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RESUMO

A murcha de fusarium, causada por Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli
(Fop) é um dos principais fatores que contribuem para a reducdo da
produtividade do feijoeiro e que pode ser disseminada e transmitida por
sementes infectadas e/ou contaminadas. A obtencdo de sementes naturalmente
infectadas é uma das dificuldades para a realizacdo de estudos com o referido
patégeno em sementes de feijdo, tornando-se necessario recorrer a inoculagéo
artificial, que pode ser realizada por diferentes métodos. O objetivo neste
trabalho foi comparar métodos de inoculacéo artificial e verificar a presenca do
in6culo de Fop nas diferentes partes das sementes (tegumento, cotilédone e eixo
embrionario). O trabalho foi realizado utilizando sementes da cultivar BRS
Estilo e o isolado Fop 07, da colegcdo de micologia da UFLA, inoculado por trés
métodos diferentes: 1- embebicdo das sementes em suspensdo aquosa com trés
concentragdes e durante cinco periodos de tempo, 2 — contato das sementes com
0 patégeno em meio sélido agarizado sem restri¢do hidrica por cinco periodos e
3- contato das sementes com o0 patdgeno em meio sélido agarizado com
restricdo hidrica por seis periodos de tempo. Pelos resultados, foi observado que
0 método com restri¢do hidrica possibilitou sementes com potenciais de in6culo
distintos e mais elevados sem afetar significativamente a qualidade inicial das
sementes. Por este método foi evidenciado que Fop pode colonizar o eixo

embrionério das sementes causando a morte destas na fase de pré-emergéncia.



ABSTRACT

The fusarium wilt, caused by Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop)
is one of the main factors contributing to the reduction of common bean yield
and the pathogen can be disseminated and transmitted by infected and / or
contaminated seeds. Obtaining naturally infected seeds is one of the difficulties
in practice to develop studies with the referred to pathogen in bean seeds,
making it necessary to use artificial inoculation, which may be accomplished by
different methods. The objective in this study was to compare methods of
artificial inoculation and to verify the presence of Fop inoculum in different
parts of the seed (seed coat, cotyledon and embryo axis). The study was
conducted using seeds of BRS Style and isolate Fop 07, from the Mycological
Collection of UFLA, and inoculation performed by three different methods: 1-
soaking the seeds in water suspension with three inoculum concentrations and
for five time periods, 2 - contact of seeds with the pathogen on solid agar
medium without water restriction for five periods and 3- contact of seeds with
the pathogen on solid agar medium with water restriction for six periods of
time. From the results, it was observed that the method involving water
restriction in the agar substrate produced seeds with different and higher
inoculum potentials without affecting significantly the initial quality of the
seeds. By this method it was shown that Fop may colonize the embryo of the

seeds, causing the death of these in pre-emergence phase.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior pais produtor e consumidor de feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) do mundo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF
THE UNITED NATIONS - FAOQ, 2013), com uma producéo anual de 3442.200
toneladas, sendo o Parana o maior estado produtor, seguido por Minas Gerais
(ANUARIO..., 2015). Dentre os principais fatores que limitam a produtividade
do feijoeiro estdo as doengas sendo a murcha de fusarium, causada pelo fungo
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli (Fop), uma das mais importantes nesta
cultura. A doenca tem merecido atengdo especial no Brasil nos ultimos anos
devido ao aumento da disseminagdo do patdgeno em consequéncia de maior
mecanizac¢do nos campos de producdo, plantagdes sucessivas com dois ou trés
ciclos de feijoeiro por ano, sistema de irrigacdo (PEREIRA; RAMALHO;
ABREU, 2009) e uso de sementes ndo certificadas.

Uma das principais formas de disseminacéo do Fop, que € um patégeno
de solo é através de sementes infectadas e/ou contaminadas. Devido a essa
disseminagdo, o nivel de tolerdncia de Fop em sementes de feijdo no Brasil,
proposto pela Comissdo Nacional de Controle de Qualidade Sanitaria de
Sementes tem sido zero, em amostras de 400 sementes, a fim de evitar a
disseminacgdo do indculo por esta via (BRASIL, 1992).

Para auxiliar os estudos do patossistema Fop em sementes de feijdo ha
necessidade de se dispor sementes com variaveis niveis de inéculo, em termos
de incidéncia e potencial de in6culo (COSTA et al., 2003). Neste sentido
existem dificuldades de se obter sementes naturalmente infectadas, sendo
necessario recorrer a inoculacéo artificial. E importante ressaltar que para a

definicdo de um método de inoculacdo é necessario que haja a reproducdo da



11

sintomatologia tipica da doenga (TANAKA; MENTEN, 1991; TANAKA;
MENTEN; MARIANNO, 1989).

Para a maioria dos patdgenos associados as sementes, 0s métodos de
inoculacdo tém sido desenvolvidos por meio de imersdo de sementes em
suspensdo de esporos e/ou hifas (AGARWAL & SINCLAIR, 1987; TANAKA
& MENTEN, 1991) e pelo contato das sementes com a col6nia fldngica
desenvolvida em meios de cultura convencionais (ALBUQUERQUE, 2000;
SANTOS, 1995; TANAKA; MENTEN; MARIANNO, 1989). No entanto a
possivel germinagdo das sementes nas condi¢Ges do processo de inoculagéo faz
com que o tempo de contato das sementes com o patégeno seja reduzido, e
assim ndo garantindo niveis diferenciados de indculo nos tecidos das sementes
(MACHADO et al., 2001; TANAKA; MENTEN, 1991). A inoculacdo das
sementes através da técnica de condicionamento osmdtico, proposto
inicialmente por Carvalho (1999), vem se destacando nesse ambito, pois, devido
a presenca de um restritor hidrico no meio de cultura, a germinacdo das
sementes é paralisada a medida que entram em equilibrio com o potencial
osmético da solucdo no substrato (TANAKA e MACHADO, 1985).

Em trabalho mais recente realizado por Sousa et. al (2015), utilizando a
inoculacgdo das sementes pela técnica de condicionamento osmético e marcador
GFP, foi possivel verificar que Fop pode associar-se as sementes de feijao
externamente e atingir o tegumento, com penetracao das hifas até o embrido. A
referida técnica possibilitou o preparo de amostras de sementes de feijdo com
niveis de incidéncia e potencial de inoculo diferenciados de Fop e assim
tornando possivel propor um protocolo para deteccdo especifica de isolados
deste fungo em amostras de sementes de feijéo.

Neste trabalho, o alvo foi avaliar a eficicia de métodos de inoculacdo de
sementes de feijdo e verificar a localizagdo de Fop no interior das sementes

inoculadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do feijao

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) é uma das leguminosas de maior
importancia na alimentacdo mundial (SCHWARTZ et al., 2005), sendo
amplamente consumida em todo 0 mundo e considerada uma boa fonte de
proteina, fibra, algumas vitaminas e minerais, e além desses componentes
nutricionais, é rica em fitoquimicos benéficos para a saude (CAMPOS-VEGA
etal., 2013).

