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ASSIM MESMO

Muitas vezes as pessoas sao egocéntricas, ilogicas e insensatas
Perdoe-as assim mesmo.

Se vocé é gentil, as pessoas podem acusa-lo de egoista, interesseiro
Seja gentil, assim mesmo.

Se vocé é um vencedor, tera alguns falsos amigos e alguns inimigos verdadeiros
Venga assim mesmo.

Se vocé é honesto e franco, as pessoas podem engana-lo
Seja honesto assim mesmo.

O que vocé levou anos para construir, alguém pode destruir de uma hora para outra
Construa assim mesmo.

Se vocé tem Paz e é Feliz, as pessoas podem sentir inveja
Seja Feliz assim mesmo.

Dé ao mundo o melhor de vocé, mas isso pode nunca ser o bastante
Dé o melhor de vocé assim mesmo.

Veja que, no final das contas, é entre vocé e DEUS,

Nunca foi entre vocé e as outras pessoas.

Madre Teresa de Calcuta,
versao da obra original de

Dr. Kent M. Keith.
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RESUMO

No Brasil, a espécie Phaseolus lunatus L., conhecida como feijao-fava, é
cultivada predominantemente por pequenos produtores. Informacdes a respeito do
manejo da cultura sdo escassas, bem como dos patdégenos e das doencgas que a
afetam. A ocorréncia de doencas e a falta de qualidade das sementes sdo as
principais causas da baixa produtividade, visto que muitos patbégenos como 0s
fungos, podem ser transmitidos da semente para a planta. A analise fitossanitaria de
sementes pode fornecer informacdes essenciais para adocdo de medidas de
controle sobre lotes de sementes, na certificacdo etc. Entre os fungos
fitopatogénicos do feijdo-fava destacam-se Colletotrichum truncatum e
Macrophomina phaseolina, causadores da antracnose e podriddo de carvao
respectivamente. Diante da escassez de informagbes acerca da sanidade e
transmissao de fungos por sementes de feijao-fava, objetivou-se avaliar a incidéncia
fungica em sementes de 34 acessos de feijdo-fava e verificar a possibilidade de
transmissdo de C. truncatum e M. phaseolina pelas sementes através do método da
restricdo hidrica na inoculagdo de sementes. Para os estudos da analise sanitaria,
lotes de 400 sementes de cada acesso foram desinfestadas por imersdo em solucao
de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 1 % por 3 minutos, seguido de duas lavagens com
agua destilada esterilizada e depositadas em placas de Petri contendo meio de
cultura batata-dextrose-agar. Apds incubacdo foram identificados pelos caracteres
morfolégicos 22 géneros de fungos, entre eles os fitopatdgenos Colletotrichum
truncatum (incidéncia de 0,9 5%), Fusarium spp. (1,27 %), Macrophomina
phaseolina (1,58 %), Rhizoctonia solani (0,01 %) e Sclerotium sp. (0,28 %). Os
fungos Aspergillus spp., Penicillum spp., Curvularia sp. e Monilinia sp.
corresponderam juntos a 63,76 % das colbnias observadas. O sequenciamento e
analise filogenética dos genes GAPDH e TEF identificaram C. truncatum e M.
phaseolina, respectivamente. Para os estudos de transmisséo, adicionou-se manitol
ao meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) obtendo-se meios com diferentes
potenciais hidricos os quais foram incubados por diferentes periodos de tempo,
consistindo nos seguintes tratamentos: T1: 0,0 MPa Sl (sem in6culo) por 48 h; T2:
0,0 MPa CI (com in6culo) por 48h; T3: - 0,2 MPa por 48h; T4: -0,4 MPa por 48h; T5:
-0,6 MPa por 72h; T6: - 0,8 MPa por 96h e T7: -1,0 MPa por 120h. As sementes
foram incubadas a 25° C, com fotoperiodo de 12 horas, permanecendo nestas
condigbes por periodos variaveis. Os parametros avaliados foram teste de
germinacao em rolo de papel, emergéncia de plantulas em areia e teste de sanidade
de sementes. O T4 proporcionou melhores condi¢cbes para impedir temporariamente
a germinacao das sementes, promovendo maior incidéncia de sementes infectadas
por C. truncatum e maior porcentagem de plantulas doentes. A metodologia foi
eficaz na inoculagdo de M. phaseolina nas sementes, entretanto, o patdgeno
prejudicou a germinacdo das sementes, independente do tratamento inoculado.
Ambos os fungos sdo transmitidos da semente para plantula de feijdo-fava,
causando doenga em diferentes 0rgaos aéreos.

Palavras-chaves: Pré-condicionamento osmotico, patologia de sementes,
Phaseolus lunatus, transmissao semente-plantula.



ABSTRACT

In Brazil, Phaseolus lunatus L. species, known as lima bean is grown mainly by small
farmers. Information about crop management are scarce, as well as pathogens and
the diseases that affect it. The occurrence of diseases and the lack of quality of the
seeds are the main causes of low productivity, since many pathogens such as fungi
can be transmitted to the plant seed. The plant seed testing can provide essential
information for adopting control measures on seed lots, certification and so on.
Among the pathogenic fungi of lima bean stand out Colletotrichum truncatum and
Macrophomina phaseolina, causing anthracnose and charcoal rot respectively.
Considering the lack of information about health and transmission of fungal lima bean
seeds, we had the objective of evaluate the fungal incidence in 34 lima bean seeds
access and verify the possibility of C. truncatum and M. phaseolina by transmission
seeds through the water restriction in seed inoculation. For studies of health analysis,
batches of 400 seeds each access was sterilized by immersion in sodium
hypochlorite (NaOCI) solution of 1 % for 3 minutes, followed by two washes with
sterile distilled water and placed in Petri dishes containing medium Potato Dextrose
Agar (PDA) . After incubation, we could identify the morphological characters 22
genera of fungi, including the pathogens Colletotrichum truncatum (incidence 0,95
%), Fusarium spp. (1,27 %), Macrophomina phaseolina (1,58 %), Rhizoctonia solani
(0,01 %) and Sclerotium sp. (0,28 %). The Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Curvularia sp. and Monilinia sp. corresponded together 63,76 % of the observed
colonies. The sequencing and phylogenetic analysis of GAPDH and TEF genes
identified C. truncatum and M. phaseolina, respectively. For transmission studies,
mannitol was added to the medium PDA obtaining media with different water
potentials which were incubated in different lengths of time consisting of the following
treatments: T1: 0.0 MPa Sl (without inoculum) for 48 hours; T2: 0.0 MPa CI (with
inoculum) for 48 hours; T3: - 0.2 MPa for 48 hours; T4: -0.4 MPa for 48 hours; T5: -
0.6 MPa for 72 hours; T6: - 0.8 MPa for 96 hours and T7: -1.0 MPa for 120 hours.
The seeds were incubated at 25 °C, with a photoperiod of 12 hours, remained for
varying periods. The evaluated parameters were germination test on roll paper,
seedling emergence in sand and seed health testing. T4 provided better conditions to
temporarily prevent the germination of seeds, promoting higher incidence of seeds
infected by C. truncatum and higher percentage of sick seedlings. The methodology
was effective in inoculating M. phaseolina in the seeds, however, the pathogen
damaged the germination of seeds, regardless of treatment inoculated. Both fungi
are transmitted from seed to lima bean seedling, causing disease in different aerial
organs.

Keywords: Osmotic preconditioning, seed pathology, Phaseolus lunatus, seed-
seedling transmission.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, Phaseolus lunatus L., também conhecido como feijdo-fava, tem o
seu cultivo comumente associado a agricultura familiar, e seus graos, servem como
importante alimento e fonte de renda (SANTOS, 2002). A maior parte da producao
encontra-se no Nordeste do pais, tendo em 2014, produzido 7.416 toneladas, ou
seja, 96,56 % da producdo nacional (IBGE, 2014). Além da reduzida area plantada
de feijdo-fava no Brasil, irregularidades das chuvas, a elevada ocorréncia de
doencas colabora para a reducao da produtividade. Inimeras doencas causadas por
fungos, virus e nematoides causam danos a cultura do feijdo-fava. Entre as doencas
fungicas encontradas nos plantios brasileiros, muitas sdo transmitidas por sementes
(CARVALHO et al., 2015).

As plantas séo infectadas por inidmeros patégenos, que podem ser
disseminados de diferentes formas, entre elas as sementes constituem-se como um
competente veiculo de dispersdo. Noventa por cento das lavouras agricolas sao
propagadas por sementes, as quais podem agir como o inéculo inicial de patégenos
no campo, podendo favorecer uma epidemia (GOULART, 2005). A falta de
qualidade sanitaria das sementes € uma das principais causas da baixa
produtividade das lavouras. Véarios patdégenos sdo transmitidos a partir de sementes
para plantulas, como o caso de Magnaphorte oryzae, causador da brusone em
triticale (MARTINS, 2004), Curvularia lunata em arroz (SILVA, 2014b), Colletotrichum
lindemuthianum em Phaseolus vulgaris (REY, 2009), dentre outros. A taxa de
transmisséo € determinada por fatores ambientais, caracteristicas do hospedeiro,
assim como pela quantidade e localizacdo do in6culo (REY, 2009; ZAMBOLIM,
2005).

Para entender como 0s patdogenos atuam sobre as sementes e sobre o
processo infeccioso decorrente na planta, faz-se necessario a obtencdo de um
namero significativo de sementes previamente infectadas. Devido a dificuldade de
obtencdo de forma natural de sementes com diferentes niveis de infec¢do, técnicas
de inoculacéao artificial tem-se tornado necessarias para realizacdo de pesquisas
(MACHADO, 1988). Métodos como aplicacéo de suspensédo de esporos diretamente
em sementes secas apresentam falhas, pois ndo garantem um nivel ideal de

infeccdo. Frente a dificuldades na obtencdo de sementes infectadas, a técnica do
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condicionamento osmético de sementes, vem sendo usada como forma alternativa
de inoculacdo de fungos (CARVALHO, 1999). A técnica do condicionamento
osmotico ou restricdo hidrica € responsavel por modificar as condicdes do meio;
impedindo a ocorréncia da protusdo de radicula e propiciando as sementes, a
realizacdo dos processos bioguimicos essenciais no desencadeamento do processo
de retomada de crescimento embrionario. Permite, portanto, o contato de sementes
com o substrato umido por tempos mais prolongados, podendo ser aplicados com
eficacia na inoculacdo de sementes (MACHADO et al., 2012).

Pesquisas sobre a incidéncia e transmissdo de fungos fitopatogénicos em
sementes de feijdo-fava sdo escassas. Dentre os fungos importantes causadores de
doenca no feijao-fava merecem destaque Colletotrichum truncatum, agente
etiolégico da antracnose, e Macrophomina phaseolina, responsavel pela podridao de
carvdo, ambos transmitidos por sementes em outras leguminosas (NECHET,;
HALFELD, 2005; PAULA JUNIOR et al., 1995).

