéncia de
plantulas relacionando tempo em que as sementes permaneceram
sobre o fungo (36, 72, 108 ¢ 144h), aos solutos sacarose, KCl ¢
manitol. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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TABELA 3: Média das porcentagens do indice de velocidade de emergéncia das
plantulas nos tempos utilizados. UFLA, Lavras-MG, 2000.

TEMPO (h) ,

SOLUTO 36 72 108 144 MEDIA
Sacarose 553a 530a 353a 282a 4.29
KCl 595a 496a 2.11b 1.94 b 3.70
Manitol 553a 539a 394a 2.84a 442

4.17*°
BSA 6.16 56 38 2.7 4.56*
Testemunha - - - - 6.63°

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nio diferem estatisticamentc
pelo teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade

* Testemunha (BSA) superior ao tratamento pelo contraste de médias (testc T)

° Test. (s/ inoculagio) superior ao tratamento pelo contraste de médias (teste T)

4.2.4 Incidéncia de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de

feijoeiro apos inoculagéo

A incidéncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli foi superior nas sementcs
de feijoeiro inoculadas utilizando meio BSA modificado que em meio BSA.
Dentre os solutos utilizados, observaram diferengas significativas, sendo que o
KCl proporcionou maior crescimento do fungo nas sementes (Tabela 4). O
mesmo nio ocorreu entre os diferentes potenciais de restrigdo hidrica (Tabela
2A).

Com relagdo aos periodos de tempo utilizados na inoculagdo das
sementes (Figura 7), as diferengas foram significativas (P < 1%) entre os
tratamentos, sendo maior a porcentagem de incidéncia do fungo nas sementes

com aumento do tempo de exposi¢do das mesmas ao fungo (Tabela 5B).
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TABELA 4: Incidéncia (%) de F. oxysporum f.sp. phaseoli (Fop) ¢ de outros
microrganismos em sementes de feijociro, apos inoculagdo, nos
diferentes solutos utilizados. UFLA, Lavras-MG, 2000.

SOLUTOS Fop (%) Outros (%)
BSA + Sacarose 49.04b 12.63
BSA + KCl 64.17 a 10.88
BSA + Manitol 42.08 b 17.46
Média 51.76* 13.65**
BSA 38.8% 15.38**

Médias seguidas pelas mesmas letras, nas colunas. sdo estatisticamente iguais

pelo teste Scott-Knott (P < 0,05)
* Tratamento superior a test. (BSA) pelo contraste de médias (teste dc T)
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= 2 .
80 - y 0.0044!;(2 _+0191:9068x 12.051 /.///.
70 4

CLORETO DE POT ASSIO
60 4 v - -0.0024%7 - 0.8731x - 933

! 1 -0.9991
i g' 501 " ? —
& 40 MANITOL
X y =-0.0046x? + 1.288x - 28.833
30 1 R? = 0.9995
0 -
2 BSA '
10 4 y =0.0029x? - 0.2419x + 33.375 |
2 = |
0 ' . ' R?=0.99 ;
0 36 72 108 144 ‘

Tempo (h)

@ Sacarose @ Cloreto de Potdssio & Manitol @ BSA

FIGURA 7: Regressdo para % de F. oxysporum f.sp. phaseoli em sementes de
feijoeiro nos diferentes produtos e tempos de inoculagio. UFLA,
Lavras-MG, 2000,
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4.2.5 Ocorréncia de outros microrganismos nas sementes de feijoeiro apoés

inoculacio de F. oxysporum {.sp. phaseoli

Outra variavel utilizada nas avaliagdes foi a presenga de outros
microrganismos nas sementes, sendo agrupados os fungos e bactérias. A
incidéncia destes microrganismos foi superior a medida que aumentava o tempo
de exposigdo das sementes sobre os meios de restrigdo hidrica, revelando que.
nestas circunstancias, as condi¢gdes foram mais favoraveis para o scu

desenvolvimento (Tabela 2A).

4.3 Avaliacio do desenvolvimento das plantas oriundas das sementes
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli sob restri¢io hidrica

em ensaio conduzido em camara de crescimento vegetal

4.3.1 Area Foliar

Os tratamentos com restricio hidrica (sacarose, KCl, manitol)
possibilitam uma maior area foliar em comparagio com a testemunha (BSA).
Por sua vez, a area foliar das plantas oriundas de sementes inoculadas sobre
meio BSA foi superior a testemunha sem inoculagdo (Tabela 3A), mostrando
que, neste caso, a quantidade de indculo presente na semente ndo influenciou na
formagdo da area foliar das plantas.