Cultivado por pequenos e grandes produtores, em diversificados
sistemas de producdo e em todas as regides brasileiras, o feijoeiro comum
reveste-se de grande importancia econémica e social (AIDAR, 2003), sendo o
Brasil o maior produtor mundial (FAO, 2013) com uma producdo anual de
3.442.200 toneladas (ANUARIO..., 2015) e além de maior produtor também é o
maior consumidor do grdo no mundo (FAO, 2013). O estado do Parana é o
maior produtor nacional seguido por Minas Gerais, com uma producdo de
814.00 e 596.000 toneladas, respectivamente (ANUARIO..., 2015).

O ciclo de vida do feijoeiro varia entre 65-100 dias, dependendo do
cultivar e dos fatores ambientais como temperatura, umidade relativa do ar e
precipitagdo pluvial (AIDAR, 2003; SCHWARTZ et al., 2005). O sistema de
irrigacdo em alguns campos no Brasil, bem como préticas inadequadas aumenta
a ocorréncia de muitas doengas, como murcha-de-fusarium em feijoeiro, onde
segundo a literatura, as sementes infectadas sdo a principal fonte de
disseminagdo do patdgeno em longas distancias (SANTOS et al., 1996;
SCHWARTZ et al., 2005).
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2.2 Aspectos gerais da murcha de fusarium em feijoeiro e seu agente

causal

O primeiro registro da murcha-de-fusarium em feijoeiro foi na
California - EUA em 1928, sendo encontrada mais tarde em diversos outros
paises, inclusive no Brasil (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987), onde sua
importancia se da devido a falta de rotacdo de cultura, cultivo intensivo de
feijdo durante o ano e a grande movimentagdo de implementos entre campos de
cultivo (PEREIRA; RAMALHO; ABREU, 2009).

A murcha de fusarium é causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli (Fop) que é disseminado principalmente através de sementes
contaminadas, com esporo aderido a superficie das mesmas (SANTOS et
al.,1996; SCHWARTZ et al., 2005).A infeccdo do feijoeiro por Fop ocorre
pelas raizes e hipocétilos, mais comumente através de ferimentos. Os sintomas
iniciais sdo amarelecimento e senescéncia prematura das folhas, passando das
inferiores para as superiores, progredindo para sintomas cloréticos até as folhas
atingirem uma coloracdo amarelo-brilhante, seguido por murcha e descoloragédo
da folhagem. Quando as plantas infectadas sdo jovens pode ocorrer reducéo de
seu desenvolvimento e tornarem-se atrofiadas fazendo ainda com que os tecidos
vasculares adquiram uma coloracdo marrom-avermelhada (SCHWARTZ et al.,
2005). Devido a presenca e atividade do patégeno nos vasos do xilema,
infecgbes mais severas podem provocar a morte das plantas inteiras dentro de
algumas semanas (AGRIOS, 2005).

A temperatura 6tima para o desenvolvimento da doenca é de 20°C,
sendo os danos agravados por niveis extremos de umidade do solo, além dos
efeitos da compactacéo e drenagem pobre do solo (SCHWARTZ et al. , 2005).

A utilizacdo de sementes de boa qualidade e saudaveis associadas com

rotacdo de culturas e diminuicdo da compactacdo do solo séo, portanto,
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importantes medidas para a diminuigdo do in6culo e controle da murcha-de-
fusarium (JENSEN; KURLE; PERCICH, 2004; TOLEDO-SOUZA et al.,
2012). O uso de cultivar resistente também pode ser utilizado, no entanto, é
necessario o conhecimento prévio da raca do patdgeno presente no local para se
tomar deciséo correta em relacéo a escolha da cultivar (ALVES-SANTOS et al.
, 2002b).

As caracteristicas morfoldgicas de F. oxysporum incluem a producgéo de
microconidios em falsas cabecas com monofidlides curtas, produgdo de
clamidosporos e o formato dos macro e microconidios, onde os macroconidios
possuem comprimento de curto a médio, paredes finas, ligeiramente curvos,
normalmente com trés septos e 0s microconidios podem possuir forma oval,
eliptica ou reniforme e geralmente sem septos (LESLIE; SUMMERELL, 2006),
alcancando o crescimento micelial maximo em meio de cultura com uma
temperatura em torno de 28 ° C (SCHWARTZ et al., 2005).

2.3 Associacao de fitopatdgenos com sementes

As sementes sdo0 componentes essenciais para a produgdo de alimento
para a populacdo de diversos paises, sendo que 90% das lavouras agricolas
dependem desta forma de propagacdo. No entanto, muitas doengas sdo causadas
por patdgenos veiculados por sementes, e para alguns deles é o Unico meio de
sobreviver entre safras e por longos periodos. A infeccdo de sementes pode
ocorrer de forma sistémica, onde o patdgeno segue a rota do sistema vascular e
entra nas sementes através do funiculo, estando nesse grupo a maioria dos
patdgenos causadores de murcha vascular, (NEERGARD, 1979).

A associacdo de microrganismos com sementes € de fundamental
importancia devido aos danos que eles podem provocar as plantas oriundas

destas, além de afetar a quantidade e a qualidade do produto final. Estruturas do
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patbgeno presente nas sementes constituem o indculo primario para o
desenvolvimento de epidemias e este inoculo fica vidvel por um longo periodo,
guando estas sementes sdo armazenadas (MACHADO, 1988).

De acordo com Machado (2012) os efeitos de patdgenos na qualidade
das sementes sdo variaveis e podem ser percebidos durante o processo de
germinacéo e nas fases subsequentes do desenvolvimento das plantas. Entre as
consequéncias relacionadas com a associagdo de patégenos a semente, estdo a
perda do poder germinativo e vigor das mesmas, aumento da suscetibilidade de
plantas a estresses variados, introducdo aleatdria e precoce de inoculo nas areas
de cultivo, morte de plantulas originadas de sementes contaminadas, acimulo
de ind6culo no solo, contaminagdo e possivel inutilizacdo do solo por longos
periodos, contaminacdo de equipamentos de beneficiamento de sementes,
disseminagdo do patdgeno a longas distancias, queda de producédo e qualidade,
entre outros. Os danos provocados podem variar com o potencial e posicdo do
indculo desses agentes nas sementes e também de acordo com patégeno ou
grupo de patdgenos.

A transmissdo de patdgenos através de sementes, deve ser avaliada sob
dois aspectos gerais, uma vez que 0s danos sao variaveis. O primeiro aspecto
esta relacionado ao campo de producdo, restringindo seus efeitos a reducgdo de
rendimento, sem afetar a viabilidade das sementes, e o segundo, além dos
patégenos reduzirem o rendimento, apresentam efeitos danosos sobre a
semente, quando colonizam o embrido. Desta forma, ocorrem redugdes na
porcentagem de germinacdo e vigor (CARVALHO, 1999). De acordo com
Neergaard (1979), a morte de sementes e o tombamento, em funcdo de
patdgenos transportados pelas sementes, ocorrem principalmente sob condicoes

desfavoraveis a emergéncia das plantulas.
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2.4 Ocorréncia e efeitos de Fop em sementes de feijéo

Sementes contaminadas podem disseminar patégenos em longas
distancias, como qualquer outro vetor, com a vantagem de ter um contato direto
com o hospedeiro suscetivel. Entretanto, a transmissdo do patégeno para a
planta oriunda da semente contaminada é determinada por alguns fatores, dentre
eles o potencial de inoculo, posicdo na semente e o tempo de infeccdo
(MACHADO & POZZA, 2005).

