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PATOSSISTEMA CAUPI X Macrophomina phaseolina:
METODO DE DETECCAO EM SEMENTES,
ESPORULACAO E CONTROLE DO PATOGENO

Autor: CANDIDO ATHAYDE SOBRINHO
Orientador: Prof. Dr. JOSE OTAVIO MACHADO MENTEN

RESUMO

Apesar da espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. ser bastante rustica e
estar adaptada as condigdes adversas de clima e solo brasileiros, seu
rendimento € muito baixo. Diversas causas tém sido levantadas para explicar
esse comportamento; entre elas destacam-se as doengas fungicas, sobretudo
aquelas cujos patdgenos sao transmitidos por sementes, em especial a
podriddo cinzenta do caule, causada por Macrophomina phaseolina (Tassi)
Goid. A abordagem analitica desse patossistema revelou alguns problemas
emergentes. Entre eles, destacam-se: a) desconhecimento da qualidade
sanitaria das sementes de caupi, utilizadas para semeadura; b) desunifomidade
na metodologia usada para detectar os patdgenos presentes nas semente; c)
dificuldade na esporulagdo do patdgeno, maxime de alguns isolados reticentes
em esporular em meios artificiais de cultivo, cujo comportamento dificulta os

trabalhos de selecdo de gendtipos resistentes; d) caréncia de medidas de
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controle do patdégeno, que empreguem praticas naturais, como uso de
sementes sadias, de indutores de resisténcia e de cultivares resistentes, de
facil uso e passivel de adogao por parte dos produtores. Na estruturagdo da
matriz I6gica do presente estudo, referidos problemas foram transformados em
objetivos. Os trabalhos foram conduzidos no Departamento de Entomologia,
Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ/USP, em Piracicaba-SP. Os
resultados indicaram o teste de sanidade de sementes de caupi empregando o
método do papel de filtro com restricdo hidrica utilizando NaCl a -0,8Mpa,
como o mais adequado para deteccédo dos fungos presentes nas sementes de
caupi, especialmente M. phaseolina. A analise sanitaria das amostras de
sementes originadas de varios estados brasileiros revelou que, em 62% das
amostras analisadas, o fungo M. phaseolina estava presente, sendo as
amostras originadas do estado da Paraiba, Piaui, Para e Bahia as que
apresentaram maiores niveis de incidéncia do patégeno. Os melhores niveis de
esporulagdo do patdégeno foram conseguidos com a combinagdo de
sobreposi¢cao de discos de folhas de trigo ao meio BDA, com temperatura de
25°C. Quanto a identificacdo de indutores de resisténcia, capazes de controlar
M. phaseolina, os resultados revelaram que o acibenzolar-S-metil (ASM) foi o
mais eficiente, quando comparado com quitosana e com um produto silicatado
derivado de rocha micronizada (PSiM), apresentando um controle residual por
mais de 40 dias apds a semeadura. A maior eficiéncia verificada pelo ASM
ocorreu devido a sua capacidade de ativar mecanismos bioquimicos de defesa,
configurando-se em efetivo ativador da resisténcia induzida nas plantas de
caupi, por atuar na cinética de importantes enzimas relacionadas a defesa,
como a fenilalanina amoénia-liase, peroxidase e quitinase. Quanto a reacao de
cultivares de caupi a doenga, foi possivel verificar razoavel nivel de resisténcia
de algumas cultivares, tendo sido consideradas resistentes Mulato, Guariba e

Marataua.