Portanto, este estudo teve os objetivos de avaliar a diversidade de fungos em
amostras de sementes de feijdo-fava, e verificar a possibilidade de transmissao
semente-plantula de C. truncatum e M. phaseolina por meio da aplicacdo da técnica

de restricao hidrica na inoculacao de fungos em sementes de feijao-fava.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cultura do feijao-fava

O feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.) chamado também de feijao-lima, feijao
manteiga, feijdo-espadinho ou simplesmente fava € uma das cinco espécies do
género Phaseolus exploradas comercialmente (RACHIE et al.,, 1980; SANTOS,
2002). O feijao-fava pertence a ordem Fabales, familia Fabaceae e género
Phaseolus (CRONQUIST, 2012). E cultivada nas Américas, na Europa, no leste e
oeste da Africa e no sudeste da Asia (OLIVEIRA, 2011).

Em relacdo ao seu centro de origem e dispersdo, algumas teorias sao
sugeridas. De acordo com a teoria de Mackie (1943) a origem dessa espécie deu-se
na América Central, especificamente na Guatemala, onde teria dispersado em trés
direcBes; na primeira teria chegado a América do Sul através da Colémbia, Peru e
Equador. A segunda direcao teria sido pela Ramificacdo Hopi, dirigindo para o norte,
chegando aos Estados Unidos e na terceira direcdo, as sementes ramificaram-se
para o Caribe, chegando as Antilhas direcionando-se para o norte da América do
Sul. Baudoin (1988) afirma que o feijado-fava foi domesticado no norte da América,
México, Guatemala e no Peru.

Recentemente o México foi identificado como uma area importante de
diversidade genética, para as populacdes selvagens de P. lunatus e também
posterior domesticacdo. Estudos envolvendo amostras de feijdo-fava de varias
regides do México e regido andina, com uso de georeferenciamento, revelaram a
existéncia dos dois “pools” génicos distintos mesoamericanas (Ml e MIl), mas
também encontraram evidéncias para a possivel existéncia de dois subgrupos
dentro de MI, (MIA e MIB). Evidéncias indicam um evento de domesticacdo para Ml
no centro-oeste do México e para domesticacdo de MIl seria uma regido entre
Guatemala e Costa Rica. A grande diferenciacdo genética encontrada entre
conjuntos de genes (MIl, MIA, e MIB) sugere que estes devem ser consideradas
como unidades de conservacdo separadas de estudos regionais (CASTILLO et al.,
2014).

No Brasil, o feijdo-fava é cultivado principalmente nos estados da Paraiba,
Ceara, Pernambuco, Piaui e Minas Gerais. Constitui-se em uma das alternativas de

renda e alimento para muitas familias de baixa renda, principalmente da populacéo
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nordestina, cuja regido é a maior produtora do pais (IBGE, 2014). Seu cultivo é
rustico, sendo plantado consorciado com milho, mandioca ou mamona, utilizando
estas culturas como suporte (AZEVEDO et al., 2003). Quanto ao desenvolvimento
podem apresentar habitos de crescimento determinado ou indeterminado (SANTOS,
2002). No Brasil as variedades de feijao-fava cultivadas sao do tipo trepador, e que
possuem um ciclo biolégico de cerca de seis meses, podendo ser feita mais de uma
colheita neste periodo (VIEIRA, 1992b).

Os graos de feijao-fava representam uma excelente fonte de proteinas, fibras,
vitaminas e minerais. Algumas variedades como as de tegumento bege-claro podem
apresentar um teor de proteina com porcentagem de 26,79, sendo, portanto, um
alimento altamente nutritivo (AZEVEDO et al., 2003; LONG, 2014). Apesar dessa
caracteristica ainda € pouco consumida no Brasil, qguando comparado com outros
feijdes (ALVES, 2006). O déficit no consumo pode estar associado a tradicdo do
brasileiro em consumir mais o feijao-comum do tipo carioca; o tempo de coc¢do mais
longo também ¢é uma caracteristica que deve ser levada em consideracao
(LYMMAN, 1983).

Santos (2002) atribuiu a baixa produtividade, ao fato da maior parte do feijao-
fava nacional ser cultivado por pequenos agricultores, com baixa ou nenhuma
aplicacéo de tecnologia, que possibilite um aumento na produtividade e minimize as
perdas. Realidade inversa pode ser encontrada no estado da California (EUA), onde
ha intenso uso de tecnologia na producéo de feijao-fava, como pode ser constatado
pelo desenvolvimento de novas variedades, por meio da hibridacdo convencional e
selecdo de caracteristicas especificas almejadas disponiveis no germoplasma em
estudo (LONG, 2014).

A area ocupada com o plantio de feijdo-fava no Brasil em 2014 foi de 23.697
ha apresentando uma queda se comparado com 2013, onde foram plantados 25.542
ha. Com area menor de plantio, houve diminuicdo na producao, caindo de 7.957 t
para 7.680 t. O maior rendimento em 2014 foi registrado no Ceard com 3.116 t. O
estado do Piaui, em 2013, teve producdo de 266 t aumentando para 616 t de graos
de feijao-fava em 2014 (IBGE, 2013; IBGE, 2014).

O feijao-fava apresenta maior capacidade de adaptacao que o feijao-comum a
climas quentes e Uumidos e ao estresse hidrico (VIEIRA, 1992b). Além disso, P.
lunatus quando comparado com outros feijoes [espécies de Vigna (V. unguiculata, V.

umbellata, V. angularis, V. radiata) e P. vulgaris]; submetidos as mesmas condi¢cfes
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de cultivo e tratos culturais, apresentou melhores resultados de producédo (VIEIRA,
1992a). Entretanto, mesmo o feijdo-fava apresentando maior capacidade de
adaptacdo a situacdes adversas, pode ter seu desenvolvimento comprometido:
plantas de feijdo-fava submetidas ao estresse hidrico em varias fases de
desenvolvimento apresentaram diminui¢cdo da area foliar, da quantidade de clorofila,
além do abortamento de vagens e flores (OLIVEIRA et al., 2014).

Essa cultura pode ser acometida por inUmeras doencas, sendo mais um dos
fatores que reduzem a quantidade e qualidade dos gréos (SILVA et al., 2014a). Tais
doencas podem ser causadas por virus (RAMOS-SOBRINHO, 2014), nematoides
(BITENCOURT; SILVA, 2010), bactérias (OSDAGHI, 2015) e fungos (PAULA
JUNIOR et al.,1995).

2.2 Antracnose em feijao-fava

E fato que a ocorréncia de doencas na cultura do feijsio-fava pode reduzir a
qualidade das sementes e prejudicar a produtividade da cultura; neste contexto, a
antracnose, mostra-se como uma doenca relevante para a cultura no Brasil, por
apresentar caracteristicas que favorecem o crescimento do patégeno, podendo
causar graves prejuizos se nao for controlada (PAULA JUNIOR et al., 1995).

O fungo causador da antracnose é Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus
& Moore, foi descrito pela primeira vez causando antracnose em feijdo-fava e em
diversas outras leguminosas nos Estados Unidos em 1935 (DAMM et al., 2009). No
Brasil, foi encontrado causando lesdes em folhas e vagens de feijao-fava
(CARVALHO, 2009).

A espécie apresenta alto poder de destruicdo, causando doenca em inimeras
espécies tropicais e subtropicais, como leguminosas e solanaceas (CANNON, 2012).
E um patégeno hemibiotréfico, apresentando, portanto, duas fases: biotréfica e
necrotrofica. Objetivando estabelecer uma relacdo de parasitismo compativel, o
fungo produz sobre a cuticula dos érgédos do hospedeiro, apressorios melanizados;
para penetracdo no tecido vegetal, apds estabelecimento do parasitismo, passa a
produzir hifas primarias, deixando as células do hospedeiro vivas — esta € a fase
biotréfica da infeccdo. No segundo momento, as hifas secundarias que ja se
formaram, acabam por matar as células da planta hospedeira, portanto sendo esta a

fase necrotrofica do ciclo de vida do fungo (MUNCH et al., 2008).
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A antracnose em feijdo-fava se manifesta em vagens por meio de lesdes de
cor marrom-escura, tendo bordas vermelho-arroxeadas, em que se formam
acérvulos do patégeno; apresentando-se como uma massa branca, onde podem ser
vistas setas escuras. Lesdes em forma de manchas avermelhadas podem ser
encontradas também na parte inferior de folhas, na parte superior das hastes, no
hipocotilo e em peciolos jovens; dependendo do caso, observam-se queda de flores
e vagens prematuras além de folhas cloroticas (PAULA JUNIOR et al., 1995).

No Brasil, C. truncatum também é naturalmente encontrado causando doenca
em espécies botanicas agronomicamente importantes, como a soja e o feijdo-caupi.
Em soja, a antracnose responde por inimeros prejuizos as lavouras, principalmente
aguelas instaladas no cerrado. A sintomatologia dessa doenca é bem semelhante
com a encontrada em sementes e plantas de feijdo-fava; sédo vistas lesées nos
cotilédones, haste, ramos e ainda a ocorréncia de deterioracdo de sementes, morte
de plantula e infeccao sistémica em plantas adultas (HENNING, 2005). A umidade
se torna um elemento importante para o progresso da doenca; pois pode causar
apodrecimento e queda de vagens, germinacdo de graos ainda em formacao e
abertura de vagens imaturas (ECCO, 2012). No feijdo-caupi os sintomas de
antracnose ocorrem em ramos e folhas, principalmente no inicio dos estadios de
reproducao das plantas (SPONHOLZ et al., 2006).

Embora os prejuizos causados por C. truncatum sejam evidentes no feijao-
fava, faltam estudos mais aprofundados sobre estimativas de perdas, controle,

melhoramento genético e epidemiologia.

2.3 Podridédo de carvdo em leguminosas

Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid é o agente etiol6gico da podridao de
carvao ou podridao cinzenta do caule; mesmo recebendo estes nomes, acomete
outras partes dos vegetais como folhas, raizes e hastes (NECHET, 2005)
Pertencente ao Filo Ascomycota, apresenta conidios produzidos em picnidios e
possui grande capacidade de sobreviver em condi¢cdes adversas (crescendo bem
em temperaturas a partir de 30 °C) ou na auséncia de hospedeiro suscetivel,
sobrevivendo através de estruturas de resisténcia, denominada de microesclerédios,
0s quais sao produzidos facilmente e é possivel observar estas estruturas no interior
e na superficie da planta (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990; KIMATI et al., 2005).
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Mesmo sem a presenca de restos culturais, a sobrevivéncia de M. phaseolina no
solo pode se prolongar por até 15 anos, relacionando-se com as condi¢cdes
ambientais (SHORT et al., 1980). A estrutura de resisténcia, constantemente, torna-
se fonte inicial de in6culo para o proximo plantio (ABAWI; PASTOR-CORRALES,
1990).

Esse patogeno foi relatado pela primeira vez no Brasil infectando raizes de
feijdo-comum (BITANCOURT, 1935). Em feijdo-comum, a doenca ocorre no caule e
nas raizes (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990). Em soja a podriddo de carvao
causa perdas de até 50% da producdo durante anos secos, em cultivares tardias no
norte do estado do Parana (FERREIRA et al., 1979). M. phaseolina causa doenca
em mais de 500 hospedeiros, entre estes feijdo-fava, embora ndo existam estudos
gue comprovem sua acao na cultura (KIMATI et al., 2005). Devido sua natureza
polifaga, o controle usando rotacdo de culturas mostra-se eficiente somente com
utilizacdo de gramineas, com excec¢do do milho e sorgo (DHINGRA; SINCLAIR,
1978).