A utilizagdo de diferentes solutos, sacarose, cloreto de potassio e
manitol, nos meios de cultura usados para inoculagdo de sementes, proporcionou
resultados diferenciados de area foliar. Foi também significativa a variag¢do entre
os quatro tempos de permanéncia das sementes sobre o fungo e a interagdo

soluto € tempo.
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Na analise de regressdo (Figura 8) realizada para comparar area foliar
das plantas nos diferentes tempos de inoculagdo das sementes dentro de cada
soluto de restrigdo hidrica, observou-se que 4 medida que aumentava o tempo de
permanéncia das sementes sobre o meio de cultura, diminuia a area foliar das
plantas originadas, ou seja, com maior tempo de exposi¢do das sementes ao
fungo, menor area foliar nas plantas originadas daquelas sementes: admite-sc
que sementes com maior grau de infecgdo pelo fungo devem apresentar um

menor desenvolvimento.
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FIGURA 8: Analise de regressio da area foliar das plantas relacionando
influéncia do tempo na inoculagio de Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli nas sementes sob restrigio hidrica (tratamentos) e
testemunha (BSA). UFLA, Lavras-MG. 2000.

Pelo teste Scott-Knott aplicado para area foliar de plantas originadas de
sementes inoculadas sobre meio de cultura com diferentes solutos, dentro de

cada tempo de exposi¢do das sementes ao fungo, observou-se que nio houve
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diferenga significativa na utilizagdo dos trés solutos nos tempos 36 ¢ 72h. De
forma contraria, no tempo 108h, a area foliar de plantas originadas de sementcs
inoculadas sobre o meio BSA modificado com o soluto KCI proporcionou
menor area foliar. No tempo 144h, as areas foliares das plantas foram distintas
em relagdo aos trés solutos, sendo que manitol proporcionou maior area foliar.

seguido pela sacarose e KCI (Tabela 5).

TABELA 5: Porcentagem média da area foliar de plantas oriundas de sementes
inoculadas com F. oxysporum f. sp. phaseoli sobre meio BSA
modificado osmoticamente através de diferentes solutos por
periodos de tempo variados. UFLA. Lavras-MG, 2000.

TEMPO (h) -

SOLUTO 36 7 108 144 MEDIAS
Sacarosc 2837a 1892a 16.33a 8.06b 17.92
KCl 21.29a 16.75a 6.94b 320¢c 12.04
Manitol 238a 24,94 a 199a 2089a 22.38

17.45%°
BSA 11.48 11.22 10.62 1.68 8.75*

Testemunha 16.4° - - - -

Meédias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente

pelo teste Scott-Knott (P < 0.05%)

* Tratamentos superior a testemunha (BSA) pelo contraste de médias (teste T)

° Tratamentos superior a testemunha (s/ inoculagdo) pelo contraste de médias
(teste T)

4.3.2 Altura de Plantas

A média da altura das plantas foi superior nos tratamentos com sacarose,
KCl, manitol, quando comparado com a média das testemunhas (inoculagdo
sobre BSA e sem inoculagdo).

Diferengas foram observadas na altura de plantas quando se analisaram
separadamente os solutos e os tempos de permanéncia das sementes sobre o

fungo. A interagio soluto e tempo foi também significativa (Tabela 4A).
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Na analise de regressio (Figura 9) realizada para comparar altura de
plantas originadas de sementes inoculadas, em diferentes periodos de tempo,
com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli. observou-se uma diminui¢io na altura
das plantas & medida que aumentava o tempo de exposi¢do das sementes ao

fungo, ocorrendo da mesma forma para todos os solutos utilizados.
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FIGURA 9: Anilise de regressdo relacionando altura de plantas e tempo de
exposicdo das sementes ao F. oxysporum f. sp. phaseoli nos trés
solutos utilizados para restrigdo hidrica do meio de inoculagio de
sementes de feijoeiro. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Analisando a altura de plantas originadas de sementes inoculadas em
meio modificado com diferentes solutos, através do teste de Scott-Knott,
observou-se a mesma tendéncia das outras varidveis, nio havendo diferenca
entre altura de plantas nos trés solutos utilizados nos tempos 36 ¢ 72h. Nos

tempos 108 ¢ 144h de permanéncia da sementes sobre o fungo em meio BSA
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modificado com KCI, houve menor desenvolvimento das plantas, devido ao

melhor desempenho do fungo sobre as sementes (Tabela 6).

TABELA 6: Porcentagem média de altura (cm) das plantas oriundas de
sementes inoculadas com F. oxysporum f. sp. phaseoli sobre meio
BSA modificado osmoticamente com diferentes solutos em cada
tempo utilizado. UFLA, Lavras-MG, 2000.