Em sementes com a presenca de sinais do fungo, infecgdes fracas séo
normalmente restritas a casca e ao pericarpo da semente, a0 passo que a
infeccdo mais forte pode invadir todas as partes, incluindo o embrido. As
infeccOes tardias, quando a semente estd atingindo a maturidade, podem
permanecer superficiais, a menos que o ambiente (umidade e temperatura) seja
favoravel ao patégeno por um longo periodo (SINGH & MATHUR; 2004).

Os testes fitossanitarios utilizados para se determinar a sanidade de
sementes sdo baseados em métodos de incubagdo ou microscopia
(MUNKVOLD, 2009), que as vezes também necessitam de testes de
patogenicidade. Atualmente para se determinar a incidéncia de Fop em
sementes de feijdo tém-se utilizado testes de rotina, como o “blotter test” ou
teste do papel de filtro (BRASIL, 2009). A dificuldade de realizacdo deste
método consiste na necessidade de pessoas especializadas, trabalho intensivo,
demora na obtencéo dos resultados e na simples determinacé@o da presenca do
patdgeno, sem quantificad-lo. A utilizacdo deste teste para a determinacdo e
quantificagdo de Fop é limitada, devido a outras espécies relacionadas que séo
morfologicamente semelhantes (ALVES-SANTOS et al. , 2002a) o que pode
ser solucionado através da utilizacdo de métodos baseados em testes de PCR
(MUNKVOLD, 2009).
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Os testes baseados em PCR tem sido aplicados a diversos patogenos
associados as sementes (MUNKVOLD, 2009), no entanto a maioria dos estudos
que utilizaram a técnica de PCR foram apenas para a deteccdo especifica do
patdgeno nas sementes e nao para a quantificar o nivel de contaminacdo
(CHIOCCHETTI et al., 2001; GRACIA-GARZA et al., 1999; KULIK, 2008;
MBOFUNG; PRYOR, 2010). Testes para se quantificar o DNA do patégeno
presente em sementes é desejavel para medir o nivel de infec¢do do lote. A
técnica de PCR convencional possibilita ter uma ideia da quantidade de DNA
do patégeno presente na semente, no entanto ndo é exata, se tornando uma
quantificagdo ndo confidvel, o que pode ser obtido através da utilizagdo de
técnicas de PCR em tempo real (GLYNN & EDWARDS, 2010).

PCR em tempo real tem um grande potencial para substituir ou
complementar os testes utilizados atualmente, devido & velocidade para a
realizacdo, especificidade, sensibilidade e quantificagio do DNA alvo
(GANCHON; MINGAM; CHARRIER, 2004; MUNKVOLD, 2009). Outro
motivo que torna a técnica vidvel seria o grande nimero de amostras que podem
ser processadas dentro de um periodo curto de tempo, sendo convenientemente
aplicado para andlise de sementes comerciais e de certificagdo. (MBOFUNG &
PRYOR, 2010).

Sousa et. al (2015) trabalhando com deteccdo molecular baseada em
PCR em tempo real propds um protocolo para deteccdo especifica de isolados
de Fop, onde a utilizacdo de TagMan qPCR se mostrou uma técnica répida,
eficaz, sensivel e confidvel de deteccdo e quantificacdo de Fop. A autora
verificou ainda que Fop estd associado as sementes de feijao externamente, no
tegumento, com penetracdo das hifas para o interior das mesmas, atingindo o
embrido, porém sem quantificar a presenca do patégeno em cada um dos

tecidos.
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2.5 Métodos de inoculagédo de fungos em sementes

Devido as dificuldades em se obter sementes naturalmente infectadas
com diferentes niveis de infeccdo por patdgenos, a inoculagdo artificial de
sementes torna-se necessaria para o desenvolvimento de trabalhos de pesquisa.
Este tipo de inoculagdo precisa garantir a reproducdo da sintomatologia tipica
da doenca e ainda possibilitar a sua aplicagdo em estudos de deteccéo,
patogenicidade, transmissibilidade, melhoramento genético do hospedeiro,
controle, dentre outros (TANAKA; MENTEN, 1991; TANAKA; MENTEN;
MARIANNO, 1989).

Os métodos mais simples de inoculacdo de sementes consistem na
imersdo delas numa suspensdo de esporos e/ou hifas ou em apenas revesti-las
com esporos de patdgenos (AGARWAL; SINCLAIR, 1987; TANAKA;
MENTEN, 1991), e, ainda, por meio de contato das sementes com a coldnia
fangica desenvolvida em meios de cultura convencionais (ALBUQUERQUE,
2000; SANTOS, 1995). Por estes métodos, os fungos ficam, em sua maioria,
aderidos ao tegumento das sementes, ndo garantindo o processo de infeccdo e
sim contaminagdo (MACHADO et al., 2001; TANAKA; MENTEN, 1991).

Em estudo especifico, Tanaka e Menten (1991) compararam trés
métodos de inoculacdo de sementes de algodoeiro com C. gossypii e C. gossypii
var. cephalosporioides com vistas a obtencdo de sementes infectadas. Os
métodos utilizados constaram do contato das sementes com a col6nia 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 eficaz na
obtencdo de sementes infectadas, mostrando a importancia do tempo de
exposicdo da semente ao patdgeno, permitindo a colonizacdo dos tecidos

internos.
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No entanto, a inoculagdo de sementes por contato direto com os fungos
em meio agarizado (BDA), pode ndo produzir niveis de infeccdo satisfatorios
para determinadas finalidades, pelo fato de haver limite do tempo de exposi¢édo
das sementes ao fungo, visto que as sementes podem iniciar o processo de
germinacdo em curto periodo de tempo (MACHADO et al., 2001). A técnica de
condicionamento osmotico ja conhecida em tecnologia de sementes visando a
potencializacdo do processo de germinacdo de algumas espécies tem
demonstrado resultados satisfatérios também na patologia de sementes como
parte de uma metodologia de inoculagdo de sementes com alguns fungos e
bactérias de interesse no Brasil (MACHADO; LANGERAK, 2002).

Por meio desta técnica, a inoculagdo de sementes mostra-se eficaz e
bastante promissora para todos os patossistemas estudados (CARVALHO,
1999; COSTA et al., 2003; MACHADO, 2002; MACHADO et al., 2001, 2004;
MACHADO; MACHADO, 2002). A metodologia consiste na exposicdo das
sementes ao fungo desenvolvido em meio de cultura contendo um restritor
hidrico, por diferentes periodos de tempo, permitindo a obtencdo de sementes
com diferentes potenciais de in6culo (COSTA et al., 2002; PRADO et al., 2002;
SOUSA et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de
Sementes (LAPS) do Departamento de Fitopatologia (DFP) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

3.1 Obtencdo, multiplicacdo e checagem da patogenicidade do isolado
de F. oxysporum f. sp phaseoli (Fop)

O isolado monosporico de F. oxysporum f. sp phaseoli (Fop 07) foi
obtido a partir da colecdo de Micologia do Departamento de Fitopatologia
(CML) da Universidade Federal de Lavras-MG (UFLA).