O déficit hidrico e elevada temperatura do solo séo fatores que favorecem a
severidade da podriddo de carvdao provocada por M. phaseolina, por favorecer a
germinacgdo dos microesclerddios (ALMEIDA, 2001). Estudos realizados por Kending
et al. (2000) associam a baixa umidade do solo e as altas temperaturas com o
desenvolvimento da doenca, provocada por isolados de M. phaseolina presentes em
sementes de soja e feijao comum. A baixa umidade e altas temperaturas sao fatores
que favorecem a infecgdo e severidade de sintomas em sorgo (FREDERIKSEN,
1986).

A infeccdo por M. phaseolina ocorre em varias fases de vida das plantas,
implicando em diferentes sintomas, de acordo com o momento em que o fungo
infecta o hospedeiro. Em plantulas de feijao-caupi, os sintomas sdo observados nos
cotilédones, causando tombamento pré ou pés-emergéncia. Quando o fungo se
manifesta em plantas adultas, ocorre amarelecimento, murcha, lesées necréticas no
caule, desfolha e posterior morte prematura (ABAWI; PASTOR-CORRALES, 1990;
DHINGRA; SINCLAIR, 1978). Nao obstante ao feijdo-caupi, 0os sintomas em soja,
também variam de acordo com 0 momento em que ocorre a infeccdo, obedecendo
ao bindmio idade da planta/periodo de infec¢cdo. Quando o patdgeno se manifesta
durante o processo de emergéncia, sdo vistas no colo rasas lesées marrom-escuras.

Em plantas estabelecidas o principal sintoma é o amarelecimento persistente,
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manifestado a partir da época da formacgéo de vagens, além de murcha e raizes com
epiderme solta, observando-se com frequéncia a presenca de microesclerédios
(ALMEIDA et al., 2001).

2.4 Transmissao de fungos pela semente

A alta qualidade de sementes pode influenciar diretamente no sucesso da
lavoura e contribuir de maneira significativa para obtencdo de bons resultados de
produtividade. A acdo e a interacdo de fatores fisiologicos, fisicos e patologicos
contribuem para a deterioragdo das sementes, processo que de maneira natural
envolve a interacdo de mudancas citoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e fisicas das
sementes, resultando na perda do vigor e viabilidade (CARVALHO E NAKAGAWA,
2000).

Sementes infectadas sao importantes fontes de indculo primario, podendo os
patdgenos ser ou ndo transmitidos para plantulas o que ir4 depender da quantidade,
localizacdo do patdégeno nas sementes, caracteristicas do hospedeiro e patdégeno,
assim como das condi¢gdes ambientais (GALLI et al., 2007).

Por meio das sementes, microrganismos podem ser introduzidos em nova
area, onde podem sobreviver ao longo dos anos e se disseminar na populacao de
plantas, ocasionando surtos de doencas (OLIVEIRA et al., 2013). Esses mesmos
autores, estudando o controle de C. truncatum em soja, encontraram a presenca de
diversos fungos patogénicos, em lotes de sementes certificadas, afetando o
processo de germinacdo de sementes. Fungos como Sclerotinia sclerotiorum
associados as sementes, reduzem a porcentagem e velocidade de emergéncia das
sementes de crambe (Crambe abyssinica), girassol (Helianthus annuus), cartamo
(Carthamus tinctorius), nabo forrageiro (Raphanus sativus) e niger (Guizottia
abyssinica), além de provocar tombamento de pré e pos-emergéncia (VENTUROSO
et al., 2015).

A infeccdo de sementes por patdogenos pode ocorrer por via sistémica,
através da planta méae, por infeccéo local por meio do tegumento ou pericarpo e via
grao de podlen infectado. Na primeira o patdégeno cresce de maneira sistémica,
através do sistema vascular, pela flor, pedicelo, funiculo ou peddnculo, por onde
entdo entram na semente. Entre esses patdgenos sao encontrados fungos

causadores de murcha vascular, que também podem infectar sementes via
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pericarpo. Infeccéo via estigma também é considerada sistémica, j& que o patégeno
0 coloniza, e faz isso seguindo o caminho do tubo polinico, podendo germinar nos
estigmas; infectar ovarios nédo fertilizados, substituindo sementes por esclerodios,
servindo de in6culo para o proximo plantio. Infeccbes locais sdo provocadas por
patbgenos presentes no ambiente externo, que atinjam flores, sementes
indiferenciadas e frutos e sementes maduras. Outro mecanismo de infeccdo de
sementes € através do contato das sementes com o patdgeno, que adere na
superficie da semente, podendo ser transmitido para as plantulas, mesmo estas nao
estando infectadas internamente (DHINGRA, 2005; ZAMBOLIM, 2005).

Em feijdo comum e soja, espécies de Colletotrichum causam infeccdo nas
sementes via pericarpo, correlacionando-se com a severidade de colonizacdo da
vagem, podendo estas, ndo apresentarem sintomas. Nesse caso, o fungo limita-se
as areas das camadas superiores do tegumento; quando o numero de coldnias
mostra-se maior, micélios colonizam sementes e os cotilédones. A infeccdo de M.
phaseolina em sementes de feijao, depende do contato das vagens com o solo, para
gue assim o patogeno chegue a semente (DHINGRA, 2005; PINTO, 2005).

A transmissibilidade € mensurada, por meio da visualizacdo de sintomas nas
plantulas, admitindo-se que a Unica forma de transmisséo teve origem nas sementes
(MENTEM; BUENO, 1987). Sementes infectadas podem causar danos de até 90%
na cultura do feijdo-comum (VECHIATO et al.,, 1997). Ragas de Colletotrichum
lindemuthianum podem ter taxas de transmissdo para plantulas de até 80%,
confirmando que a falta de qualidade das sementes de feijao comum representa
umas das principais causas da baixa produtividade de feijao no Brasil, tendo em
vista que, muitas vezes os agricultores fazem uso de suas préprias sementes nao
certificadas (REY, 2009). Para a cultura do feijdo-fava acredita-se que a transmisséo
se dé do mesmo modo que ocorre em sementes de soja. Pesquisas de transmisséo
de C. truncatum e M. phaseolina a partir de sementes de P. lunatus n&o existem.

A transmisséo de C. truncatum e Phomopsis sojae através das sementes de
soja, provenientes de plantas artificialmente inoculadas, foi avaliada em condi¢des
de campo. Ambos os patdégenos afetaram negativamente a qualidade sanitaria e
fisiolégica das sementes; houve menor taxa de germinacdo com o aumento da
incidéncia de P. sojae e C. truncatum; indicando o efeito negativo destes patégenos
sobre as sementes (GALLI et al., 2007).
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Diferentes metodologias sdo empregadas para obtencdo de sementes
infectadas com microrganismos. Para Sousa et al. (2008) o método da restricao
hidrica tem se mostrado muito eficiente, jA que possibilita a exposicdo da semente
ao fungo, sem interferir no armazenamento, possibilitando seu uso posterior por um
periodo maior que as demais metodologias. O uso dessa técnica permitiu a
inoculacdo do fungo Fusarium verticillioides em sementes de milho resultando na
ocorréncia de 90% de transmisséo para hastes e raizes das plantulas (BARROS et
al.,, 2014). Em feijdo comum o uso de solutos restritores, proporcionou uma
incidéncia média de sementes contaminadas com Fusarium oxysporum f. sp.
phaseoli de 64% (COSTA et al., 2003).

Entre os fungos fitopatogénicos, a maioria pode ser transmitido da semente
para a plantula. C. truncatum e M. phaseolina, constitui-se em uma fonte de
disseminagdo em campos de producédo (BRASIL, 2009; SPONHOLZ et al., 2006).
Elucidar como ocorre a contaminagdo de sementes, 0s mecanismos de transmissao
e seus efeitos nas lavouras mostram-se estratégias importantes para o produtor

adotar medidas de controle que atendam suas necessidades.

2.5 Método de restricao hidrica na inoculacédo de fungos em sementes

Nas areas de tecnologia e patologia de sementes, o uso da restricdo hidrica
tem sido de fundamental importancia para avancos em estudos que envolvem
controle de germinacdo, sanidade e deteccdo de patdgenos em sementes
(MACHADO et al., 2012). Proposta primeiramente por Heydecker et al. (1973), a
técnica de condicionamento osmaotico ou restricdo hidrica, tem por objetivo
uniformizar os processos que envolvem a germinacdo de sementes do mesmo lote.

Na restricdo hidrica, faz-se o uso de solugcbes osmoéticas, ajustando 0s
potenciais hidricos de modo que permitam a ocorréncia dos processos fisioldégicos
iniciais (fases | e Il - embebi¢cdo), sem que a umidade esteja a um nivel que
proporcione o alongamento celular e posterior protusédo radicular (fase Ill). Com a
aplicacao dessa técnica as sementes ao passar por processos de secagem, podem
ser manuseadas ou armazenadas (DEL GIUDICE et al., 1999).

Para o ajuste do potencial hidrico de substratos podem ser utilizados sais
como MgSO,, NaCl, MgCl,, K3PO,4, KH,;PO,, glicerol, manitol e polietileno glicol
(BRADFORD, 1986; SANTOS, 2008). Machado et al. (2001a) obteve sucesso na
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inoculagéo de diversos fungos em sementes de milho, fazendo uso desta técnica.
Araujo et al. (2006), inoculando Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides em
sementes de algodao, obtiveram porcentagens satisfatorias de sementes infectadas,
utilizando a restricéo hidrica.

Muitos trabalhos necessitam de sementes infectadas, servindo de estudos
para esclarecimento de diversos processos biolégicos, como a disseminagdo e
transmissdo de patdégenos, tratamento e comportamento de sementes armazenadas
etc. Para tanto, a técnica da restricdo hidrica passou a ser utilizada na inoculagéo de
fungos em sementes, sendo proposto seu uso pelo grupo de patologia de sementes
da Universidade Federal de Lavras-MG, na qual fungos sao cultivados em meio de
cultura com potencial osmotico controlado, onde posteriormente depositam-se as
sementes sobre as colbnias fungicas por tempos determinados (MACHADO et al.,
2012).