TEMPO (h) )

SOLUTO 36 72 108 122 MEDIA
BSA + Sacarose 1334a 1233a 11.67a 911a 11.61
BSA +KClI 1200a 10.89a 7.00b 482b 8.67
BSA +Manitol 126la 1225a 1105a 951a 11.35

10.54%¢°

BSA 12.67 11.5 10.73 9.55 11.11*

Test. s/ inoculagio 13.68° - - -

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente

pelo teste Scott-Knott (P < 0,05%).
*Médias dos tratamentos e testemunha (BSA) nio diferiram pelo teste F
°Médias dos tratamentos e testemunha (s/ inoculagdo) ndo diferiram pelo teste F

4.3.3 Peso de Planta e Raiz

O peso das plantas foi semelhante entre os tratamentos com restrigdo
hidrica ¢ a testemunha (BSA) com inoculagdo ¢ superior em relagdo a
testemunha sem inoculagdo. As sementes inoculadas originaram plantas com
peso superior as ndo inoculadas devido, possivelmente, ao aumento do vigor
proporcionado pelo condicionamento osmoético das sementes no momento da
inoculagédo (Tabela 4A).

O peso das plantas foi variavel entre os solutos em meio BSA
modificado para inoculagio de sementes com o fungo. A inoculagdo com KClI
resultou em maior crescimento do fungo sobre as sementes, originando plantas

com menores pesos (Tabela 7). O peso das plantas foi inversamente
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proporcional ao tempo de exposig¢do das sementes ao fungo (P < 0.01), sendo
menores os pesos das plantulas originadas de sementes inoculadas por 108 e
144h (Figura 10).

Os resultados referentes a peso das raizes € peso de plantas tiveram uma
mesma tendéncia em relagdo aos solutos. Observaram-se diferencas nos diversos
solutos utilizados em meio BSA modificado, ¢ nos tempos de permanéncia da

sementes sobre o fungo. (Tabela 4A, Figura 11).

TABELA 7: Média dos pesos (g) de plantas e das raizes originadas dc sementes
inoculadas com F. oxysporum f. sp. phaseoli utilizando diferentes
solutos. UFLA, Lavras-MG. 2000.

PESO SECO (gramas
SOLUTO PLANTA & : RAIZ
BSA + Sacarose 0.68a 0.12a
BSA +KCl 0.58b 0.10b
BSA +Manitol 0.71 a 0.12a
Média 0.66*° 0.11*
BSA 0.53* 0.09*
Testemunha s/ inoculagio 0.79° 0.13*

Teste Scott-Knott (P < 0,05%)

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas sio estatisticamente iguais.

* Médias dos tratamentos ¢ testemunha (BSA) nio diferiram pelo teste F

* Tratamento superior a testem. (s/ inoculagio) pelo contraste de médias (teste T)
“Meédias dos tratamentos ¢ testem. (s/ inoculagdo) nio diferiram pelo teste F
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FIGURA 10:

Analise de regressdo para peso de planta de feijoeiro variando os
tempos de inoculagdo de F. oxysporum f. sp. phaseoli em sementes
através dos tratamentos (sacarose, cloreto de potassio € manitol) ¢
da testemunha (BSA). UFLA, Lavras-MG, 2000.
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FIGURA 11:

Analise de regressdo para peso de raiz de feijoeiro variando os
tempos utilizados na inocula¢do de F. oxysporum f. sp. phaseoli
em sementes através dos tratamentos (sacarose, cloreto de
potassio e manitol) e da testemunha (BSA). UFLA, Lavras-MG,
2000.
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4.4 Relagdo entre emergéncia de plintulas e incidéncia de Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli nas sementes de feijoeiro apé6s inoculagio

Baseado na Figura 12, foram observados valores diferenciados nas
interse¢des entre as variaveis: incidéncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli nas
sementes € emergéncia de plantulas em cada soluto utilizado.

90 110
80 [S] (B]
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< 50 -
RS g 2
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(g 40 &0
= 30 70 GE)
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— 20
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S - BSA+Sacarose M - BSA + Manitol

FIGURA 12: Interagdo entre incidéncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli em
sementes de feijoeiro e emergéncia de plantulas oriundas das
sementes inoculadas com o mesmo fungo através dos tratamentos
(sacarose, cloreto de potassio e manitol) e na testemunha (BSA).
UFLA, Lavras-MG, 2000.
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5 DISCUSSAOQ

Os resultados de crescimento in vitro de F. oxysporum f. sp. phaseoli
obtidos concordam, de modo geral, com os resultados de trabalhos anteriores de
Wearing & Burgess (1979); Manandhar & Bruehl, (1973), que relatam estimulo
ao crescimento micelial de Fusarium em meio dc cultura com potenciais
hidricos mais negativos, até um valor limitante.

Neste estudo, observou-se que o crescimento do referido fungo foi
estimulado até o potencial -0,92 MPa, abaixo do qual houve inibigdo.

Nos testes de germinagdo em rolo de papel, as sementes de feijociro
inoculadas em substrato contendo KCI foram colonizadas intensamente por F.
oxysporum f. sp. phaseoli. Nas avaliagdes das sementes que permaneceram por
maiores periodos de tempo em contato com o fungo, a germinagdo foi ainda
menor.

De acordo com Brownell & Schneider (1985). ions de potassio sdo
facilmente acumulados pelas células microbianas, estimulando o seu
desenvolvimento. Este fato parece Ter sido reproduzido no presente estudo.