O isolado foi cultivado em meio de batata-dextrose-agar (BDA) a uma
temperatura de 25°C. De acordo com Alves-Santos et al. (2002a) para o teste de
patogenicidade foram semeadas 100 sementes em bandejas plasticas contendo
areia e transferidas para uma camara de crescimento vegetal a 25°C £2 por 15
dias. No 15° dia as plantas foram retiradas da areia, as raizes foram lavadas em
agua corrente e cortadas deixando-as apenas com dois centimetros, em seguida
foram mantidas imersas por cinco minutos em suspensdo de conidios
(macroconidios, microconidios e clamidésporos) de 10° conidios/ml de agua,
sendo transplantadas logo ap6s a inoculacdo para copos descartaveis contendo
substrato autoclavado composto por solo, areia e composto organico na
proporcdo de 1:1:1. Foi realizado o0 mesmo procedimento para as testemunhas,
gue permaneceram imersas em agua. As plantas inoculadas foram mantidas em
camara de crescimento a 25°C +2, com fotoperiodo de 12 h, umidade relativa
em torno de 60 a 80% e irrigadas de acordo com a necessidade. Apos esse

processo foram realizadas avaliagfes para acompanhar o desenvolvimento da
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doenca e utilizada a escala adaptada de CIAT (PASTOR-CORRALES;
ABAWI, 1987) para determinar a severidade.

Tabela 1 Escala adaptada de CIAT (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987).

Nota Descricéo
0 Nenhum sintoma da doenca; completamente sadio;
2 10% da é&rea foliar mostrando sintomas da doenca;
4 Mais de 25% da superficie foliar exibindo sintomas da doenca

assim como enfezamento da planta inteira;
6 Sintoma em mais de 50% das folhas e severo enfezamento;

8 Planta morta.

3.2 Sementes de feijao utilizadas

Para este estudo foram utilizadas sementes da cultivar BRS Estilo,
considerada suscetivel a murcha de fusarium. Conforme anélises realizadas
para se conhecer o perfil do lote de sementes foi verificada uma germinagéo
inicial de 96% e ndo foi constatada a presenca de Fop. Os testes foram
realizados conforme descritos nas Regras para Andlise de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009).

3.3 Procedimentos de inoculacdo do fungo nas sementes

Trés técnicas de inoculacdo foram utilizadas nesse trabalho: A) técnica
de embebicdo das sementes em suspensdo de conidios por cinco periodos de

tempo; B) técnica de contato das sementes com o patégeno em meio de cultura
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solido sem restritor hidrico por cinco periodos de tempo; C) técnica de
condicionamento osmético, onde as sementes foram mantidas em contato com o
patégeno na presenca de um restritor hidrico em meio de cultura sélido por seis
periodos de tempo. Para cada tratamento foi utilizada uma testemunha.

As sementes inicialmente foram desinfestadas com hipoclorito de sédio
a 1% durante um minuto e em seguida lavadas rapidamente em &gua esterilizada
e secas ao ar, em papel “germitest”, durante 48 horas.

Apbs cada periodo de tempo e para cada uma das técnicas utilizadas, as
sementes foram retiradas e secas em temperatura ambiente por 48h. Em
seguida, as sementes foram colocadas em sacos de papel e armazenadas, em

camara fria e seca, onde permaneceram 15 dias até a realizacdo das analises.

3.3.1 Inoculagéo pela embebicdo das sementes

As sementes foram imersas em suspensao de conidios de Fop com trés
concentracdes (10%, 10° e 10° conidios/mL) e mantidas, em separado, nessas
condigbes por cinco periodos de tempo, 0 minutos (Potencial 0 — P0), 20
minutos  (Potencial 1 — P1), 30 minutos (Potencial 2 — P2), 40 minutos
(Potencial 3 — P3) e 60 minutos (Potencial 4 — P4) sob agitacdo constante em
um shaker mecanico horizontal com temperatura de 25°C e rotagéo de 150 rpm
segundo a metodologia descrita por Sousa (2006). Foram colocadas 100
sementes em cada erlenmeyer contendo 100 mL da suspensdo. As sementes
testemunhas ficaram sob agitacdo constante por 0, 20, 30 40 e 60 minutos

apenas em agua destilada, sem a presenca do patégeno.
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3.3.2 Inoculacdo pelo contato das sementes com a colénia do patégeno em

meio de cultura sélido

Seguindo a metodologia descrita por Costa et al. (2003), o indculo de
Fop foi cultivado em meio BDA a 25 °C £2 para a obtencéo de coldnias que
posteriormente foram utilizadas para a producdo de uma suspensdo de conidios,
cuja concentracéo foi ajustada em 10° conidios/mL. Desta suspensdo, aliquotas
de 1mL foram espalhados sobre meio sélido BDA em placas de Petri de 15 cm
de diametro. As placas foram mantidas em temperatura de 25°C e fotoperiodo
de 12 horas/dia. Apds a incubagdo do fungo por cinco dias, 150 sementes foram
colocadas aproximadamente em cada placa, com incubacdo a 25°C. As
sementes permaneceram sobre a colbnia fungica por diferentes periodos de
tempo: O horas (Potencial 0 — P0), 18 horas (Potencial 1 — P1), 24 horas
(Potencial 2 — P2), 36 horas (Potencial 3 — P3) e 48 horas (Potencial 4 — P4).
Nas testemunhas as sementes permaneceram em contato com o meio BDA sem

a presenca do patégeno por 0, 18, 24, 36 e 48h.

3.3.3 Inoculagéo pelo contato das sementes com a col6nia do patégeno em

substrato sélido modificado com restritor hidrico

Para a inibicdo da germinacdo das sementes foi utilizado o restritor
hidrico manitol a um potencial osmético de -1,0 MPa, conforme utilizado
anteriormente por Costa et al.(2003).

De forma semelhante ao que foi descrito para a técnica anterior (item
3.3.2) o indculo foi cultivado em meio BDA mais manitol para a formacédo de
colénias de Fop. As sementes permaneceram sobre as col6nias fungicas por

diferentes periodos de tempo: 0 horas (Potencial 0 — P0), 24 horas (Potencial 1 —
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P1), 48 horas (Potencial 2 — P2), 72 horas (Potencial 3 — P3), 96 horas
(Potencial 4 — P4) e 108 horas (Potencial 5 — P5).

O meio agarizado foi preparado pela adicdo do manitol ao BDA e o
célculo da concentracdo do soluto foi realizado com base no software SPPM
(MICHEL; RADCLIFFE, 1995), tendo sido utilizados 84,7g de manitol e 399
de BDA por litro de dgua. Nas testemunhas as sementes ficaram em contato
com o meio contendo manitol sem a presenca do patdgeno por 0, 24, 48, 72, 96
e 108h.

3.4 Avaliagoes

Apos a inoculagdo de Fop pelas trés técnicas descritas, as sementes de

feijdo foram analisadas pelos testes:

3.4.1 Germinagado

Este teste foi conduzido com base nas recomendacdes de Brasil (2009),
com algumas modificagdes. Foram utilizadas oito repeticGes de 25 sementes
sobre substrato de papel-toalha (tipo “germitest”) umedecido com &gua
destilada, 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos de papel foram colocados em
germinador regulado & temperatura de 25°C + 2°C, por sete dias. Realizou-se a

contagem de plantulas normais, anormais e mortas.