O método da restricdo hidrica é eficaz na inoculacdo de diferentes fungos em
sementes de milho, pois evita protusdo da radicula, sem contudo afetar o processo
de germinacdo. Essa técnica propicia condicbes oOtimas de infestacdo, onde se
obtém plantulas com lesdes, provenientes dos fungos objetos de estudo (MACHADO
et al., 2001a). Em sementes de soja submetidas a restricdo hidrica, observou-se que
o tempo de exposicao da semente a colbnia fungica pode ser maior a medida que o
potencial hidrico aumenta, ocasionando maior infeccdo sem a ocorréncia de
prejuizos nas fases de germinacdo da semente (MACHADO et al., 2001b).
Trabalhos utilizando métodos de restricdo hidrica envolvendo os patossistemas C.
truncatum, M. phaseolina e feijdo-fava, ndo existem, sendo necessario o

desenvolvimento de pesquisas com o objetivo de sanar tais necessidades.
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CAPITULO |
DIVERSIDADE FUNGICA EM SEMENTES DE FEIJAO-FAVA

RESUMO

Apesar do alto potencial de producdo do feijao-fava, observa-se escassez
de informacao a respeito dos patégenos associados e causadores de doencas em
sementes de feijdo-fava. O teste de sanidade € uma ferramenta eficaz para
levantamento dos fungos que ocorrem naturalmente em
sementes, necessario para certificacdo de lotes de sementes e para estudos de
transmissdo semente-plantula. O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade
fungica de sementes de feijdo-fava. Foram avaliados 34 acessos de feijao-fava, que
foram depositadas no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de feijdo-fava da UFPI.
Lotes de 400 sementes de cada acesso foram desinfestadas por imersdo em
solucdo de hipoclorito de soédio (NaOCl) 1 % por 3 minutos, seguido de duas
lavagens em agua destilada e esterilizada, e sacas a temperatura ambiente. As
sementes foram depositadas em placas de Petri contendo meio de cultura batata-
dextrose-agar, onde permaneceram em estufa incubadora por até sete dias, para
posterior identificacdo das espécies fungicas presentes. ApoOs incubacdo foram
identificados pelos caracteres morfologicos 22 géneros de fungos, entre eles os
fitopatdégenos Colletotrichum truncatum (incidéncia de 0,95 %), Fusarium spp. (1,27
%), Macrophomina phaseolina (1,58 %), Rhizoctonia solani (0,01 %) e Sclerotium sp.
(0,28 %). Os fungos Aspergillus spp., Penicillium spp., Curvularia sp. e Monilinia sp.
corresponderam juntos a 63,76 % das colbnias observadas. O sequenciamento e
analise filogenética dos genes GAPDH e TEF confirmaram a identidade de C.
truncatum e M. phaseolina, respectivamente.

Palavras-chaves: Colletotrichum truncatum, Macrophomina phaseolina, Phaseolus
lunatus, sanidade de sementes.
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CHAPTER |
FUNGAL DIVERSITY IN LIMA BEAN SEEDS

Despite the high production potential of lima beans, we can observe the lack of
information about the associated pathogens and disease causing in lima bean seeds.
The health test is an effective tool for survey of fungi that occur naturally in seeds, it
IS necessary for the certification of lots of seeds and the seed-seedling transmission
studies. The purpose of this study was to evaluate the diversity about the fungal lima
bean seeds. We evaluated 34 lima bean accesses, which were deposited in the
Active Germplasm Bank (BAG) of fava bean at UFPI. Batches of 400 seeds each
access were sterilized by immersion in sodium hypochlorite (NaOCI) 1 % for 3
minutes followed by two washes in sterile distilled water, and sacks at ambient
temperature. The seeds were placed in Petri plates containing potato dextrose agar,
which remained in an oven incubator for up to seven days for subsequent
identification of the fungal species found. After incubation were identified by
morphological characters 22 genera of fungi, including phytopathogenic the
Colletotrichum truncatum (incidence 0, 95%), Fusarium spp. (1,27 %), Macrophomina
phaseolina (1,58 %), Rhizoctonia solani (0,01 %) and Sclerotium sp. (0,28 %). The
Aspergillus spp., Penicillium spp., Curvularia sp. and Monilinia sp. They
corresponded together 63,76 % of the observed colonies. The sequencing and
phylogenetic analysis of the TEF and GAPDH gene confirmed the identity of C.
truncatum and M. phaseolina, respectively.

Key-words: Colletotrichum truncatum, Macrophomina phaseolina, Phaseolus

lunatus, seed health.
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INTRODUCAO

A qualidade fitossanitaria de sementes € determinada pela incidéncia de
microrganismos que causam danos a semente durante 0 armazenamento, ou que
sao transmitidos pela semente, sendo capazes de causar doencgas e reducdes na
produtividade das culturas (COSTA et al., 2013). O teste de sanidade de sementes é
usado para definir a qualidade de um lote, visando identificar a presenca de
patdgenos; que possam afetar a viabilidade das sementes, ser transmitidos para
plantula ou aparecer durante o armazenamento (BRASIL, 2009).

No Brasil, sdo comuns os levantamentos de fungos em sementes de feijao
comum, feijdo-caupi (RODRIGUES; MENEZES, 2002; ZUCARELI et al., 2015) e em
soja (COSTA et al., 2013), mas escassos em feijdo-fava. O feijdo-fava (Phaseolus
lunatus L.) € uma leguminosa trepadeira de cultivo anual, que produz vagens com
grdos comestiveis (AZEVEDO, 2003). E plantada em regime de sequeiro e em
consorcio com outras culturas, principalmente por pequenos produtores, que fazem
pouco uso de tecnologias, ocasionando baixos indices de rendimento e grande
oscilacéo nos resultados da colheita (OLIVEIRA et al., 2014). No entanto, o feijao-
fava possui grande diversidade genética e elevado potencial agricola, além de se
adaptar as mais diferentes condicbes ambientais (VIEIRA, 1992). No Brasil, os
estados da regido nordeste se destacam como maiores produtores, produziram em
2014 cerca de 96% de toda producao nacional dessa leguminosa (IBGE, 2014).

Apesar de ser a segunda espécie do género Phaseolus mais consumida no
pais, & escasso 0 conhecimento da micoflora em sementes desta leguminosa. No
Brasil, o Unico estudo desta natureza foi realizado com apenas quatro amostras
obtidas no estado da Paraiba (ARAUJO et al., 1983). E sabido que a ocorréncia de
microrganismos associados as sementes pode causar a reducdo do vigor e da
emergéncia de plantulas ocasionando baixos rendimentos (ROY et al., 2001). Além
disso, sementes contaminadas podem introduzir ou disseminar fitopatbgenos em
novas areas de cultivo, que em condi¢cdes ambientais favoraveis, podem resultar em
epidemias (OLIVEIRA et al., 2013).

Devido a necessidade de conhecer os fungos presentes em sementes de
feijdo-fava para o estabelecimento de estratégias de manejo, este trabalho teve

como objetivo avaliar a diversidade fungica em sementes de feijdo-fava.



33

MATERIAL E METODOS

Teste de sanidade

Foram avaliados trinta e quatro acessos de feijdo-fava adquiridos com
produtores rurais e em feiras livres, nos anos de 2014 e 2015, nos estados do
Ceara, Maranhao, Paraiba e Piaui, as quais foram posteriormente depositadas no
Banco Ativo de Germoplasma de Feijdo-Fava da UFPI, com os seguintes cédigos:
UFPI-880, UFPI-881, UFPI-883, UFPI-884, UFPI-885, UFPI-886, UFPI-888, UFPI-
889, UFPI-890, UFPI-891, UFPI-892, UFPI-893, UFPI-894, UFPI-895, UFPI-896,
UFPI-897, UFPI-898, UFPI-899, UFPI-900, UFPI-902, UFPI-903, UFPI-904, UFPI-
905, UFPI-906, UFPI-907, UFPI-908, UFPI-910, UFPI-911, UFPI-912, UFPI-913,
UFPI-914, UFPI-915, UFPI-916 e UFPI-923 (APENDICE).

Os acessos foram submetidos ao teste de sanidade de sementes. Lotes de
400 sementes de cada amostra foram desinfestadas por imersdao em solucdo de
hipoclorito de sodio (NaOCI) 1 %, por trés minutos, seguido de duas lavagens com
agua destilada e esterilizada. As sementes foram depositadas em placas de Petri de
15 cm de diametro, contendo meio batata-dextrose-agar (BDA), em um total de seis
sementes por placa, onde permaneceram entre cinco e sete dias em estufa
incubadora, com temperatura de 26 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas.

As colbnias fangicas que se desenvolveram sobre as sementes e em seu
redor, foram transferidas para meio BDA para posterior identificacdo, que foi
realizada em microcultura, conforme Sutton (1980), com posterior montagem das
laminulas em laminas, coradas com azul de Amann ou com glicerina 50 %, para
observacdo das estruturas fangicas ao microscépio o6ptico. As coldnias foram
guantificadas quanto sua incidéncia média dentro dos 34 acessos e o percentual de
frequéncia fungica foi avaliado por género ou espécie dentro do total geral de
colbnias encontradas.

Por apresentarem dificuldades para esporulacdo, alguns isolados fungicos
foram repicados para diferentes meios de cultura como extrato de Malte, Spezieller
nahrstoffarmer agar (SNA) e Aveia, e submetidos a diferentes estimulos luminosos,
como escuro continuo e fotoperiodo de 12 h a 26 + 2°C, bem como adicéo de palitos
devidamente esterilizados, junto as colonias de fungos como Sclerotium sp. com a
finalidade de estimular a producdo de esporos para montagem de laminas e

posterior identificacdo morfolégica ao microscopio.
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Andlise filogenética

Amostras dos isolados dos géneros Colletotrichum e Macrophomina foram
identificados pela amplificacdo e sequenciamento dos genes GAPDH
(glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) e TEF (Elongation factor 1-a),
respectivamente. Os processos de extragcdo do DNA, PCR e sequenciamento foram
realizados no Laboratério de Sistematica de Fungos Fitopatogénicos do
Departamento de Fitopatologia, da Universidade Federal de Lavras. O DNA foi
extraido utilizando Wizard Genomic DNA Purification Kit® (Promega, Madison, WI,
USA). As reacles foram realizadas utilizando o kit GoTaqg® Colorless Master Mix
(Promega, Madison, WI, USA).

Para a amplificacdo do gene GAPDH foram utilizados os primers GDF1 (5'-
GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA-3) e GDR1 (5'-
GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT-3") (TEMPLETON et al, 1992). Para a
amplificagdo do gene TEF foram utlizados os primers EF1-728F (5'-
CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3’) (CARBONE; KOHN, 1999) e Ef-2 Reverse (5'-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3’) (O'DONNELL et al., 1998). Os fragmentos
amplificados foram purificados utilizando-se o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System (Promega, Madison, WI, USA). Os fragmentos génicos foram
sequenciados, nas direcdes senso e antisenso, pela empresa Macrogen, USA. As
sequéncias editadas foram comparadas com a base de dados GenBank, por meio
do programa BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Alinhamentos multiplos
das sequéncias foram gerados utilizando-se o programa CLUSTALW implementado
pelo programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013). Os alinhamentos foram corrigidos
manualmente e a analise foi realizada com o programa MEGA 6.0 utilizando o

método de maxima parcimonia.
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Foram detectadas e identificadas espécies de fungos compreendidas em 22

géneros (Tabela 1).

Tabela 1. Populacdo fungica associada a sementes de 34 acessos de feijdo-fava
(Phaseolus lunatus L.), Teresina, 2016

Género/Espécie Colénias Frequéncia® Incidéncia® Incl\l/(ljée:3C|a
Aspergillus spp. 773 23,89 5,68 19,25
Bipolaris sp. 1 0,03 0,01 0,25
Chaetomium sp. 1 0,03 0,01 0,25
Cladosporium sp. 23 0,71 0,17 5,75
Colletotrichum truncatum 129 3,99 0,95 10,00
Curvularia sp. 417 12,89 3,07 11,25
Eurotium sp. 18 0,55 0,14 1,50
Fusarium camptoceras 117 3,62 0,86 5,00
Fusarium clamydosporum 13 0,40 0,10 0,75
Fusarium spp. 41 1,27 0,75 4,75
Fusarium verticilioides 4 0,12 0,03 0,75
Fusiccocum sp. 59 1,82 0,43 3,50
Geotrichum sp. 2 0,06 0,01 0,50
Lasiodiplodia sp. 6 0,19 0,04 1,25
Macrophomina phaseolina 215 6,65 1,58 18,25
Monilinea sp. 342 10,57 2,51 9,75
Nigrospora sp. 14 0,43 0,10 1,00
Penicillium spp. 531 16,41 3,90 17,00
Pestalotia sp. 7 0,22 0,05 0,50
Phytium sp. 49 1,51 0,36 11,75
Phomopsis sp. 7 0,22 0,05 1,50
Rhizoctonia solani 1 0,03 0,01 0,25
Rhizopus sp. 114 3,52 0,84 5,00
Sclerotium sp. 9 0,28 0,07 0,75
Talaromyces sp. 21 0,65 0,15 1,50
N&o Identificado 330 10,20 2,43 14,75
Total de colbnias 3244

'Frequéncia das espécies flingicas expressa em percentagem, considerando-se a soma

total das col6nias obtidas.