A emergéncia de plantulas foi superior nos tratamentos em que realizou-
se inoculagdo do fungo, sendo mantidas sobre substrato agarizado. Neste caso.
as sementes absorvem agua lentamente, passando pelo processo denominado
osmocondicionamento. Este processo estimula os mecanismos condicionadores
da germinagdo das sementes e favorece a emergéncia rapida de plantulas. Trigo
et al (1999) obtiveram resultados semelhantes de emergéncia das plantulas
oriundas de sementes osmocondicionadas com KNO;, em diferentes
molaridades.

Por outro lado, o indice de velocidade de emergéncia nao foi estimulado
pelo método de inoculagdo utilizado. Certamente neste caso a atuagdo do

patogeno foi responsavel pelo baixo indice de vigor.
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A incidéncia de I oxysporum f. sp. phaseoli nas sementes de feijoeiro
apos moculagdo pelo método de restrigdo hidrica foi elevada, o que pode ser
observado nos resultados de germinagdo ¢ incidéncia do fungo. Utilizando a
mesma metodologia. mas inoculando Colletotrichun lindemuthianum em
sementes de feijoeiro, Carvalho (1999) obteve alta porcentagem do fungo nas
sementes, com sintomas visiveis nas plantulas emergidas.

No meio de cultura contendo cloreto de potassio. houve maior
crescimento do fungo sobre as sementes, a exemplo do que ocorreu no teste de
germinagdo cm rolo de papel. Brownell & Schneider (1985) relatam, em
trabalhos anteriores, o estimulo do potassio ao crescimento de Fusarium
oxysporum.

A arca foliar ¢ a altura de plantas foram influenciadas pela metodologia
empregada neste estudo. Valores de area foliar para os tratamentos com restrigio
hidrica foram maiores até o periodo de 72 h de inoculagdo. Até¢ este periodo, o
crescimento do fungo sobre as sementes foi menor. ndo afetando o desempenho
das plantas originadas destas sementcs. Em periodos de inoculagio mais longos
o fungo afetou o desempenho das sementes, diminuindo a area foliar das plantas.
Por sua vez a altura de plantas, comparada com as plantas originadas de
sementes sem inoculagdo. diminuiu mesmo quando originadas de sementes que
permaneceram por menores periodos de tempo sobre o fungo.

Os resultados referentes a peso de plantas e de raiz, separadamente,
foram inferiores nos tratamentos em que as sementes foram inoculadas com F
oxysporum f. sp. phaseoli, comparadas com a testemunha sem inoculagio. De
acordo com a literatura, a presenga de patdgenos nas sementes proporciona, em
geral, a redugdo da massa de plantas (Machado, 1988: Menten, 1991).

Através dos resultados obtidos para relagio entre emergéncia de
plantulas ¢ incidéncia de /. oxysporum f. sp. phaseoli, pode-se observar que a

medida que se tem maior porcentagem de fungo nas sementes, ha uma redugio
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da emergéncia de plintulas. Isto ocorreu de forma analoga em todos os
substratos utilizados para inoculagdo das sementes, variando apenas o tempo dc
permanéncia das sementes de acordo com o substrato.

De modo geral a metodologia de inoculagdo de sementes por meio da
restri¢io hidrica parece ter uma aplicagdo mais extensiva em relagdo a outras
interagdes, patogeno ¢ semente, conforme foi o caso demonstrado por Carvalho
(1999) para a interagio Colletotrichum lindemunthianum ¢ sementes de

feijoeiro.
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1.

6 CONCLUSOES

A 1noculagdo das sementes de feijoeiro por meio da técnica de restrigdo
hidrica, possibilita obten¢do de sementes portadoras de F. oxysporum f. sp.

phaseoli em niveis diferenciados de infecgdo.

A adigdo, em separado, de sacarose, cloreto de potassio € manitol a0 mcio
BSA foi capaz de inibir a germinagio das sementes de feijoeiro durante o
periodo de inoculagdo com F. oxysporum f. sp. phaseoli até um limitc de
144h nos diferentes potenciais. Desta forma, entende-se que o menor valor
de potencial hidrico, -0.8 MPa, seja o mais adequado, pelo uso de menores

quantidades de solutos.