3.4.2 Condutividade Elétrica

Para este teste, tendo a finalidade de verificar a integridade da

membrana das sementes, foram utilizadas 200 sementes por tratamento, dividas
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em quatro repeticdes de 50. As sementes foram colocadas dentro de copos
plasticos contendo 70 mL de &gua deionizada, sendo mantidas por 16h em
cdmara de germinacgdo, no escuro, a 25°C. Apds esse periodo a condutividade
elétrica da solucdo foi medida por meio de leituras em um condutivimetro
DIGIMED, modelo DM-21 previamente calibrado em solucéo de KCI seguindo

a metodologia descrita em Dutra, Medeiros Filho e Te6filo (2006).

3.4.3 Indice de velocidade de emergéncia (IVE), estande inicial e final

Quatro repeticdes de 25 sementes foram utilizadas para a realizacdo
deste teste. As sementes foram semeadas individualmente em copos
descartaveis, contendo substrato autoclavado composto por areia:solo:composto
orgénico, na propor¢cdo de 1:1:1. Apdés a semeadura, os copos foram
acondicionados em bandejas plasticas, que foram mantidas em cdmara de
crescimento vegetal, em blocos aleatérios, a temperatura de 25°C 2 e
fotoperiodo de 12 h, durante 28 dias.

O estande inicial foi avaliado no quarto dia ap6s o plantio e o estande
final ao 15° dia ap06s o plantio.

O indice de velocidade de emergéncia foi determinado pela contagem
diaria de plantulas que apresentaram os cotilédones expostos acima do solo, até
o0 alcance da estabilizacdo do estande e posteriormente calculada pela férmula

proposta por Maguire (1962).
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IVE =) Ni/Di, gnde:
i=l
IVE = indice de velocidade de emergéncia;
N; = nimero de plantas germinadas na 1% contagem, 22 contagem,
...enésima contagem, respectivamente;
D; = nimero de dias ap6s semeadura na 1% contagem, 22 contagem,

...enésima contagem, respectivamente;

3.4.4 Indice de doenca

A severidade da doenca foi avaliada no 28° dia apds o plantio por meio
do indice de doenca descrito por McKinney (1923). A escala diagramatica de
CIAT (PASTOR-CORRALES; ABAWI, 1987) foi utilizada para o célculo do
indice de doenca com algumas modificagdes, notas variando de 0 a 8, onde 0
corresponde as plantas sem sintomas e 8 plantas com sintomas severos ou

morte.

ID (%) = ¥ [(f n)/ (NX)]100, onde:

ID = indice de doenca

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

N = namero total de plantas avaliadas

X = nota maxima da escala
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3.45 Verificacdo da presenga de inoculo de Fop nos tecidos das sementes

inoculadas

As sementes inoculadas foram manualmente dissecadas em 3 partes:
tegumento, cotilédone e eixo embrionario. Para esta operagdo 10 sementes de
cada tratamento foram mantidas em cAmara Umida por 18h, sendo colocadas em
seguida sobre um papel toalha e com a ajuda de uma lamina desinfestada o
tegumento foi cortado e retirado, tendo sido cada semente dividida ao meio
possibilitando a separagdo do cotilédone e do eixo embrionério.

Apos a dissecacao foi realizado o plagueamento dos tecidos em placas
de Petri de 15 cm, contendo 40 ml de meio BDA. Ao segundo e sétimo dias
ap6s o plagueamento, os tecidos foram examinados quanto a presenca do
indculo de Fop.

Semente de feijao

.y -

cotilédones

eixo embrionario Fonte: Freitas, 2015

Figura 1 Partes de semente de feijdo que foram dissecadas no presente trabalho.
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35 Delineamento experimental

Os testes de germinacao e condutividade elétrica foram conduzidos sob
delineamento inteiramente casualizado. Ja os demais testes foram conduzidos
em delineamento em blocos inteiramente casualizados.

Os dados foram submetidos & andlise de varidncia, e quando
significativos, procedeu-se com o ajuste de modelos de regressdo linear. Os
modelos foram selecionados com base no maior coeficiente de determinagéo e
menor quadrado médio dos desvios. Para os fatores qualitativos, os tratamentos

foram comparados por meio do teste de Tukey.
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4 RESULTADOS

4.1 Teste de Patogenicidade

O isolado de F. oxysporum f.sp. phaseoli utilizado mostrou-se

altamente virulento ao feijoeiro.

Figura 2 Plantas de feijdo da cultivar BRS Estilo inoculadas com Fop sete dias

apos a inoculagéo.

4.2 Desempenho das sementes inoculadas pelo método de embebigéo

Pela anélise de variancia dos dados verificou-se que houve interacéo
significativa ao nivel de 5% para as varidveis concentracdo x periodo de
embebicdo apenas no teste de germinacdo. Para os testes de condutividade

elétrica e estande inicial houve efeito separado de concentracdo e de periodo de
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embebicdo, para o teste de indice de velocidade de emergéncia (IVE) houve
efeito significativo apenas da concentracdo de inoculo e para os testes de
estande final e indice de doenca (ID) houve efeito apenas do periodo de
embebicao.

Por meio da analise de regressdo é possivel verificar que no P4 (60
minutos de embebigdo) houve uma reducdo no percentual de germinagdo de
26% na concentracdo de 10° conidios/mL, de 20,5% na concentracdo de 10°
conidios/mL e de 10,5% na concentragéo de 10* conidios/mL.

Em relacdo ao IVE ndo houve diferenca significativa para os periodos
de embebicdo nas concentragOes utilizadas; a menor média encontrada (3,11)
foi para a concentragdo de 10* conidios/mL e a maior para a concentragio de
10° conidios/mL (3,74) (Tabela 20).

No potencial de inéculo de Fop P3 (40 minutos de embebicdo) foi
verificada a menor média de estande inicial e final, com os valores de 26% e
57,33%, respectivamente. No potencial de indculo mais elevado pelo método de
embebicdo o valor médio encontrado foi 33,83% para estande inicial e de 59%
para estande final. Para o estande inicial houve diferenca significativa a nivel de
5% também para as concentracdes, a maior média encontrada foi para a
concentracdo 10° conidios/mL, com valores de 41,70%, no entanto a maior
média de estande final foi observada na concentragdo de 10* conidio/ml, com
valor médio de 68,20% (Tabelas 21 e 22).