THE PATHOSYSTEM COWPEA X Macrophomina
phaseolina: DETECTION IN SEEDS, ESPORULATION
AND PATHOGEN CONTROL

Author: CANDIDO ATHAYDE SOBRINHO
Adviser: Prof. Dr. JOSE OTAVIO MACHADO MENTEN

SUMMARY

Notwithstanding the specie Vigna unguiculata (L.) Walp is sufficiently
rustic and adapted to the adverse conditions of the Brazilian soil and climate, its
improvement is very low. Many causes have been raised in order to explain
such behavior; among them the fungal diseases stand out, over all those whose
pathogens are transmitted by the seeds especially the charcoal rot disease
caused by Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. The analytical approach of
such pathosystem has revealed some emerging problems. Among them, it
stands out: a) the ignorance of the sanitary quality of the cowpea seeds used for
sowing; b) the non-uniformity in the used methodology in order to detect the
pathogens, which are present in the seed; c) the difficult in pathogen
sporulation, principally of some isolated reticent in forming spores in cultivation
artificial environments whose behavior hampers the selection works of the
resistant genotypes; d) lack of pathogen control measures, which utilize natural

practices, such as the use of healthy seeds, resistance inducers and resistant
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cultivars of easy utilization and liable to adoption by the producers. In structuring
the logical matrix of this study, such problems were transformed into objectives.
The works were conducted at the Entomology, Phytopathology and Agricultural
Zoology Departments of ESALQ/USP, in Piracicaba-SP. The results have
pointed out the sanity test of the cowpea seeds through the method of filter
paper with hydric restriction using NaCl — 0,8Mpa, as the most suitable for
detecting the current fungus in cowpea seeds, especially M. phaseolina. The
sanitary analysis of the seeds samples originated from several Brazilian states
has revealed that in 63% of the analyzed samples, the fungus M. phaseolina
was present, and the samples originated from the states of Paraiba, Piaui, Para
and Bahia were those that have presented higher incident levels of pathogen.
The best levels of sporulation were obtained with the combination of the
superposition of wheat leaves disks in the middle of BDA in 25°C. As to the
identification of the resistance inducers, capable of controling the M.
phaseolina, the results have revealed that the acinbezolar-S-methyl (ASM) was
more efficient when compared to chitosan and with a silicate product originated
from micronized rock (PsiM), presenting a residual control for more than 40
days after the sowing. The greatest efficiency ascertained by ASM has occurred
due to its capacity of activate the defense biochemistries mechanisms, forming
itself in an activator effect of the induced resistance in cowpea plants because it
acts in the kinetic of important enzymes related to the defense, such as the
phenylalanine ammonia-lyase, peroxidase and chitinase. As to the cowpea
cultivars reaction to the disease, it was possible to ascertain a reasonable
resistance level of some cultivars, and BR 14 Mulato, Guariba e Marataua were

considered as resistant.



1 INTRODUCAO

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), também conhecido como feijao-
de-corda, feijao-de-macassar (ou macagar) e feijao fradinho, € uma leguminosa
comestivel, dotada de alto teor protéico, elevada capacidade de fixar nitrogénio,
rustico e pouco exigente em fertilidade do solo (Miranda et al., 1984; Guazzelli,
1988), que se constitui na principal fonte de proteina para as populagbes
situadas nas areas mais pobres da regido Norte e Nordeste do Brasil.

A area cultivada com caupi no Brasil €, aproximadamente, 1 milhdo de
hectares, dos quais cerca de 900 mil (90%) estao situados na Regido Nordeste
do Brasil (Frota & Pereira, 2000). Desse total, menos de 0,5% é implantado a
partir de sementes fiscalizadas ou certificadas (Freire Filho1). Estima-se que o
Brasil contribui com 26% da produgdo mundial e 82% da produgdo do
continente americano (Araujo & Watt, 1988).

Em que pese o “negdcio caupi”’ render, anualmente, algo em torno de R$
250 milhdes (Freire Filho & Ribeiro, 2000), muito pouco se tem conseguido
para melhorar o desempenho da atividade. Isso pode ser verificado pelos
baixos rendimentos da cultura. De acordo com dados do Levantamento
Sistematico da Produgao Agricola (2002), o rendimento médio do caupi, para o
supracitado ano, foi de 332 kg/ha, muito abaixo do potencial produtivo da
cultura que é superior a 2.500 kg/ha (Cardoso et al.,1995; Freire Filho et al.,
1997; Cardoso, 2000).