Dentre os solutos utilizados para modificar osmoticamente o substrato de
inoculagdo das sementes, cloreto de potassio proporcionou a maior
incidéncia dec F. oxysporum f. sp. phaseoli ¢ a maior redugio na taxa de

germinagdo das sementes.
A ocorréncia de F. oxysporum f. sp. phaseoli em sementes de feijoeiro

inoculadas em substrato com diferentes potenciais hidricos é variavel em

fungdo do soluto ¢ periodo de exposigdo das sementes ao fungo.
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TABELA 1A: Resumo da analise de varidncia dos dados referentes ao indice de
crescimento micelial de Fusarium oxysporum fsp. phaseoli,
desenvolvidos em meio agarizado controlado osmoticamente
com sacarose, kcl e manitol nos potenciais hidricos 0.0, -0.8, -1.0

e-1.2 MPa
Fator de Variagéo Graus de Liberdade Quadrado Médio
Soluto 2 0.012681 ns
Potencial 3 0.486831 **
Soluto x Potencial 6 0.003395 ns
Erro 36 0.005069
CV (%) 2.09

** Teste de F significativo a 1% de probabilidade
ns = Teste de F ndo significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 2A: Resumo da analise de varidncia dos dados referentes a germinagdo, incidéncia de Fusarium e de outros
microorganismos nas sementes de feijoeiro apos inoculagdo com Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli em
meio BSA modificado com sacarose, kel e manitol nos potenciais hidricos -0.8, -1.0 e -1.2 MPa. UFLA,
LAVRAS-MG, 2000.

LS

GRAUS DE QUADRADO MEDIO

FATOR DE VARIACAO LIBERDADE GERMINACAO FUSARIUM OUTROS®
Blocos 3 1.281,5181 13.736,5122 2.6419
Tratamentos (39) 2.194,9022 1.757,6240 0.0511
Soluto 2 5.742,6943 ** 6.118,8611 ** 0.0659 ns
Potencial 2 811,4318 ** 495,4444 ns 0.0409 ns
Tempo 3 20.101,0137 ** 15.092,5463 ** 0.2944 **
Soluto x Potencial 4 425,2299 * 335,7778 ns 0.0080 ns
Soluto x Tempo 6 725,3416 ** 69,4907 ns 0.0111 ns
Potencial x Tempo 6 128,9160 ns 201,1852 ns 0.0336 ns
Soluto x Potencial x Tempo 12 88,3194 ns 250,6296 ns 0.0454 ns
Adicional 3 776,2222 ** 661,5778 ns 0.0165 ns
Fatorial x Adicional 1 1432,1797 **° 2.509,2137 **4 0.0019 ns
Errot** 163,3254 341,7856 0.0576
Ccv 17.51 36.58 87.41
* Teste de F significativo a 5% de probabilidade ** a 1% de probabilidade ns = Teste de F ndo significativo

*** Os graus de liberdade do erro para germinagio, incidéncia de Fusarium o outros microorganismos ¢,
respectivamente, 112,117 e 117.

°Dados de outros microorganismo transformados para arc sen Vx/100

° Valores do tratamento adicional (testemunha BSA) superior ao fatorial (tratamentos) pelo teste de T.

t Valores do fatorial (tratamentos) superior ao tratamento adicional (testemunha BSA) pelo teste de T.
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TABELA 3A: Resumo da analise de varidncia dos dados referentes & emergéncia de plantulas oriundas de sementes
inoculadas com Fusarium oxysporum fsp. phaseoli em meio BSA modificado com sacarose, kel e
manitol nos potenciais hidricos -0.8, -1.0 e-1.2 MPa. UFLA, LAVRAS-MG, 2000.

GRAUS DE QUADRADO MEDIO

FATOR DE VARIACAO  LIBERDADE EMERGENCIA IVE AREA FOLIAR
Blocos 3 3.207,8318 20.2959 79.4696
Tratamentos (40) 888,0798 8.9485 6.0459
Soluto 2 1.507,5466 ** 6.1854 ** 27.1460 **
Potencial 2 69,5229 ns 0.3168 ns 0.4324 ns
Tempo 3 7.000,5286 ** 82.8836 ** 28.8642 **
Soluto x Potencial 4 455,8713 * 0.7150 ns 1.2459 ns
Soluto x Tempo 6 566,4597 ** 2.8849 * 6.2577 *
Potencial x Tempo 6 78,8748 ns 0.4891 ns 2.2831 ns
Soluto x Potencial x Tempo 12 231,8157 ns 14718 ns 1.2005 ns
Fatorial x Adicional 1 234.1741 ns 5.05865 *° 5.0459 ns
Fatorial x Testemunha 1 813.8788 *t+ 95169 **t+ 24.2096 **4+
Demais (adicional + test.) “4) 6447706 13.1724 42017

Adicional 3 636,8523 ** 11.3549 ** 3.4947 ns

Adicional x Testemunha 1 1.082,9076 **i 14.9406 **t 99281 *i
Erro 115 115 120
CvV 14.72 24.15 41 .45
* Teste de F significativo a 5% de probabilidade ** 2 1% de probabilidade ns = Teste de F ndo significativo

**+* Os graus de liberdade do erro para emergéncia, IVE e area foliar so, respectivamente, 115,115 e 120.
+ Valores do fatorial (tratamentos) superior ao tratamento adicional (testemunha BSA) pelo teste de T.