Por meio da andlise de regressao para o teste de condutividade elétrica a
maior média encontrada ocorreu no potencial P4 (embebicdo por 60 minutos),
com um valor de 1049,259 puS/cm a 25°C e a menor média observada foi nas
testemunhas, com 883,675 uS/cm a 25°C. Em relacdo as concentragdes, a maior
média de condutividade elétrica foi observada na concentragio de 10°

conidios/mL com valor de 1024,49 uS/cm a 25°C. No maior potencial de
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indculo de Fop pelo método de embebicéo foi observada ainda a maior média

para o indice de doenca, em torno de 62,66% (Figura 3).
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Figura 3 Porcentagem de germinacdo, condutividade elétrica, indice de

velocidade de emergéncia (IVE), estande inicial, estande final e indice

de doenca das sementes/plantas de feijdo (BRS Estilo) inoculadas com

Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli pelo método de embebicéo.
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4.3 Desempenho das sementes inoculadas pelo método de contato com
0 patégeno sem a presenca de restritor hidrico

Por meio da anélise de variancia dos dados referentes as avaliacdes dos
testes de germinacdo, estande inicial, estande final, condutividade elétrica e
indice de doenga (Figura 4) foi possivel observar diferencas significativas ao
nivel de 5% entre os potenciais de indculo avaliados neste estudo. Para o IVE
ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de significancia.

No potencial de in6culo P4 (48 horas de exposicdo), verificou- se os
efeitos mais acentuados de Fop na germinacdo, estande inicial, estande final e
condutividade elétrica (Figura 4). A reducdo no percentual de germinacao foi da
ordem de 35,5%. Para as demais varidveis avaliadas pelo teste de emergéncia
em bandejas, as médias foram de 16% para estande inicial, 42% para estande
final e de 1538,75 de condutividade elétrica. No potencial de inéculo P3 (36
horas de exposicao) foi o que apresentou a maior média do indice de doenca,
84,75% (Figura 4).

No potencial mais baixo (P1 - 18 horas de exposi¢do) ocorreu a menor
reducdo do percentual de germinagéo (13,5%) com a menor média no indice de
doenca (49,25%) (Figura 4). Nesse mesmo periodo foi possivel observar ainda,
as maiores médias no estande inicial (46%) e final (82%) e a menor média na
condutividade elétrica (1101,87) (Figura 6).
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Figura 4 Porcentagem de germinacdo, condutividade elétrica, indice de
velocidade de emergéncia (IVE), estande inicial, estande final e indice
de doenca das sementes/plantas de feijdo (BRS Estilo) inoculadas com
Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli pelo método de exposicdo das

sementes ao patdgeno sem a presenca de restritor hidrico.
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4.4 Desempenho das sementes inoculadas pelo método de contato com o
patdgeno na presenca de restritor hidrico

Pelos resultados apresentados na Figura 7, com base na analise de
regressdo ao nivel de 5% de significancia, observa-se que houve diferencas
estatisticas significativas entre o0s potenciais de indculo comparados,
considerando-se as variaveis: germinacdo, IVE, estande inicial, estande final,
condutividade elétrica e indice de doenga.

No maior potencial de in6culo (P5 - 108 h de exposicao), houve a maior
reducdo do percentual médio de germinacdo (94%), a menor média de IVE
(0,77) e estande final (17%). No estande inicial a menor média verificada foi no
potencial P4 (96h de exposicdo), com média de 3%, seguido pelo potencial P5
com 5%. Os maiores valores médios de indice de doenga foram também
observadas nos potenciais de indculo mais elevados com valores de 96,75%
para P4 e de 96,5% para P5 (Figura 5).
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Figura 5 Porcentagem de germinacdo, condutividade elétrica, indice de
velocidade de emergéncia (IVE), estande inicial, estande final e
indice de doenca das sementes/plantas de feijdo (BRS Estilo)
inoculadas com Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli pelo método de

exposicdo das sementes ao patdégeno na presenca de restritor hidrico.
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4.5 Localizagdo do indculo de Fop nos tecidos das sementes inoculadas

Independente dos métodos de inoculacdo utilizados, verificou-se a
presenca de Fop no tegumento de todas as sementes testadas.

Nos potenciais de in6culo mais elevados correspondendo aos tempos de
exposicdo das sementes ao patdgeno no método de contato em meio de cultura
solido acrescido de restritor hidrico, P3 (72 horas), P4 (96 horas) e P5 (108
horas), houve presenga de Fop em todos os tecidos das sementes plaqueadas.
No potencial P2 (48h de exposicdo) houve 90% de presenca de Fop nos
cotilédones e 60% nos tecidos embrionarios; no potencial P1 (24h de exposicédo)
ndo se detectou a presenca do patdégeno nos cotilédones e eixos embrionarios.

Pelo método de contato das sementes com o patdgeno em meio de
cultura sélido sem a presenca de restritor hidrico (manitol), no potencial P4
(48h de exposicdo) o fungo foi detectado em 100% de cotilédones e 80% dos
eixos embrionarios, no potencial P3 (36h de exposicdo) houve presenca do
patdgeno em 80% dos cotilédones e em 40 % dos eixos embrionarios, ja no
potencial P1 (18h de exposicdo) o patdégeno foi detectado em 40% dos
cotilédones e 20% dos eixos embrionarios.

Na concentragdo de 10° conidios/ml de Fop nos potenciais P3 e P4 (40
e 60 minutos de embebicdo) observou-se a presenca do patégeno em 10% de
cotilédones; no P1 (20 minutos de embebicdo) a presenca do patégeno nao foi
verificada nos cotilédones e eixos embrionarios. Na concentracio de 10°
conidios/ml, o patégeno também foi encontrado apenas em 10% de cotilédones
nos potenciais P3 e P4 (40 e 60 minutos de embebic&o). Na concentracio de 10*
conidios/ml ndo foi detectado inéculo de Fop nos cotilédones e eixos

embrionarios em nenhum potencial de inéculo.
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5 DISCUSSAO

Uma das grandes dificuldades em trabalhos de pesquisa em Patologia
de Sementes é a obtencdo de sementes portadoras de patdégenos com incidéncia
e potencial de indculo satisfatorios para a realizacdo de alguns tipos de estudos,
como ocorre no campo de deteccdo desses patdgenos em amostras de sementes,
avaliagdo da eficacia do tratamento sanitario de sementes e outros estudos de
interesse epidemioldgico. A obtengcdo de sementes com contaminagdo ou
infeccdo natural depende de varios fatores, como a sazonalidade e do proprio
nivel de incidéncia e intensidade de in6culo nos lotes analisados. Para alguns
patdgenos o nivel de associagdo com sementes de espécies suscetiveis € baixo e
em geral pouco frequente.

Os resultados deste trabalho deixam claro que sementes de feijao
portadoras de Fusarium oxysporum f.sp phaseoli podem ser obtidas por
métodos de inoculagdo com diferentes potenciais de in6culo, lembrando-se que
a base destes métodos € o tempo de contato entre sementes e inéculo do
patdgeno sob condi¢Bes controladas. Tanto pelo contato via embebicdo como
pelo contato em substrato sélido foi possivel contaminar e infectar sementes de
feijdo, havendo no entanto diferengas entre os métodos no que diz respeito ao
grau de interacdo entre o referido patdgeno e as sementes de feijdo. Apesar do
conhecimento que j& se dispBe sobre a eficacia destes métodos de inoculagéo,
nenhuma informacéao pontual foi encontrada sobre comparacdo de métodos para
um mesmo patossistema. No presente caso considera-se de suma importancia
estes resultados por serem provenientes de uma comparacdo de métodos sob as
mesmas condicgdes e realizada ao mesmo tempo.