' FREIRE FILHO, F.R. Comunicacéao pessoal, 2000.



As doencgas tém sido destacadas como uma das principais responsaveis
pelos baixos indices de desempenho da cultura (Araujo, 1988; Rios, 1988; Lima
& Santos, 1988; Ponte, 1996; Pio-Ribeiro & Assis Filho,1997). Entre elas,
destaca-se a podriddo cinzenta do caule, causada por Macrophomina
phaseolina (Tassi) Goid. que, nas condigdes do Nordeste brasileiro, representa
uma das mais importantes doengas fungicas (Araujo, 1985; Rodrigues et al.,
1997b; Athayde Sobrinho et al., 1998; Athayde Sobrinho et al., 2000), causando
morte de sementes e plantulas, cancro e lesdes cinzentas no caule, sobretudo
em condigbes de alta temperatura e deficiéncia hidrica (Pio-Ribeiro & Assis
Filho, 1997).

Uma caracteristica importante do fungo M. phaseolina € a dificuldade
que alguns isolados apresentam em esporularem abundantemente em meios
artificiais. Essa caracteristica tem dificultado os estudos relacionados a
patogenicidade e, consequentemente, a identificacdo de fontes de resisténcia,
em que a presenga de conidios viaveis € fundamental (Lutrell, 1946; Walker,
1965). O problema tem sido solucionado por meio da indugdo artificial da
esporulagado, gragas a adicdo, ao meio de crescimento, de extratos ou partes
de plantas hospedeiras (fragmentos de folhas, caules, raiz etc.) (Goth &
Ostazeski, 1965; Chidambaram & Mathur, 1975; Srinivasan et al., 1971;
Machado, 1980). Em que pese muitas tentativas terem dado resultado, outras
nao surtiram o efeito desejado (Dhingra & Sinclair, 1978), uma vez que alguns
isolados permanecem reticentes em esporularem. Isso tem demandado por
mais estudos relativos a fisiologia da reproduc¢ao do fungo.

Trabalhos enfatizando a transmissao, por sementes, de agentes causais
de importantes doencas em diversas espécies vegetais, estdo disponiveis em
quantidades relativamente altas (Barros, 1980; Araujo, 1985; Araujo & Rosseto,
1987; Menten & Bueno, 1987; Moraes & Soave, 1987; Porto, 1987; Tanaka,
1987; Tenente & Manso, 1987; Ponte, 1996). Todavia, a literatura relativa a
sanidade de sementes de caupi nas condicbes do Brasil, € escassa, e certa

énfase pode ser dada aos trabalhos de Bolkan et al., (1978), Barros (1980),



Barros & Menezes (1981), Oliveira (1981), Araujo (1985) e Choudhury (1987),
onde os autores destacaram a ocorréncia de diversos fungos em associagao
com a espeécie. Com efeito, a analise critica desses trabalhos demonstra
grande variagao na metodologia empregada na detecgao.

De acordo com Choudhury (1987), os procedimentos para deteccéo de
fungos, bactérias e virus em sementes de caupi ndo estdo padronizados, e esta
realidade, constitui-se em empecilho a uma melhor compreensao do estado
sanitario das sementes usadas pelos produtores.

Para o controle de doengas vegetais tem sido recomendado, em muitas
culturas, a utilizacdo de gendtipos resistentes e também o emprego de
fungicidas, cujo uso teve grande impulso, sobretudo na segunda metade do
século passado, quando os mesmos representaram uma das mais importantes
ferramentas da revolucéo verde.

Nao obstante a existéncia de fungicidas eficientes no controle de muitos
fungos que acometem também a cultura do caupi, seu uso é plenamente
limitado, em funcdo da inexisténcia de registro oficial desses produtos para
essa espeécie. Diante dessa realidade, torna-se da maior importancia o
desenvolvimento de produtos e de métodos alternativos de controle que sejam
eficazes e seguros ao agricultor e ao meio ambiente.