1 Valores do tratamento adicional (testemunha BSA) superior a testemunha sem inoculagdo pelo teste de T.
+1 Valores do fatorial (tratamentos) superior a testemunha sem inoculagio pelo teste de T.

° Valores do tratamento adicional (testemunha BSA) superior ao fatorial (tratamentos) pelo teste de T.



TABELA 4A: Resumo da analise de varidncia dos dados referentes Altura de Plantas, Peso de Plantas e Peso de Raizes
oriundas de sementes inoculadas com Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli em meio BSA modificado com
sacarose, kcl e manitol nos potenciais hidricos -0.8, -1.0 e-1.2 MPa. UFLA, LAVRAS-MG, 2000.

6¢

GRAUS DE QUADRADO MEDIO

FATOR DE VARIACAO LIBERDADE ALTURA DE PLANTAS PESO DE PLANTAS PESO DE RAIZ
Blocos 3 158.3907 0.3973 0.0648
Tratamentos (40) 24.0033 0.8265 0.0036
Soluto 2 122.3187 ** 0.2213 ** 0.0066 **
Potencial 2 23991 ns 0.0439 ns 0.0023 ns
Tempo 3 1669175 ** 0.5582 ** 0.0264 **
Soluto x Potencial 4 1.4136 ns 0.0297 ns 0.0016 ns
Soluto x Tempo 6 14.4571 * 0.0434 ns 0.0011 ns
Potencial x Tempo 6 3.6231 ns 0.0170 ns 0.0002 ns
Soluto x Potencial x Tempo 12 5.9095 ns 0.0212 ns 0.0015 ns
Fatorial x Adicional 1 13.1870 ns 0.0631 ns 0.0020 ns
Fatonial x Testemunha 1 42665 ns 0.1165 *++ 0.0044 ns
Demais 4) 9.2381 0.0860 0.0034

Adicional 3 5.9273 ns 0.0937 ** 0.0040 *

Adicional x Testemunha 1 13.5809 ns 0.1839 **} 0.0066 *}
Erro 6.1449 0.0219 0.0011
Cv 23.12 22.44 30.09
* Teste de F significativo a 5% de probabilidade ** Teste de F significativo a 1% de probabilidade

ns = Teste de F ndo significativo a 5% de probabilidade

*** O grau de liberdade do erro para altura de plantas, peso de plantas e peso de raiz é 115, para todos os parimetros.
T+ Valores do fatorial (tratamentos) superior a testemunha sem inoculagio pelotestede T.

1 Valores do tratamento adicional (testemunha BSA) superior a testemunha sem inoculagio pelo teste de T.
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TABELA 1B: Dados referentes ao teste de germinagdo das sementes a serem

inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli.

Sementes
Repeti¢do Normais Anormais Mortas
1 50 - -
2 49 - 1
3 49 - 1
4 49 1 -

TABELA 2B: Dados referentes ao teste de tetrazolio, como indicagdo de vigor,

das sementes a serem inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp.

phaseoli.
NOTAS
1a3 4e5 6a8
Porcentagem 96 % 4% -
N° de sementes 192 8 -

TABELA 3B: Dados referentes ao perfil sanitirio das sementes a serem
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli pelo

método ‘blotter-test’.

Repeticoes**

1 2 3 4 5 6 7 8 Total*
Cladosporiumsp. 20 15 22 19 22 22 22 21 815
F. semitectum - I - 2 - I 2 - 3.0
F. moniliforme - - - 1 - - - - 0.5
Aspergillus niger - 2 2 - 1 2 2 - 4.5
Penicillium sp. - 1 - 2 3 8 4 - 9.0
Rhizopus sp. - 8 - - - - - - 4.0

**Valores das repetigdes em nimero de sementes
*Valor total em porcentagem
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TABELA 4B: Quantidade dos solutos adicionados ao meio agarizado BSA

visando controle do potencial hidrico

POTENCIAIS DE RESTRICAO HIDRICA (MPa)

-0.8 -1.0 -1.2
SOLUTOS (g) soluto solugdo* soluto solugdo* soluto solugio*
Sacarose 1009 9348 1235 9208 145.1 907.4
KCl 13.1 9923 16.4 991.0 19.7 989.8
Manitol 56.6 960.0 70.1 951.1 83.4 942 .4

* solugdo composta de decocto de batata

TABELA 5B: Médias das porcentagens de F. oxysporum f.sp. phaseoli e outros
microrganismos em sementes de feijoeiro, apds inoculagdo. nos

quatro tempos utilizados.
Tratamento BSA
TEMPO (h) FOP (%) OUTROS (%) FOP (%) OUTROS (%)
36 24 .39 6.78 29.0 10.0
72 48.17 8.22 29.5 12.0
108 64.44 21.0 43.0 22.5
144 70.06 19.0 58.67 17.0
Média 51.76 13.65 38.8 15.38
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TABELA 6B: Calculo das derivadas das equagdes de regressio