’Incidéncia média das espécies fungicas expressa em percentagem, considerando-se as 34

amostras.

®Incidéncia maxima obtida considerando as 34 amostras avaliadas.

Os fungos que ocorreram com frequéncia superior a 10 % foram Aspergillus

spp., Penicillium spp., Curvularia sp. e Monilinia sp., juntos corresponderam a 63,76
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% do total de col6nias obtidas, alcancando incidéncias de 5,68; 3,90; 3,07 e 2,51 %
respectivamente (Tabela 1). Incidéncias médias de 18,1, 10,8, 0,16, e 0,46 % para
Aspergillus spp., Penicillium spp., Curvularia sp. e Monilinia sp., respectivamente,
foram encontradas em quatro amostras de sementes de feijdo-fava obtidas da
Paraiba (ARAUJO et al., 1983). Esses fungos sdo encontrados associados as
sementes e geralmente ndo causam doengas em condigdes de campo, mas podem
comprometer a qualidade das sementes, reduzindo seu poder germinativo e morte
de embrides principalmente quando o armazenamento é inadequado (KOBAYASTI;
PIRES, 2011).

O género Penicillium esteve presente em 31 das 34 amostras analisadas,
enquanto Aspergillus spp. e Curvularia sp. foram encontrados em todas as
amostras. Ha relato de Aspergillus spp. e Penicillium spp. afetando a germinacao,
provocando necrose dos cotilédones, radicula e folhas iniciais de feijdo-caupi,
resultando em plantulas anormais (RODRIGUES; MENEZES, 2002). Algumas
espécies de Penicillium e Aspergillus, além de deteriorar grdos e sementes, podem
infectar espécies botéanicas, devido sua capacidade de se desenvolver em diferentes
tipos de matéria organica; podendo produzir micotoxinas (RIVERBERI et al., 2010).
Aspergillus spp. e Penicillium spp., quando em elevada incidéncia, podem causar
inviabilidade da germinacéo e crescimento de estruturas fungicas sobre as sementes
de soja (COSTA et al., 2013).

O género Fusarium foi encontrado em 22 acessos, totalizando 64,70 % dos
lotes. Foram encontradas diferentes espécies: F. camptoceras, F. clamydosporium,
F. verticillioides e Fusarium spp. Araujo et al. (1983) encontraram frequéncia de 3,83
% de Fusarium spp. em sementes de feijdo-fava. Em feijdo-fava, ndo existem relatos
de Fusarium spp. capazes de causar danos a semente e de serem transmitidos para
a plantula. Em outras culturas, a depender da espécie de Fusarium, o fungo pode
inibir a germinagéo da semente e ser eficientemente transmitido. Como Fusarium
oxysporum, transmitido das sementes para plantulas de feijado comum, com taxa de
13,4 % (PARSA et al.,, 2016). Em feijao-caupi, espécies de Fusarium inibiram a
germinacdo de sementes, além de ser observado crescimento micelial sobre
cotiléedones e folhas iniciais de plantulas emergidas (RODRIGUES; MENEZES,
2002). Interessantemente, alguns membros do género Fusarium mostram potencial
como endofitos capazes de controlar insetos e nematoides (VU et al., 2006;

PAPARU et al.,, 2008). Em culturas como milho (Zea mays), a presenca de F.
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verticillioides e F. graminearum causaram problemas na germinacdo (RAMOS et al.,
2014).

Entre os fungos considerados importantes patégenos de leguminosas foram
encontrados, com baixa incidéncia, Colletotrichum truncatum (0,95 %),
Macrophomina phaseolina (1,58 %), Rhizoctonia solani (0,01 %) e Sclerotium sp.
(0,07 %) (Tabela 2), evidenciando a importancia da semente como veiculo de
transporte de fungos fitopatogénicos, podendo comprometer a sanidade da cultura.
Estes resultados constituem dado relevante para o conhecimento dos patdgenos
gue acometem o feijdo-fava no Brasil, uma vez que sdo escassos 0s trabalhos de
identificacéo e caracterizacdo de agentes causais de doencas nesta cultura.

Apesar da baixa incidéncia, C. truncatum foi encontrado em 50 % das
amostras; o patdégeno € o agente causal da antracnose em feijdo-fava, ocasionando
morte de plantulas e infecgbes severas em plantas adultas, acarretando perdas na
producdo (CARVALHO et al., 2015). E a primeira vez que esse patdégeno é
encontrado associado a sementes de feijdo-fava, uma vez que Araujo et al. (1983)
nao registraram a ocorréncia quando avaliaram a sanidade de quatro amostras de
feijdo-fava obtidas do estado da Paraiba. Em soja, C. truncatum ja foi encontrado em
associagdo a sementes com incidéncia de 23,64 % (SOUZA et al., 2011), enquanto
que em sementes de feijdo-caupi este patdgeno nao foi relatado (RODRIGUES;
MENEZES, 2002).

M. phaseolina apresentou incidéncia média de 1,58 % (Tabela 2). O fungo
causa a podriddo de carvao; ocorre em mais de 500 culturas afetando de
leguminosas a gramineas (SARTORATO, 1994; SU et al., 2001). A presenca desse
patdgeno em culturas como o feijdo-caupi e soja podem resultar em surtos, com
perdas substanciais na producdo (GUPTA et al., 2012). Nao existem estudos que
indiquem a associacdo de M. phaseolina a sementes de feijao-fava.

O sequenciamento de genes house-keeping de isolados fungicos identificados
pela morfologia como C. truncatum e M. phaseolina, ratificou a identidade dos
isolados. Isolados de C. truncatum agruparam com o isolado ex-holotype (CBS
151.35) com 90% de bootstrap, enquanto que os isolados de M. phaseolina
agruparam com isolados de M. phaseolina de outros feijdes e soja, com 100 % de
bootstrap, em ramo distinto da segunda espécie do género Macrophomina, M.
pseudophaseolina (dados ndo mostrados).
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Tabela 2. Incidéncia em porcentagem dos principais fungos fitopatogénicos
associados a sementes de 34 acessos de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.).
Teresina, 2016

Acesso Colletotrichum  Macrophomina  Rhizoctonia Sclerotium

truncatum phaseolina solani sp.
UFPI 880 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 881 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 883 4,00 3,50 0,00 0,00
UFPI 884 0,00 18,25 0,00 0,00
UFPI 885 0,00 0,25 0,00 0,00
UFPI 886 2,50 0,00 0,00 0,00
UFPI 888 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 889 2,25 0,00 0,00 0,00
UFPI 890 1,25 0,00 0,00 0,75
UFPI 891 0,50 0,00 0,00 0,00
UFPI 892 0,75 0,00 0,00 0,00
UFPI 893 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 894 2,75 8,50 0,00 0,00
UFPI 895 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 896 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 897 1,50 0,00 0,00 0,00
UFPI 898 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 899 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 900 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 902 0,25 0,00 0,00 0,00
UFPI 903 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 904 0,00 1,00 0,00 0,00
UFPI 905 0,00 1,25 0,00 0,00
UFPI 906 0,00 1,25 0,00 0,00
UFPI 907 0,00 0,00 0,00 0,00
UFPI 908 0,75 0,00 0,00 0,00
UFPI 910 0,25 1,00 0,00 0,00
UFPI 911 0,50 4,50 0,00 0,00
UFPI 912 0,75 0,75 0,00 0,75
UFPI 913 1,75 1,75 0,25 0,25
UFPI 914 0,00 1,00 0,00 0,00
UFPI 915 0,25 0,00 0,00 0,00
UFPI 916 2,25 2,00 0,00 0,00
UFPI 923 10,00 8,75 0,00 0,50
Média (%) 0,95 1,58 0,01 0,07

R. solani e Sclerotium sp. foram encontrados em incidéncias de 0,01 e 0,07
%, respectivamente (Tabela 2). R. solani é responsavel por causar tombamento e
podriddo das raizes em feijao-fava, enquanto Sclerotium sp. causa a podridao do
colo (ASSUNCAO et al., 2011; SILVA et al., 2014). Mesmo apresentando baixas
incidéncias, ambos 0s patdogenos apresentam potencial de serem introduzidos em

novas areas de cultivo através das sementes, podendo causar doencas e reducdes
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na produtividade de diversas culturas. Araujo et al. (1983), encontraram Rhizoctonia
sp. e Sclerotium rolfsii com incidéncias de 3,50 % e 0,05 % em sementes de feijao-
fava. Essa cultura apresenta alta susceptibilidade a acdo de S. rolfsii, devido a
dificuldade na obtencdo de gendtipos resistentes (SILVA et al., 2014). Apesar da
importadncia desses patdégenos para o feijdo-fava, sdo escassos o0s estudos da
aplicacdo de medidas de manejo (ASSUNCAO et al., 2011).

Outros géneros de fungos foram encontrados associados as sementes de
feijjdo-fava: Phomopsis sp., Phytium sp., Bipolaris sp., Chaetomium sp.,
Cladosporium sp., Eurotium sp., Fusiccocum sp., Geotrichum sp., Lasiodiplodia sp.,
Monilinia sp., Nigrospora sp., Pestalotia sp., Rhizopus sp. e Talaromyces sp.
totalizando 20,24 % da frequéncia fungica. Aproximadamente 10,20 % das coldnias
fungicas ndo foram identificadas pela auséncia de esporulacéo (Tabela 1).

Neste trabalho Monilinia sp., Phytium sp. e Rhizopus sp. foram encontrados
causando acentuada podriddo em sementes. Monilinia sp., Nigrospora sp. e
Cephalosporium sp. Também foram identificados em sementes de feijao-fava,
entratanto, a infeccdo pareceu ndo afetar a germinacdo das sementes. Resultados
semelhantes foram obtidos por Aradjo et al. (1983). Fungos associados as sementes
nem sempre sédo patogénicos, muitas vezes apenas utilizam a semente como via de
transporte ou permanecem como saprofitas até que o ambiente se torne favoravel
ao seu desenvolvimento, ndo apresentando relevancia para a cultura (OLIVEIRA,
2013).