E importante salientar que uma desvantagem do método de embebicéo é
0 risco que se corre em termos de eventual separagdo do tegumento dos demais

tecidos das sementes durante e apds o processo de embebicdo das sementes.
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Pelo método de contato de sementes e patdgenos em substrato agarizado sélido
sem restricdo hidrica corre se o risco de haver protruséo radicular das sementes
a partir de 48 horas de contato entre sementes e a coldnia flngica. Este fato
constitui uma limitacdo, em casos onde se busca a obtencdo de sementes com
potenciais de in6culo mais elevados. Por sua vez a adaptacdo deste método pela
adicdo de um restritor hidrico, no caso manitol, torna-se possivel a obtencéo de
sementes infectadas pelo patdégeno com niveis diferenciados de potencial de
in6culo. Por este método ja se demonstrou que as sementes podem ser secas
apos a inoculagdo e armazenadas por periodos relativamente longos, conforme
estudo realizado com sementes de algoddo infectadas por Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioides (CELANO, 2004).

De uma forma comparativa dos métodos estudados, percebe-se que para
todas as variaveis utilizadas houve um efeito maior do patdgeno presente nas
sementes inoculadas por meio do contato das sementes com a coldnia fungica
em substrato com restritor hidrico.

Com base nos resultados dos trés métodos de inoculagdo comparados
neste estudo percebe-se que houve um efeito crescente, mas variavel, do tempo
de contato das sementes com o inéculo de Fop. As sementes embebidas por 30
minutos (P2) na concentragdo de 10° conidios/ml proporcionaram médias do
percentual de germinacdo proximas as sementes do potencial 1 (18h de
exposicdo) sem a presenga de um restritor hidrico (manitol) e no potencial P1
(24h de exposicdo) na presenca de um restritor hidrico, com valores de
germinagdo em cerca 82%, 82,5% e 83%, respectivamente. No potencial de
inbculo mais elevado P6 (108 horas) foi observado a maior redugdo de
germinacdo, de 96% para uma média de 2%, valor esse, que ndo foi encontrado
em nenhum outro potencial de in6culo, o que indica o resultado da influéncia da

presenca do patdgeno nas sementes.



39

A andlise dos dados do teste de IVE apontou que as médias para as
sementes embebidas nas concentracdes de 10* e 10° conidios/ml, com valores de
3,11 e 3,28 foram proximas aos valores encontrados no potencial P2 (24 horas)
pelo método de contato sem restricdo hidrica, que foi de 3,17. A pouca
diferenca encontrada nas médias para IVE pode ser explicada com base nos
conhecimentos de tecnologia de sementes onde se utiliza a restrigdo hidrica ou
condicionamento osmotico para potencializar o processo de germinagdo de
sementes de um lote. Neste caso o contato inicial das sementes com a umidade
controlada ou ndo, pode ter sido a causa do aumento do percentual de
germinacéo inicial das sementes mesmo na presenca de Fop. Vale lembrar que
as sementes utilizadas apresentavam um perfil de qualidade considerado
elevado para os padrdes de programas de certificacdo. A analise desta variavel
por si s6 pode ndo retratar os efeitos reais da interacdo do patégeno com as
sementes.

Em relacdo ao estande inicial foi possivel verificar que as médias
encontradas para as plantas provenientes de sementes embebidas na
concentracdo de 10* conidios/ ml (Figura 3) estdo muito préximas das médias
encontradas em plantas provenientes do potencial P2 (24 horas) sem a presenca
de restritor hidrico, estas médias foram da ordem de 34% e 33%. No estande
final os valores médios observados nas plantas provenientes de sementes
inoculadas nas concentragdes de 10* e 10° conidios/ml foram proximas a média
encontrada nas plantas provenientes de sementes inoculadas pelo método de
contato sem restricdo hidrica no potencial P2 (24 horas) com valores em torno
de 67%. No potencial P4 sem restri¢cdo hidrica e no potencial P2 com restricdo
hidrica (48 horas de exposi¢do) as médias observadas foram préximas, com
valores de 42% para 0 método sem restri¢do hidrica e 41% para 0 método com
restricdo hidrica. Na inoculacdo das sementes com restri¢do hidrica os menores

valores médios de estande final foram observados nos maiores potenciais de
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indculo, com valores de 20% para P4 (96 horas) e de 17% para P5 (108 horas).
Valores com tendéncia similar aos encontrados neste trabalho foram também
verificados em outros patossistemas, como Fusarium oxysporum f. sp.
vasinfectum em plantas de algodao por Machado (2004) e Sousa (2008), entre
outros.

Os resultados referentes a condutividade elétrica revelam que quanto
maior o periodo de contato do patégeno com as sementes menor o vigor das
mesmas, uma vez que o teste de condutividade elétrica baseia-se no principio de
que devido a perda da integridade dos sistemas celulares (VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999) ocorre lixiviagdo dos constituintes das células. A
presenca do patégeno provocou aumento da lixiviacdo de solutos e isto é
considerado um dos eventos iniciais no processo de deterioracdo das sementes.

Por sua vez as maiores médias do indice de doenca foram observadas
nos potenciais de indculo mais elevados pelo método de restricdo hidrica,
96,5% para o potencial P5 (108 horas) e 96,75% para o potencial P4 (96 horas),
0 que evidencia o maior efeito do patdgeno no desempenho das sementes em
relacdo aos outros métodos.

Desta forma fica evidente que a inoculacdo pelo método de contato
semente-fungo, na presenga de manitol é um procedimento eficaz e viavel para
a obtencdo de sementes de feijdo com diferentes niveis de potencial de inéculo,
como ja verificado por Costa et al. (2002), Prado et al. (2002) e Sousa et al.
(2002).

Por esses resultados fica claro também a alta correlacdo entre os
potenciais de indculo de todos os méetodos testados e as variaveis utilizadas para
avaliacéo dos efeitos neste tipo de interacdo. Os efeitos foram progressivamente
decrescente para as varidveis indicadoras de qualidade fisioldgica de sementes e
crescentes para a variavel utilizada para verificar o efeito do patégeno no

desempenho das sementes.
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Em relagdo a localizagdo do in6culo de Fop nas sementes inoculadas
neste estudo, foi possivel verificar que em potenciais de in6culo mais baixos
ocorre apenas a contaminagdo das sementes, estando o fungo presente apenas
nos tecidos de protecdo (tegumento) e somente nos potenciais de inoculo mais
elevados, com restricdo hidrica, o patogeno foi detectado nos tecidos do eixo
embrionario o que indica o risco de se utilizar sementes portadoras deste

patdgeno nesta condigdo por tratar-se de um organismo de solo.
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6 CONCLUSOES

" Por meio da técnica de inoculacdo de sementes via contato de
sementes e patdgeno em substrato agarizado sélido com restricdo hidrica é
possivel obter sementes de feijdo infectadas por Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli com diferentes niveis de potencial de in6culo deste patdgeno.

" Por meio da técnica de embebicdo das sementes de feijdo em
suspensdo de in6culo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli é possivel obter-se

sementes contaminadas e com baixos indices de infeccéo.

" O método de inoculacdo baseado em contato das sementes com
coldonia de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, sem restricdo hidrica,
possibilita a obtencdo de sementes infectadas por este patdgeno, porém em
niveis de potencial de in6culo mais baixos do que o método com restricao

hidrica.