Para preencher tal lacuna, tem-se como opcéo viavel o controle das
doencas através da resisténcia induzida (Latunde-Dada & Lucas, 2001), além
do ja conhecido melhoramento genético para resisténcia, que tem possibilitado
o desenvolvimento de gendtipos resistentes aos principais patdogenos da cultura
(Rios, 1988; Ponte, 1996; Rodrigues et al.,1997b; Freire Filho et al., 1997).

No ambito da resisténcia induzida, estdo sendo utilizadas varias
substancias naturais e/ou sintéticas no controle de importantes agentes de
doencas em varios patossistemas (Moraes, 1998; Cavalcanti, 2000; Oliveira et
al., 2004). Dentre as sintéticas, destacam-se o acido salicilico (AS), o acido 2,6-
dicloroisonocotinico (INA) (Kessmann et al., 1994) e, especialmente o

acibenzolar-S-metil (ASM) (Kessmann & Ryals, 1996), cujo emprego comercial



tornou-se uma realidade em muitos paises (Gorlach et al., 1996).
Relativamente as moléculas naturais, maior énfase tem sido dada aquelas
derivadas de parede celular de patdégenos, como glucanas, quitina (e seus
derivados), glicoproteinas e peptideos (Hann, 1996). Um outro grupo de
substancias € representado pelo silicio, oriundo de rochas magmaticas, ou de
escorias de siderurgia, atualmente bastante estudado por sua capacidade de
controlar doengas de plantas (Cherif et al., 1992; Samuels et al., 1994) e de
promover resisténcia induzida (Pozza et al., 2004).

Estudos tém mostrado a eficiéncia da resisténcia induzida no controle de
patdégenos em varios patossistemas (Oliveira et al., 2004; Pozza et al., 2004).
Todavia, os trabalhos especificamente relacionados a cultura do caupi sao
bastante escassos, sendo o de Latunde-Dada & Lucas (2001), a Uunica
referéncia encontrada, em cujo teor é destacada a eficacia do ASM no controle
de Colletotrichum destructivum.

No que diz respeito ao desenvolvimento e uso de gendtipos resistentes
no manejo das doengas, Kimati & Bergamin Filho (1995) e Camargo & Bergami
Filho (1995) destacam o emprego de cultivares resistentes como uma das mais
importantes medidas de controle. Em muitas espécies de importancia
econdmica tém sido identificadas fontes de resisténcia ao fungo M. phaseolina,
a exemplo do verificado para o feijoeiro (Cardoso, 1994; Coelho Neto &
Dhingra, 1996; Perez, 1998; Maringoni & Lauretti, 1999; Mayek-Perez et al.,
2001).

Relativamente a cultura do caupi, os trabalhos relacionados as fontes de
resisténcia genética a M. phaseolina sdo escassos. Entretanto, vale destacar os
de Rodrigues et al. (1997a), bem como a citacdo de Pio-Ribeiro & Assis Filho
(1997), os quais enfatizam a existéncia de variabilidade no comportamento de
alguns gendtipos a podridao cinzenta do caule, com indicagao clara de fontes
de resisténcia ao patdgeno.

Assim, os objetivos deste trabalho foram: 1) definir metodologia para

deteccdo de fungos em sementes de caupi, com énfase a M. phaseolina; 2)



promover um levantamento da presencga de M. phaseolina em 119 amostras de
sementes de caupi, provenientes das regides Norte e Nordeste do Brasil; 3)
identificar condi¢des ideais de esporulagcéo de isolados do patégeno de dificil
esporulagcdo em meios artificiais; 4) avaliar a eficiéncia do uso, via semente, de
indutores de resisténcia no controle de M. phaseolina e 5) identificar fontes de
resisténcia genética ao patdbgeno em algumas cultivares de caupi, integrantes

da colecdo de germoplasma da Embrapa Meio-Norte.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A cultura do caupi

O caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp), também conhecido como feijao-
de-corda e feijao-de-macassar, feijao macacar e feijdo fradinho, representa
uma das mais importantes espécies cultivadas a fornecer proteina de boa
qualidade a uma expressiva parte da populagao brasileira, notadamente aquela
situada na Regiao Nordeste do pais.