Com a expansao da cultura do feijdo-fava no Nordeste brasileiro torna-se
importante a realizacdo de estudos sobre a eficdcia do tratamento quimico de
sementes visando o controle de fungos fitopatogénicos, uma vez que ainda nao
existem fungicidas registrados para esta espécie. Os resultados obtidos neste
trabalho dardo subsidios para estudos sobre as estratégias de manejo e controle de

doencas fungicas no feijao-fava.
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CONCLUSOES

Ha elevada diversidade de fungos associados as sementes de feijdo-fava,
dentre eles fitopatdgenos que podem desencadear doencas e/ou morte de plantas.

As sementes de feijdo-fava podem servir de veiculo de disseminacdo de
fungos fitopatogénicos importantes para a cultura, como C. truncatum e M.

phaseolina.
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CAPITULO Il

TRANSMISSAO SEMENTE-PLANTULA DE Colletotrichum truncatum
E Macrophomina phaseolina EM FEIJAO-FAVA

RESUMO

Os fungos Colletotrichum truncatum e Macrophomina phaseolina estdo entre
0s principais patdégenos associados a sementes de feijdo-fava (Phaseolus lunatus L.)
no Brasil, sendo responsaveis por doencas importantes da cultura como a
antracnose e a podriddo de carvao, respectivamente. As sementes contaminadas
podem promover a transmissao de doencas que podem afetar o estande final das
plantas, reduzindo consideravelmente os rendimentos. Este trabalho teve como
objetivo verificar a possibilidade de transmissdo semente-plantula de C. truncatum e
M. phaseolina isolados de sementes de feijao-fava. Adicionou-se manitol ao meio de
cultura batata-dextrose-agar (BDA) obtendo-se meios com diferentes potenciais
hidricos os quais foram incubados por diferentes periodos de tempo, consistindo nos
seguintes tratamentos: T1: 0,0 MPa sem in6culo por 48 h; T2: 0,0 MPa com inéculo
por 48h; T3: - 0,2 MPa por 48h; T4: -0,4 MPa por 48h; T5: -0,6 MPa por 72h; T6: -
0,8 MPa por 96h e T7: -1,0 MPa por 120h. As sementes foram incubadas a 25° C,
com fotoperiodo de 12 horas, permanecendo nestas condicbes por periodos
variaveis. Os parametros avaliados foram teste de germinacdo em rolo de papel,
emergéncia de plantulas em areia e teste de sanidade de sementes. O T4
proporcionou melhores condi¢cbes para impedir temporariamente a germinacao das
sementes, promovendo maior incidéncia de sementes infectadas por C. truncatum e
maior porcentagem de plantulas doentes. A metodologia foi eficaz na inoculacdo de
M. phaseolina nas sementes, entretanto, o patégeno prejudicou a germinacao das
sementes, independente do tratamento inoculado. Ambos os fungos s&o
transmitidos da semente para plantula de feijdo-fava, causando doenca em
diferentes 6rgéos aéreos.

Palavras-chaves: patologia de sementes, Phaseolus lunatus, sanidade de
sementes, transmissao por sementes, pré-condicionamento de sementes
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CHAPTER II

THE SEED-SEEDLING TRANSMISSION OF Colletotrichum truncatum AND
Macrophomina phaseolina IN FAVA BEAN

ABSTRACT

Colletotrichum truncatum and Macrophomina phaseolina fungi are among the main
pathogens associated with lima bean seeds (Phaseolus lunatus L.) in Brazil, and
they are responsible for important crop diseases such as anthracnose and charcoal
rot, respectively. Contaminated seeds may promote the transmission of diseases that
can affect the final process of the plants, reducing yields considerably. The purpose
of this study is to verify the possibility of transmission seed-seedling of C. truncatum
and M. phaseolina isolated of lima bean seeds. Mannitol was added to the medium
Potato Dextrose Agar (PDA) obtaining media with different water potentials which
were incubated for different lengths of time consisting of the following treatments: T1.:
0.0 MPa without inoculum for 48 hours; T2: 0.0 MPa with inoculum for 48 hours; T3: -
0.2 MPa for 48 hours; T4: -0.4 MPa for 48 hours; T5: -0.6 MPa for 72 hours; T6: - 0.8
MPa for 96 hours and T7: -1.0 MPa for 120 hours. The seeds were incubated at 25 °
C, with a photoperiod of 12 hours, remained in this condition by variable periods. The
evaluated parameters were germination test on roll paper, seedling emergence in
sand and seed health testing. T4 provided better conditions to temporarily prevent
the germination of seeds, promoting higher incidence of seeds infected by C.
truncatum and higher percentage of sick seedlings. The methodology was effective in
inoculating M. phaseolina in the seeds, however, the pathogen damaged the
germination of seeds, regardless of treatment inoculated. Both fungi are transmitted
from seed to lima bean seedling, causing disease in different aerial organs.

Key-words: seed pathology, Phaseolus lunatus, seed health, transmission by seeds,
seed preconditioning.
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INTRODUCAO

As sementes podem abrigar e transportar de maneira eficiente,
microrganismos de todos 0s grupos taxondmicos, patogénicos ou nao, sendo,
portanto excelentes veiculos de dispersdo (DHINGRA, 2005). Visto que 90 % das
lavouras no mundo dependem do uso de sementes e, estando contaminadas,
tornam-se fonte de indculo inicial no campo, podem iniciar uma epidemia (BRASIL,
2009). A baixa qualidade de sementes é apontada como uma das principais causas
para a baixa produtividade das lavouras, em razdo da associacdo de patdgenos
junto as sementes apresentar reflexos negativos no processo de germinacdo e
desenvolvimento da plantula (DHINGRA, 2005).

Em plantios de feijao-fava (Phaseolus lunatus L.) no Brasil, os fungos estédo
entre 0s principais agentes causadores de doencas. A antracnose causada por
Colletotrichum truncatum (Schw.) Andrus & Moore, ocorre com frequéncia e é
apontada como uma das principais doencas do feijao-fava, principalmente na regiao
nordeste do Brasil, onde as condi¢cbes climaticas favorecem seu desenvolvimento
(PAULA JUNIOR et al., 1995).

Outro fungo que tem acdo deletéria em sementes de leguminosas é
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. Por ser polifago, causa doenca em mais de
500 espécies botanicas (GUPTA et al., 2012), dentre elas o feijdo-caupi (BIEMOND
et al., 2013), a soja (ALMEIDA et al., 2014) e o feijdo-comum (SARTORATO; RAVA,
1994; YOU et al., 2011). A presenca de M. phaseolina nas sementes pode resultar
em tombamento de pré ou pdés-emergéncia em feijdo-caupi (ALMEIDA et al., 2014).
Em virtude de sua natureza, o fungo tem seu desenvolvimento favorecido por
temperaturas elevadas e pela baixa umidade, viabilizando sua proliferagéo, visto que
as lavouras estdo sujeitas a stress hidrico, devido a escassez de agua, como nas
culturas da soja e feijao comum (KENDIG et al., 2000).

E fato a transmissdo por sementes de todas as espécies de Colletotrichum
patogénicas as leguminosas, contribuindo para ampla disseminacdo desses
patdgenos (LENNE, 1992). Como exemplo tem-se Colletotrichum lindemuthianum
(Sacc. Magnus) Cavara, transmitido eficientemente com taxas de transmisséo
semente-plantula de até 80 % em Phaseolus vulgaris (REY et al., 2009).
Colletotrichum gossypii South var. cephalosporioides Costa, tem taxa de

transmissao para plantulas de até 5 %, sendo considerada elevada para a cultura do
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algodoeiro (ARAUJO et al., 2009). Entretanto, ndo existem pesquisas sobre
transmissao para a plantula de C. truncatum e M. phaseolina a partir de sementes
de feijao-fava.

Estudos da qualidade sanitaria de sementes necessitam muitas vezes, que
estas estejam infectadas por patégenos em quantidade e qualidade suficiente para
condugdo de pesquisas. O uso de inoculacdo de fungos através do método da
restricdo hidrica tem sido usado em trabalhos que envolvem germinacao,
transmissdo de patégenos e sanidade de sementes (MACHADO et al., 2012). A
eficiéncia do método foi demonstrada em estudos de transmissao de C. truncatum,
Phomopsis sojae e Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja (MACHADO et al.,
2001). A inoculacdo de Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli utilizando solutos para
modificacdo do meio de cultura, possibilitou a obtencéo de sementes de P. vulgaris
infectadas com taxa de transmisséo de até 70 % (COSTA et al., 2003).

Diante da necessidade de obter informacdes sobre a transmissdo semente-
plantula de C. truncatum e M. phaseolina, este trabalho propés-se verificar a
transmissdo destes dois patdgenos a partir de sementes de feijdo-fava infectadas
artificialmente, assim como aplicar a técnica de restricdo hidrica para obtencdo de

sementes de feijao-fava inoculadas.
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MATERIAL E METODOS

As sementes de feijdo-fava da variedade Boca de Moga foram desinfestadas
em solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) 1 %, por trés minutos, seguido de duas
lavagens com agua destilada esterilizada. Em seguida foram submetidas aos testes
de germinacdo e sanidade (BRASIL, 2009). Os isolados fungicos JM 37
(Colletotrichum truncatum) e ESS08 (Macrophomina phaseolina) utilizados neste
estudo foram obtidos a partir de sementes de feijdo-fava em marco de 2015, e
preservados em glicerol a -20 °C.

O meio de cultura utilizado neste estudo foi o batata-dextrose-agar (BDA)
acrescido de manitol, obtendo-se os potenciais hidricos 0,0; -0,2; -0,4; -0,6; -0,8; -1,0
MPa. As concentracdes dos solutos para o preparo dos meios, em cada potencial
hidrico, foram obtidas por meio da formula de Van’t Hoff citado por Salisbury; Ross,
(1991), ou seja: yos = RTC, em que: yos = potencial osmotico (atm); R = constante
geral dos gases perfeitos (8,32 J mol-* K-1); T = temperatura (K); C = concentracao
(mol L-Y) e T (K) = 273 + T (°C). O meio BDA, apos adicdo do manitol em cada
concentracéo, foi autoclavado a 121 °C por 20 min e distribuido em placas de Petri
de 15 cm de diametro. Em cada placa foram adicionados trés discos de BDA
contendo estruturas de cada fungo (C. truncatum ou M. phaseolina). As placas foram
incubadas em fotoperiodo de 12 h, e temperatura de 25 + 2 °C, até o crescimento
total do fungo. Em seguida, 40 gramas de sementes foram distribuidas sobre o
micélio fungico e levemente pressionadas, permanecendo por diferentes periodos de
exposicao, em funcao do tratamento.

O experimento foi composto por sete tratamentos, com cinco repeticdes cada.
Os tratamentos consistiram em diferentes bindmios potencial hidrico/tempo de
exposicdo das sementes, sendo: T1. 0,0 MPa sem in6culo por 48 horas; T2. 0,0
MPa com in6culo por 48 horas; T3. - 0,2 MPa por 48 horas; T4. -0,4 MPa por 48
horas; T5. -0,6 MPa por 72 horas; T6. - 0,8 MPa por 96 horas e T7. -1,0 MPa por
120 horas. Os parametros avaliados foram teste de germinacdo em rolo de papel,
emergéncia de plantulas em areia e teste de sanidade de sementes.