. Por meio da inoculagdo artificial das sementes em meio sélido
agarizado, Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli pode colonizar todos os tecidos
das sementes em graus varidveis em funcdo do tempo de exposicdo das

sementes ao patogeno.
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APENDICES

APENDICE A

Tabela 2 Resumo da anélise de variancia da germinagdo no método A.
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Fonte de variacdo G.L Q.M F Pr>F
Concentracdo de inéculo 2 442,866 35,398 0,000*
Periodo de embebigao 4 655,000 52,353 0,000*
Concentragdo x Periodo 8 41,700 3,333 0,0045*
Erro 45 12,511
C.V. (%) 4,25

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 3 Resumo da analise de variancia do IVE do método A.

Fonte de Variagdo G.L. Q.M. F Pr>F
Concentragdo de indculo 2 2,160 4,591 0,0157 *
Periodo de embebicio 4 1,068 2,270  0,0777"®
Concentracao x Periodo 8 0,955 2,031  0,0659™°
DBC 3 0,335 0,712  0,5503"°
Erro 42 0,470

C.V. (%) 20,30

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS No significativo.

Tabela 4 Resumo da analise de variancia do estande inicial do método A.

Fonte de Variacao G.L. Q.M. F Pr>F
Concentragdo de indculo 2 532,466 5,280  0,0090*
Periodo de embebicao 4 1351,233 13,400 0,0000*
Concentragao x Periodo 8 121,883 1,209 0,3175"°
DBC 3 68,222 0,677 05713™
Erro 42 100,841

C.V. (%) 28,00

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS No significativo.
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Tabela 5 Resumo da analise de variancia do estande final do método A.

Fonte de Variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Concentracao de indculo 2 47,400 1,051 0,3587"°
Periodo de embebicao 4 1474,666 32,691 0,0000*
Concentracgdo x Periodo 8 16,691 0,370  0,9305"°
DBC 3 44,466 0,986  0,4087"°

Erro 42 45,109

C.V. (%) 10,10

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS No significativo.

Tabela 6 Resumo da analise de variancia do indice de doenga do método A.

Fonte de Variagédo G.L. Q.M. F Pr>F
Concentracdo de indculo 2 8,150 0,267  0,7670™
Periodo de embebicéo 4 7402,525 242,472  0,0000*
Concentragao x Periodo 8 35,837 1,174  0,3373"°
DBC 3 17,172 0,562  0,6427"°
Erro 42 30,529

C.V. (%) 12,69

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS No significativo.

Tabela 7 Resumo da andlise de variancia da condutividade elétrica do método

A.
Fonte de Variagdo G.L. Q.M. F Pr>F
Concentragdo de indculo 2 32678,635 7,597 0,0014*
Periodo de embebicao 4 42789,403 9,947 0,0000*
Concentracao x Perfodo 8 8297,779 1,929 0,0788“°
Erro 45 4301,722
C.V. (%) 6,70

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nao significativo.
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Tabela 8 Resumo da analise de variancia da germinacdo do método B.

Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicédo 4 650,300 22,528 0,0000*
Erro 15 28,866
C.V. (%) 6,83

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia do IVE do método B.

Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebigao 4 2,347 2,901 0,0682"°
DBC 3 0,444 0,549  0,6580"°
Erro 12 0,809
C.V. (%) 30,42

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nio significativo.

Tabela 10 Resumo da anélise de variancia do estande inicial do método B.

Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 4 868,800 24,682  0,0000*
DBC 3 49,866 1,417  0,2861"°
Erro 12 35,200
C.V. (%) 16,57

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nio significativo.

Tabela 11 Resumo da anélise de variancia do estande final do método B.

Fonte de variagdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 4 1362,800 26,827  0,0000*
DBC 3 11,466 0,226  0,8767"°
Erro 12 50,800
C.V. (%) 10,83

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nao significativo.
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Tabela 12 Resumo da anélise de variancia do indice de doenca do método B.

Fonte de variagdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 4 4461,825 151,978  0,0000*
DBC 3 8,316 0,283  0,8366"°
Erro 12 29,358
C.V. (%) 10,39

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nio significativo.

Tabela 13 Resumo da anélise de variancia da condutividade elétrica do método

B.
Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 4 264315,275 24,772 0,0000*
Erro 15 10670,038
C.V. (%) 8,31

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 14 Resumo da analise de variancia da germinacdo do método C.

Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 5 6331,801 393,456  0,0000*
Erro 18 16,092
C.V. (%) 9,29

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 15 Resumo da anélise de variancia do IVE do método C.

Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 5 7,521 24,920  0,0000*
DBC 3 0,244 0,811  0,5074"°
Erro 15 0,301
C.V. (%) 27,06

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nao significativo.
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Tabela 16 Resumo da anélise de variancia do estande inicial do método C.

Fonte de variagdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 5 1754,800 65,478  0,0000*
DBC 3 16,666 0,622  0,6117"°
Erro 15 26,800
C.V. (%) 25,25

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nio significativo.

Tabela 17 Resumo da anélise de variancia do estande final do método C.

Fonte de variagéo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 5 3375,066 60,703 0,0000*
DBC 3 118,000 2,122 0,1402"
Erro 15 55,600
C.V. (%) 17,01

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS No significativo.

Tabela 18 Resumo da analise de variancia do indice de doenca do método C.

Fonte de variagdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 5 5835,341 354,194  0,0000*
DBC 3 38,041 2,309  0,1179"°
Erro 15 16,475
C.V. (%) 5,82

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
NS Nao significativo.

Tabela 19 Resumo da anélise de variancia da condutividade elétrica do método

C.
Fonte de variacdo G.L. Q.M. F Pr>F
Periodo de embebicao 5 688159,320 67,574  0,0000*
Erro 18 10183,851
C.V. (%) 7,09

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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APENDICE B

Tabela 20 Médias obtidas para indice de velocidade de emergéncia nas

diferentes concentracdes de embebi¢do no método A.

Concentragdo de indculo IVE
10° 3,74a
10° 3,28ab
10* 3,11b

C.V. (%) 20,30

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 21 Médias obtidas para estande inicial nas diferentes concentragdes de

embebicdo no método A.

Concentragdo de inoculo Estande Inicial
10° 41,70 a
10° 31,90 b
10* 34,00 ab
C.V. (%) 28,00

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 22 Meédias obtidas para estande final nas diferentes concentraces de

embebicdo no método A.

Concentracdo de in6culo Estande Final
10° 65,20 a
10° 66,10 a
10* 68,20 a
C.V. (%) 10,10

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.
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Tabela 23 Médias obtidas para indice de doenca nas diferentes concentragdes de
embebicdo no método A.

Concentracdo de in6culo indice de doenca
10° 43,70 a
10° 44,10 a
10* 42,85 a
C.V. (%) 12,69

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Tabela 24 Meédias obtidas para condutividade elétrica nas diferentes
concentracdes de embebicdo no método A.

Concentragdo de inéculo Condutividade elétrica
10° 1024,49 a
10° 964,97 b
10* 947,35 b
C.V. (%) 6,70

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.