Analisando-se o cenario da produgéo nesta Regido, dadas as frequentes
ocorréncias de insuficiéncia pluviais, o caupi, pelas suas caracteristicas de ciclo
curto e tolerancia a estresse hidrico, ocupa ainda especial relevancia na
composi¢cdo da renda familiar dos agricultores. Isto, em fungdo das menores
ocorréncias de perdas observadas e da ocupac¢ao de mao-de-obra em periodos
sazonais, como é o caso do cultivo em segunda safra, com o aproveitamento
de varzeas irrigaveis (Frota & Pereira, 2000)

De acordo com Freire Filho & Ribeiro (2000), a cadeia produtiva do caupi
gera, anualmente, algo em torno de R$ 250 milhdes, basicamente como
resultado de uma area cultivada de aproximadamente 1 milhdo de hectares,
dos quais cerca de 900 mil estdo situados no Nordeste brasileiro. (Frota &
Pereira, 2000).

O caupi € predominantemente cultivado como cultura de verao, estando
sua semeadura concentrada no inicio da estacdo chuvosa. Na Regiao
Nordeste, a semeadura ocorre, para cultivo de primeira safra, nos meses de

dezembro a margo. A semeadura de segunda safra tem maior ocorréncia no



Aperiodo de abril a agosto, concentrando 54,82% nos meses de maio e junho.
Relativamente ao tipo de cultivo predominante, e tomando como referéncia
regional a regido Meio-Norte cujas informagdes sdo mais detalhadas, percebe-
se que, na semeadura de primeira safra, 65,5% apresenta cultivo intercalado
com milho, enquanto que na segunda safra, o monocultivo predomina em 80%
das areas (Frota & Pereira, 2000).

Para Frota & Pereira (2000), a produgao de caupi €, em sua maioria,
conduzida por pequenos agricultores. Aproximadamente 62% dos produtores,
em cultivos de primeira safra, utilizam propriedades com menos de 10 ha.
Propriedades com areas entre 10 - 100 ha sao utilizadas somente por 31% dos
produtores. Considerando-se o cultivo em segunda safra, 99,3% dos
produtores que adotam esse sistema o fazem em propriedades menores que
10 ha.

Em que pese a disponibilidade de informagdées tecnoldgicas
relacionadas a muitos aspectos da exploragao da cultura, o uso de tecnologia é
muito baixo, o que se traduz em baixos indices de rendimento e de qualidade
do produto. Isso pode ser exemplificado pela baixa taxa de adocdo de
sementes melhoradas no sistema de produg¢do. De acordo com Freire Filho?,
menos de 0,5% da area plantada é feita empregando-se sementes melhoradas.

Desta forma, a realidade da cadeia produtiva da cultura poderia ser bem
mais alvissareira, ndo fosse o baixo rendimento obtido pelo atual sistema de
producdo. Conforme dados do Levantamento Sistematico da Produgéo Agricola
(2002), o rendimento medio da espécie, para o ano em analise, foi de 332
kg/ha, muito abaixo do potencial da cultura que é superior a 2.500 kg/ha
(Cardoso et al., 1995; Freire Filho et al., 1997; Cardoso et al., 2000).

As causas determinantes desse baixo rendimento s&o varias e vao
desde aquelas relacionadas com o perfil sécio-econdmico do produtor até
aquelas associadas ao modelo tecnolégico empregado. Todavia, as doengas

representam um peso significativo, constituindo-se em um dos principais

2 FREIRE FILHO, F.R.. Comunicagao pessoal, 2000.



fatores limitantes a expanséo dos rendimentos (Rios, 1985; Athayde Sobrinho
et al., 2000).