Teste de germinacdo em rolo de papel: ap0s incubacdo das sementes em
meio de cultura osmoticamente modificado, estas foram acondicionadas em folhas
de papel filtro estéril, em um total de 25 sementes por tratamento, com 16

repeticbes. Os rolos foram umedecidos com agua destilada esterilizada na
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proporcédo de 2,5 vezes o peso do papel; sendo mantidas em camara incubadora a
25 = 2 °C por sete dias, e umedecidos quando necessério. Foram registradas as
sementes germinadas e sementes mortas (BRASIL, 2009).

Teste de emergéncia em areia: foi realizado em bandejas plasticas de 47 x 27
x 08 cm, contendo areia esterilizada em autoclave (121 °C por duas horas). Foram
utilizadas 100 sementes por tratamento, previamente desinfestadas com hipoclorito
de sodio a 1 % por um minuto e enxaguadas em agua destilada esterilizada,
semeadas na profundidade aproximada de 1,5 cm. As bandejas foram distribuidas
ao acaso em casa de vegetacao. As avaliacbes foram realizadas aos sete, 14 e 21
dias apo6s a semeadura (D.A.S.). Foram avaliados o numero de plantulas emergidas
e incidéncia das doencas. Aos 14 DAS para (M. phaseolina) e aos 21 DAS (para C.
truncatum), as plantulas foram arrancadas, avaliadas, e fragmentos de o6rgaos
sintométicos para infeccdo fungica, foram plagueados em meio BDA para
constatacdo da presenca do fungo. Os dados relativos a transmissdo do fungo da
semente para a plantula foram expressos em porcentagem para cada érgdo vegetal
avaliado em funcéo da incidéncia do fungo conforme Barba et al. (2002).

Teste de sanidade: foram utilizadas seis sementes por placa de Petri de 15
cm de didmetro, totalizando 120 sementes por tratamento, as quais foram
desinfestadas em solucdo de hipoclorito de sédio a 1 % por um minuto e
enxaguadas em agua destilada esterilizada. Posteriormente foram plaqueadas em
meio BDA e mantidas em incubadora a 25 = 2 °C, em regime alternado de 12 horas
de luz. A avaliacdo ocorreu em até sete dias ap0s a semeadura por analise visual e
com auxilio de microscépio estereoscépico (SUTTON, 1980).

Os ensaios foram conduzidos em delineamento inteiramente casualisado
(DIC) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey 5 %. A analise estatistica

foi realizada por ANOVA no programa ASSISTAT versao 7.7 beta.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados do teste de germinacédo em rolo de papel evidencia-
se gue o aumento do potencial hidrico / tempo promoveu reducdo gradual na
porcentagem de sementes germinadas e consequente aumento do ndamero de

sementes mortas (Figura 1).
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Figura 1. Germinacdo em rolo de papel de sementes de feijdo-fava inoculadas com
Colletotrichum truncatum e Macrophomina phaseolina em diferentes tratamentos
(potenciais hidricos e tempo de exposicdo ao fungo). Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 %. T1. 0,0 MPa
sem indculo por 48 horas; T2. 0,0 MPa com inéculo por 48 horas; T3. - 0,2 MPa por
48 horas; T4. -0,4 MPa por 48 horas; T5. -0,6 MPa por 72 horas; T6. - 0,8 MPa por
96 horas e T7. -1,0 MPa por 120 horas.

N&o houve diferenca estatistica (P<0,05) dos tratamentos T3, T4 e T5 quando
comparado com o controle inoculado (T2), apresentando elevadas taxas de
germinacdo (Figura 1). Nesses tratamentos, a presenca do fungo pouco afetou o
poder germinativo das sementes. T6 e T7 foram os tratamentos que promoveram a
maior mortalidade de sementes. Potenciais osmaéticos de -0,8 MPa ou superiores e
tempos a partir de 96 horas frequentemente inibem a germinacdo de sementes de
outras espécies vegetais, como é o0 caso das sementes de algodao inoculadas com
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides (ARAUJO et al., 2012) e sementes de

soja inoculadas com C. truncatum (MACHADO et al., 2001). O bindmio que menos
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interferiu na germinagédo das sementes de soja foi -0,4 MPa / 48 horas (MACHADO
et al., 2001).

Quando as sementes foram inoculadas com M. phaseolina, independente do
tempo de exposicdo e da presenca (T3, T4, T5, T6 e T7) ou auséncia de potencial
hidrico (T2) houve acentuada reducdo da germinacao, para menos de 10 % a partir
do T2 (Figura 1). A germinagdo das sementes caiu de 73,5 % no tratamento n&o
inoculado (T1); para 21,2 % no tratamento inoculado (T2), ou seja, a presenca do
fungo, mesmo sem o auxilio do restritor hidrico, causou a morte das sementes,
mesmo antes de iniciar 0 processo germinativo. Em sementes de algodao
(Gossypium hirsutum), a partir de 48 horas de exposi¢cdo ao fungo Botryodiplodia
theobromae, ocasionou reducao de 80 % da germinacao, aumentando para 100 %
guando concentracdes de manitol foram acima de -0,6 Mpa e 72 horas de exposicéo
(MACHADO et al., 2004).

No teste de emergéncia de plantulas ocorreu diminuicdo do numero de
plantas emergidas a medida que o nivel de restricdo hidrica e tempo de exposi¢ao
foi aumentado (Figura 2), semelhante ao que ocorreu no teste de germinacdo em

rolo de papel (Figura 1).
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Figura 2. Emergéncia em areia de plantulas de feijao-fava a partir de sementes
inoculadas com Colletotrichum truncatum e Macrophomina phaseolina em diferentes
tratamentos (potenciais hidricos e tempo de exposi¢cdo ao fungo). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 %.
T1. 0,0 MPa sem in6culo por 48 horas; T2. 0,0 MPa com in6culo por 48 horas; T3. -
0,2 MPa por 48 horas; T4. -0,4 MPa por 48 horas; T5. -0,6 MPa por 72 horas; T6. -
0,8 MPa por 96 horas e T7. -1,0 MPa por 120 horas.



52

Para C. truncatum, os tratamentos T2, T3 e T4 néo diferiram do tratamento
controle n&o inoculado (T1), com porcentagem média de emergéncia de 88,5 %
nestes tratamentos, demonstrando que a elevacao do potencial hidrico ndo interferiu
com o desenvolvimento da plantula. O tratamento com menor percentual de
germinacao foi o T6, com apenas 36 % de plantulas emergidas (Figura 2).

Além disso, a sanidade das plantas avaliadas aos 7, 14 e 21 DAS com as
sementes inoculadas com C. truncatum revelou que os sintomas (manchas em
cotilédones, caule e folhas) ocorrem inicialmente aos 7 DAS e tornam-se mais
severos aos 14 e 21 DAS (Figura 3A). Aos 7 DAS a incidéncia de sintomas foi mais
frequente nos tratamentos T4 e T5 (P<0,05), diminuindo nos tratamentos T6 e T7
(Figura 3A). Aos 14 DAS ndo houve diferenca entre os tratamentos inoculados
(P<0,05). Aos 21 DAS houve, de forma geral, aumento na incidéncia dos sintomas, e
ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos T4, T6 e T7. Esses
resultados, somados aqueles da emergéncia em areia indicam o potencial T4 (-0,4
MPa e 48 horas de exposi¢cado), como o melhor tratamento para inoculacdo de C.
truncatum, pois néo interferiu na germinacdo das sementes e possibilitou a maior
incidéncia de sintomas nas plantas.

Resultados semelhantes foram encontrados em sementes de algodao
inoculadas com C. gossypii var. cephalosporioides, que apresentaram reducdo no
namero de plantulas emergidas 7 DAS nos tratamentos em que a restricdo hidrica
foi de -0,8 e -1,0 MPa. Em nova andlise aos 21 DAS, ndo foram encontradas
diferengas significativas, porém houve redugéo do numero final de plantas em todos

os tratamentos quando comparados com a testemunha (MACHADO et al., 2004).

Para as sementes inoculadas com M. phaseolina houve redugdo na
porcentagem de plantulas emergidas em todos os tratamentos, em comparagao ao
T1 (Figura 2). No tratamento T1 houve 82 % de emergéncia de plantulas e apenas
31 % no tratamento T2, e valores menores nos tratamentos seguintes,
demonstrando que o fungo tem a capacidade de penetrar eficientemente e matar a
semente na auséncia do restritor, onde o tempo de 48 horas parece ser suficiente
para o estabelecimento da infec¢do fungica, o que corrobora com os resultados do

teste de germinacéo (Figura 1).
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Resultados semelhantes foram obtidos em sementes de soja inoculadas com
o também fungo habitante de solo S. sclerotiorum, o qual provocou reducéo de 32 %

na emergéncia em comparacao ao controle ndo inoculado (MACHADO et al., 2001).
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Figura 3. Plantulas de feijdo-fava com sintomas provocados pela infeccdo de
Colletotrichum truncatum (A) e Macrophomina phaseolina (B) em diferentes
tratamentos (potencial hidrico e tempo de exposicdo ao fungo). Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5 %.
T1. 0,0 MPa sem in6culo por 48 horas; T2. 0,0 MPa com inéculo por 48 horas; T3. -
0,2 MPa por 48 horas; T4. -0,4 MPa por 48 horas; T5. -0,6 MPa por 72 horas; T6. -
0,8 MPa por 96 horas e T7. -1,0 MPa por 120 horas.
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N&o foi possivel avaliar os sintomas aos 21 DAS para M. phaseolina devido a
elevada incidéncia e severidade dos sintomas, ocasionando morte das plantulas
(Figura 3B). Logo aos 7 DAS houve comprometimento da sanidade das plantulas,
independente do tratamento, com 79,8 % de plantas com sintomas mesmo no
tratamento sem adicdo de restritor hidrico e exposicdo ao fungo por 48 horas. Os
tratamentos T5, T6 e T7 apresentaram 100 % de plantas doentes. Resultado
mantido também na segunda avaliacdo aos 14 DAS.

Esses resultados, juntamente com aqueles da emergéncia em areia
revelaram que a metodologia utilizada foi eficaz para a obtencdo de sementes de
feijdo-fava inoculadas com M. phaseolina, mas, devido a elevada agressividade do
patdgeno, que parece deteriorar rapidamente a semente, os parametros utilizados
podem nao ter sido os adequados, sendo necessario realizar novos experimentos
com tempos de exposicdo abaixo de 48 horas. Elevada agressividade de M.
phaseolina foi comprovada apds inoculacdo de sementes de feijdo-comum
(Phaseolus vulgaris L.) com 96 isolados do patégeno obtidos em diversos paises,
dentre eles o Brasil (REYES-FRANCO et al., 2006). Altos percentuais de reducéo na
emergéncia de plantulas também foram observados em plantulas de canola
(Brassica napus L.) (77 %) e niger (Guizotia abyssinica (L.f.) Cass) (63 %), as quais
tiveram as sementes inoculadas com S. sclerotiorum (VENTUROSO et al., 2014).

Visando garantir que os sintomas observados nas plantulas fossem de fato
provocados por C. truncatum e M. phaseolina, diferentes 6rgéos sintométicos foram
coletados de 10 % das plantulas dentro de cada tratamento apos a Ultima avaliacéo
(21 DAS para C. truncatum e 14 DAS para M. phaseolina). Das plantulas emergidas
a partir de sementes inoculadas com C. truncatum foi possivel reisolar o fungo dos
cotilédones, peciolos, caules e folhas, com percentuais médios de 58,2, 35,8, 33,2 e
56,4 %, respectivamente (Tabela 1A), o que atesta tanto a eficiéncia do método de
restricdo hidrica na inoculacdo de sementes de feijdo-fava, como o fato do patdogeno
ser transmitido da semente para as plantulas.