Equacio de Regressio Calculo
Crescim.micelial _y=-0.4964x"+0.9111x +3.0976 x =-0.92 MPa
% Germinagio
BSA + Sacarose  y=87.5x"- 176.87x +165.37  x=-1.01 MPa
BSA +KCl y=-25.521x*+2.3967x +82.875 x =-0.046 MPa
BSA + Manitol  y=-45.313x>+79.063x + 45.5 x=-0.87 MPa
% Fusarium
BSA y=0.0029x"- 0.2419x +33.375 x=41.71h
BSA + Sacarose  y=-0.0044 x*+1.1408 - 12.05]1 x=129.64 h
BSA + KCl y=-0.0024 x*+0.8731 x +9.333 x=181.89 h
BSA + Manitol  y=-0.0046 x*+ 1.288x - 28.033 x=280h
% Emergéncia
BSA + Sacarose  y=-58.594x"+130.86x +17.578 x=-1.12 MPa
BSA + KCl y=-34.172 x’+104.48x +147.26 x =-1.53 MPa
BSA + Manitol  y=-14.648 x*+ 34.18x +67.969 x =-1.17 MPa
IVE
BSA + Manitol  y=-0.0002x"+0.0068x +5.6102 x=15.5 h
Area Foliar
BSA y=0.0004x"+ 0.0492x +2.008 x=64.5h
BSA + Sacarose  y=0.0002x*+0.0171x +4.41 x=42.75h
BSA + Manitol  y= 0.00009x°+0.0112x +4.0958 x =62.22 h
Peso de Planta
BSA y= 0.00005x"+0.0047x + 0.679 x=47.0 h
Peso de Raiz
BSA y= 0.00005x"+0.0013x +0.0988 x=13 h
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ANEXO C

Meio BSA

Agua de 200g de batata......................... 500 mL
SACATOSE........ovuivncrrieieciesenecrcan 20g
Aar. ..., 20g
Aguadestilada.............ccocoooii 500 mL
Meio SNA

KHoPOu...oooieeee et 10g
KNOj...oooeerececas 10g
MgS04.THZ0......occiciiine 05¢g
KCL.oooeee e 05g
GHCOSE. .....oveeeeeeeeeeeteee st 02g
SACATOSE. ......ooveevieerreereeceeiee e 02g
ABAT ... 20g
Agua destilada. ..........occoocvvvvecinicinnnns 1000 mL
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TABELA 1D: Teste de Dunnett (P < 0.05) para contraste entre médias dos
tratamentos (sementes de feijoeiro inoculadas com F. oxysporum
f. sp. phaseoli em meio BSA com restricdo hidrica) com a
testemunha, inoculagio em BSA sem restrigio hidrica, nas
avaliages de germinagdo, F. oxysporum f.sp. phaseoli e outros

microrganismos.

TESTEMUNHA - BSA

GERMINACAO  F.oxysporum f.sp. OUTROS
SOLUTOS phaseoli

(MPa) 36h 72h 108 144 |36h 72h 108 144 | 36h 72h 108

144

Sacarose-08 ns ns ns ns|ns ns ns ns|ns ns ns
Sacarose-10 ns ns ns nNs|ns ns ns ns|ns ns ns
Sacarose-1.2 ns ns ns ns|{ns ns ns NS | NS ns ns

KC1-0.8 nS ns ns ns|ns ns ns ns|ns ns ns
KCI-1.0 ns ns *** ns|ns ns ns ns|{ns ns ns
KCl-1.2 ns ns *** ***| ps ns ns ns|ns NS ns

Manitol-08 ns ns ns ns|ns ns nsS ns|ns NS ns
Manitol-1.0 ns ns ns ns{ns ns ns ns|ns ns ns
Manitol-1.2 ns ns ns ns|ns ns ns nNs | NS ns _ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

Os tempos de cada soluto, em seus diferentes potenciais, foram comparados
com os tempos correspondentes as testemunhas, ou seja, sacarose ~0.8 36h com

BSA 36h, e assim por diante.
*** Significativo (BSA superior aos tratamentos)
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TABELA 2D: Teste de Dunnett (P < 0.05) para contraste entre médias dos
tratamentos (sementes de feijoeiro inoculadas com F. oxysporum
f. sp. phaseoli em meio BSA com restrigio hidrica) com a
testemunha, inoculagdo sem restrigdo hidrica, nas avaliagSes de
emergéncia e indice de velocidade de emergéncia - IVE.

TESTEMUNHA - BSA

SOLUTOS EMERGENCIA IVE

(MPa) 36h 72h 108h 144h 36h 72h 108h 144h
Sacarose -0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns
Sacarose -1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns
Sacarose -1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns
KCI-0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns
KCI-1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns
KCl-1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns
Sem inoculagio ns ns ns  k¥* ns ng  FEF o xxk

Os tempos de cada soluto, em seus diferentes potenciais, foram comparados
com os tempos correspondentes as testemunhas, ou seja, sacarose -0.8 36h com
BSA 36h, ¢ assim por diante.

*** Significativa (testemunha sem inoculagiio superior ao tratamento)
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TABELA 3D: Teste de Dunnett (P < 0.05) para contraste entre médias dos
tratamentos (sementes de feijoeiro inoculadas com F. oxysporum
f. sp. phaseoli em meio BSA com e sem restrigdo hidrica) com a
testemunha (sem inoculagdo) nas avaliagées de emergéncia e
indice de velocidade de emergéncia — IVE.

TESTEMUNHA - Sem inoculagdo

SOLUTOS EMERGENCIA IVE

(MPa) 36h  72h 108h 144h 36h 72h 108h 144h
Sacarose -0.8 ns ns ns ¥k ns ns *¥kk Rk
Sacarose -1.0 ns ns ns ns ns ns KXk k¥x
Sacarose -1.2 ns ns ns ns ns ns  K¥E Rk
KC1-0.8 ns ns ns | ¥¥* ns N L
KCI -1.0 ns ns ns *xx ns s REE kkx
KCl-1.2 ns ns  REE ke ns ng  FEE Rk
Manitol -0.8  ns ns ns 0 ns ns  REE kR
Manitol -1.0 ns ns ns *kk ns ns *¥k  kk%
Manitol -1.2 ns ns ns ns ns ns *kk  kk%
BSA " ns ns ns | ¥** ns ns  ¥¥¥ kkx

Os potenciais de cada soluto, em seus diferentes tempos, foram comparados
com os tempos correspondentes as testemunhas, ou seja, sacarose —0.8 36h com
BSA 36h, e assim por diante.

*** Sisnificativo (testemunha sem inoculagio superior aos tratamentos)
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TABELA 4D: Teste de Dunnett (P < 0.05) para contraste entre médias dos tratamentos (sementes de feijoeiro inoculadas
com F. oxysporum f. sp. phaseoli em meio BSA com restrigdo hidrica) com a testemunha (inoculagio sem

restri¢do hidrica) nas avaliagdes de area foliar, altura de plantas, peso de plantas e de raiz. UFLA, LAVRAS-
MG, 2000.

) TESTEMUNHA - BSA
SOLUTOS AREA FOLIAR ALTURA DE PLANTAS PESO DE PLANTAS PESO DE RAIZ
(MPa) 36h 72h 108h 144h| 36h 72h 108h 144h| 36h 72h 108h 144h| 36h 72h 108h 144h

69

Sacarose -0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Sacarose -1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Sacarose -1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

KC1-0.8 ns ns ns ns | ns ns ns ns ns ns ns ns [ ns ns ns ns
KCl-1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
KCIl-1.2 ns ns ns ns ns ns ns *** | png ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
S/ inoculagdo NS ns ns ns | ns ns nSs ns | ns ns ns ***| ns ns ns ns

Os tempos de cada soluto, em seus diferentes potenciais, foram comparados com os tempos correspondentes as
testemunhas, ou seja, sacarose -0.8 36h com BSA 36h, e assim por diante.
*** Significativo (BSA superior aos tratamentos)



TABELA 5D: Teste de Dunnett (P < 0.05) para contraste entre médias dos tratamentos (sementes de feijoeiro_ inoculadas
com E.oxysporum f. sp. phaseoli em meio BSA com restri¢do hidrica) com a testemunha, inoculagdo sem

restri¢do hidrica, nas avaliagdes de area foliar, altura de plantas, peso de plantas e de raiz. UFLA, LAVRAS-
MG, 2000. '

TESTEMUNHA - Sem inoculagéo
SOLUTOS AREA FOLIAR ALTURA DE PLANTAS PESO DE PLANTAS PESO DE RAIZ
(MPa) 36h 72h 108h 144h| 36h 72h 108h 144h| 36h 72h 108h 144h| 36h 72h 108h 144h

oL

Sacarose -0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

Sacarose -1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Sacarose -1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
KC1-0.8 ns ns ns ns ns ns ns *** | ns ns ns *** | ng ns ns ns
KCl-1.0 ns ns ns ns ns ns k¥ ¥¥%x | g ns ns ns ns ns ns ns
KCi1-1.2 ns ns ns ns | ns ns ¥¥*  ¥k%k | g g *¥* k¥k | g ns  ps  k¥*
Manitol -0.8 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns - ns ns ns ns ns
Manitol -1.0 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Manitol -1.2 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BSA ns ns ns ns | ns ns ns ns | ns ns ns ***| ns ns ns ns

Os tempos de cada soluto, em seus diferentes potenciais, foram comparados com os tempos correspondentes as
testemunhas, ou seja, sacarose —0.8 36h com BSA 36h, e assim por diante.
**+ Significativo (Testemunha sem inoculagdo superior aos tratamentos)