Os percentuais médios de 76,7, 55,3 e 30,5 % foram obtidos das plantulas
emergidas a partir de sementes inoculadas com M. phaseolina, respectivamente,
nos cotilédones, caules e folhas (Tabela 1B).

Porcentagens menores de plantas doentes foram encontradas por Barba et al.
(2002), que buscando verificar a transmissao de Bipolaris sorokiniana de sementes

para plantulas de cevada (Hordeum vulgare L.), encontraram o6rgdos aéreos e
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radiculares, afetados pela presenca do fungo em coledptilos (40 %), extremidade
apical e regido subterranea com percentual de 38,6 e 48,1 %, respectivamente, além
de bainhas (31,6 %), plumulas (8,1 %) e mesocotilos (28,1 %).

Tabela 1. Porcentagem de Colletotrichum truncatum (A) e Macrophomina phaseolina
(B) recuperados a partir de oOrgdos sintomaticos de plantulas de feijdo-fava
emergidas apos inoculacdo das sementes submetidas a diferentes potenciais
hidricos. Teresina, 2016

(A) Tratamento Cotilédones Peciolo Caule Folha
T1* 0,0 1,0 18,0 18,1
T2 26,3 20,0 20,0 31,4
T3 48,1 30,0 15,0 40,0
T4 71,8 35,0 30,0 57,1
T5 86,1 35,0 60,0 74,2
T6 96,8 55,0 45,0 80,0
T7 78,5 75,0 45,0 94,2
Média (%) 58,2 35,8 33,2 56,4
(B)
T1 0,0 NA** 0,0 0,0
T2 62,5 NA 40,0 10,0
T3 100,0 NA 70,0 10,0
T4 90,0 NA 83,3 50,0
T5 84,6 NA 100,0 76,9
T6 100,0 NA 44,4 66,6
T7 100,0 NA 50,0 0,0
Média (%) 76,7 - 55,3 30,5

* T1. 0,0 MPa sem inéculo por 48 horas; T2. 0,0 MPa com indculo por 48 horas; T3. - 0,2
MPa por 48 horas; T4. -0,4 MPa por 48 horas; T5. -0,6 MPa por 72 horas; T6. - 0,8 MPa por
96 horas e T7. -1,0 MPa por 120 horas. ** (NA) - ndo avaliado.

Pelos resultados do teste de sanidade em meio BDA, para os dois patdogenos
avaliados, foi possivel observar que o inéculo de ambos penetrou nas sementes em
todos os binbmios (potencial hidrico / tempo), provocando infeccado (Figura 4).
Sementes inoculadas com C. truncatum, no T7, apresentaram a maior incidéncia
(52,5 %). Neste tratamento, porém, houve elevada incidéncia de sementes nao
germinadas, inviabilizando seu uso para a obtencdo de sementes infectadas pelo
patogeno. Pode-se observar que nos tratamentos T4 e T5 houve incidéncia fangica
de cerca de 38,7 %; soma-se a este resultado, o fato destes tratamentos terem
pouco prejudicado a germinacdo das sementes e a emergéncia das plantulas

(Figuras 1 e 2).
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Diferente disso, sementes de soja inoculadas com S. sclerotiorum por 24
horas de exposicdo em qualquer dos potenciais hidricos testados (-0,3, -0,6 e -0,9
MPa) nao tiveram sua germinacao afetada, sendo suficiente para se atingir niveis de
infeccdo satisfatorios, ndo restringindo o crescimento do fungo, nem tampouco a
viabilidade das sementes para armazenamento (REIS et al., 2014).

Sementes inoculadas com M. phaseolina apresentaram elevadas incidéncias,
alcancando 97,5 % no T7 (Figura 4). A menor incidéncia entre os tratamentos
inoculados foi de 66,7 % no T2. Nota-se que o0 menor tempo de inoculacéo utilizado

foi eficiente na inoculacdo de M. phaseolina em sementes de feijao-fava.
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Figura 4. Porcentagens de Colletotrichum truncatum e Macrophomina phaseolina em
sementes de feijdo-fava, detectados pelo teste de sanidade em meio batata-
dextrose-agar em diferentes tratamentos (potenciais hidricos e tempo de exposi¢éo).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey a 5 %. T1. 0,0 MPa sem inéculo por 48 horas; T2. 0,0 MPa com inéculo
por 48 horas; T3. - 0,2 MPa por 48 horas; T4. -0,4 MPa por 48 horas; T5. -0,6 MPa
por 72 horas; T6. - 0,8 MPa por 96 horas e T7. -1,0 MPa por 120 horas.

Constata-se que o uso da restricdo hidrica foi eficaz na obtencdo de
sementes de feijdo-fava infectadas com C. truncatum para conducado de pesquisas
gue necessitem de sementes infectadas, como em estudos de tratamento quimico
de sementes, epidemiologia, desenvolvimento de métodos de deteccdo de

patégenos. Entretanto, faz-se necessario o estabelecimento de tempos adequados,
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aparentemente inferiores a 48 horas de exposicdo a M. phaseolina, em razdo da

inviabilidade de sementes, quando exposta a periodos elevados.
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CONCLUSOES

Ha transmisséo de Colletotrichum truncatum e Macrophomina phaseolina da

semente para as plantulas de feijao-fava.

O pré-condicionamento osmotico foi eficaz na obtengcdo de sementes de
feijdo-fava infectadas com C. truncatum e M. phaseolina, entretanto a inoculacao de
sementes de feijdo-fava com M. phaseolina com periodos acima de 48 horas,

acarreta a morte das sementes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho encontrou resultados importantes sobre a populagao
fungica de sementes de feijao-fava, uma vez, que informacdes desta natureza, para
esta espécie sdo escassas. A partir disso poderao ser conduzidos experimentos que
visem o controle de fitopatdgenos transmitidos por sementes. O controle quimico de
sementes € uma possibilidade viavel, no entanto ainda ndo ha no mercado
defensivos quimicos registrados no MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento), destinados ao tratamento de sementes ou de plantas de feijao-fava.

A informacdo de que os fungos Colletotrichum truncatum e Macrophomina
phaseolina sdo transmitidos da semente para plantula € de suma importancia, ja que
ambos os patdégenos podem prejudicar a germinacdo da semente e o0
desenvolvimento vegetal, além de poderem ser introduzidos em areas de cultivo.
Estes resultados podem subsidiar novas pesquisas, como o estudo de medidas que
visem controlar o estabelecimento de indculo inicial, entender os mecanismos de
infecgao e de que forma ocorre a transmisséo, podendo garantir maior rendimento e

consequentemente menores perdas nas lavouras.

No entanto, sdo necessarios mais estudos para estabelecer tempos de
exposicdo das sementes mais adequados a incubacdo com M. phaseolina, uma vez
gue neste estudo o menor tempo utilizado - 48 horas - foi prejudicial, levando a

morte das sementes.
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Descricdo dos acessos de feijao-fava utilizados neste estudo, com seus respectivos
codigos, procedéncias e ano de obtencao. Teresina, 2016

N° Procedéncia Ano de Caracteristicas

Acesso obtencao

UFPI 880 Puxinana, PB 2015 Nome comum: fava mestica. Cor: bege com
manchas de cor vinho e regides mosqueadas
com a mesma cor. Formato: alongado.

UFPI 881 Matbes, MA 2015 Nome comum: boca-de-moca. Cor: bege com
manchas marrom e castanho proximas ao hilo.
Formato: achatado/alongado.

UFPI 883 Esperantina, PI 2014 Nome comum: fava branca. Cor: branca,
formato: achatado.

UFPI 884 Salitre, CE 2015 Nome comum: fava mosquito. Cor: bege e
vermelha, mosqueada com manchas por toda
sementes. Formato: achatado.

UFPI 885 Presidente Dutra, 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.

MA Formato: levemente arredondado.

UFPI 886 Novo Oriente, CE 2015 Nome comum: orelha de j6. Cor: branca com
manchas pretas. Formato: achatado.

UFPI1 888 Tiangua, CE 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

UFPI 889 Paraibano, MA 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

UFPI 890 Bocaina, PI 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

UFPI 891  Urugui, PI 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

UFPI1 892 Sé&o Gongalo, PI 2015 Nome comum: fava manteiga. Cor: marrom.
Formato: arredondado.

UFPI1 893 Sé&o Gongalo, PI 2015 Nome comum: boca-de-mocga. Cor: bege com
manchas marrom e castanho préximas ao hilo.
Formato: achatado/alongado.

UFPI 894 Esperantina, PI 2015 Nome comum: boca-de-mocga. Cor: bege com
manchas marrom e castanho proximas ao hilo.
Formato: achatado/alongado.

UFPI 895 José de Freitas, 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.

PI Formato: arredondado.

UFPI1 896 Crateus, CE 2015 Nome comum: fava mulatinha. Cor: marrom
claro. Formato: arredondado.

UFPI 897 Fagundes, PB 2015 Nome comum: fava eucalipto. Cor: bege.
Formato: levemente achatado.

UFPI1 898 Pocinhos, PB 2015 Nome comum: fava branca gratda. Cor: branca.
Formato: achatado.

UFPI1 899 Lagoa Seca, PB 2015 Nome comum: orelha de j6. Cor: branca com
manchas pretas. Formato: achatado.

UFPI1 900 Areias, PB 2015 Nome comum: fava roxa. Cor: roxa. Formato:
redondo.

UFPI 902 S&o Benedito, CE 2015 Nome comum: fava feijdo. Cor: bege clara com
manchas mosqueadas moderadamente de cor
vermelha em torno do hilo e no corpo da
semente. Formato: arredondado.

UFPI 903 Sé&o Benedito, CE 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

UFP1904 Paramb, CE 2015 Nome comum: fava branca. Cor: branca.



UFPI 905

UFPI 906

UFPI 907

UFPI 908

UFPI 910

UFPI 911
UFPI 912

UFPI 913

UFPI 914

UFPI 915

UFPI 916

UFPI 923

Pedra Branca, CE
Crateus, CE
Taud, CE

Pedra Branca, CE
Pedro Il, PI
Teresina, PI
Passagem

Franca, PI
Amarante, PI

Chapada Grande,
Pl

Miguel Alves, PI
Colinas, MA

Tanque, PI

2015

2015

2015

2015

2015

2015
2015

2015

2015

2015

2015

2015

Formato: achatado

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: levemente arredondada.

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

Nome comum: fava manteiga. Cor: marrom.
Formato: arredondado.

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: arredondado.

Nome comum: fava mesti¢ca vermelha.

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

Nome comum: boca-de-mocga. Cor: bege com
manchas marrom e castanho préximas ao hilo.
Formato: achatado/alongado.

Nome comum: boca-de-mocga. Cor: bege com
manchas marrom e castanho préximas ao hilo.
Formato: achatado/alongado.

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

Nome comum: fava branca. Cor: branca.
Formato: achatado.

Nome comum: boca-de-mocga. Cor: bege com
manchas marrom e castanho préximas ao hilo.
Formato: achatado/alongado.
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