2.2 O patégeno Macrophomina phaseolina

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. tem sido descrito
taxonomicamente em varios outros géneros, entre os quais destacam-se
Rhizoctonia (R. bataticola), Sphaeronema (S. fimbriatum = Ceratocystis
fimbriata) e Sclerotium (S. bataticola). Provavelmente, essa variagdo tenha
ocorrido em fungdo de o fungo apresentar estadio esclerocial e picnidial bem
definidos. Por conta do tamanho dos esclerécios, modo de formacido dessas
estruturas, taxa de crescimento micelial e notabilidade da constricdo basal
tentaram-se criar as subspécies “typica’, “sesamica” e “intermedia’. Todavia,
em virtude de alta variabilidade e ampla gama de hospedeiros, tal
subespecializagao tem sido pouco aceita (Dhingra & Sinclair, 1978).

Conforme Dhingra & Sinclair (1978), o estadio picnidial do fungo foi
relatado antes da forma esclerocial. Assim, Tassi descreveu o fungo pela
primeira vez, denominando-o de Macrophoma phaseolina e Maublanc,
concomitantemente, denominou-o de Macrophoma phaseoli. Posteriormente, o
género Macrophoma foi revisado por Petrak que o tornou mais homogéneo,
tendo, também, redescrito o novo género Macrophomina para acomodar
espécies nao estromaticas. Por sua vez, Ashby relatou os estadios picnidial e
esclerocial, denominando o primeiro como Macrophomina phaseoli, sem ter
conhecimento de que Tassi havia feito a primeira descricdo do fungo. Por
ultimo, Goidanish redenominou-o como M. phaseolina, baseando-se na
descrigao anterior de Tassi. Atualmente, M. phaseolina € a nomenclatura valida
para o referido fungo.

Dessa forma, a espécie M. phaseolina esta ordenada na Subdivisao
Deuteromycotina e a Familia Sphaeropsidaceae (Sutton 1980; Menezes &

Oliveira 1993), sendo a unica espécie representante do género Macrophomina.



De natureza polifaga e cosmopolita, a espécie M. phaseolina, através de
sua agao patogénica, tem sido verificada sobre inUmeras espécies de plantas
cultivadas, entre as quais destacam-se: milho (Zea mays L.), soja [Glycine max
(L.) Merril], gergelim (Sesamum indicum L.), amendoim (Arachis hypogea L.),
feijao (Phaseolus vulgaris L.), caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], entre outras
(Machado, 1980; Sinhg et al.,1990; Mihail, 1992). Para quase todas essas
espécies, o fungo é eficientemente transmitido por sementes (Andrus , 1938;
Toledo & Marcos Filho 1977; Dinghra & Sinclair, 1978; Barros, 1980; Mohan et
al., 1983; Oliveira, 1984; Santos et al.,1984).

Neste contexto, vale destacar que diversas espécies transmitidas por
sementes, quando isoladas e cultivadas artificialmente, perdem, com
freqUéncia, a capacidade de esporulagédo (Srinivasan et al.,1971). Por outro
lado, a presencga de conidios viaveis é fundamental para possibilitar estudos
inerentes aos diversos aspectos relacionados com a patogenicidade (Lutrell,
1946; Walker, 1965), bem como identificar e desenvolver fontes de resisténcia
a doenca por ele provocada.

Muitos isolados de M. phaseolina sao de dificil esporulagdo e varios
pesquisadores tém se utilizado de recursos alternativos, visando dirimir o
problema, a exemplo do uso de extratos ou partes de plantas hospedeiras
(fragmentos de folhas, caules, raiz etc.) adicionados ao meio de cultura
(Ostazeski, 1964; Goth e Ostazeski, 1965; Chidambaram & Mathur, 1975;
Srinivasan et al., 1971; Machado, 1980). Em que pese muitas tentativas terem
dado resultado, outras n&o surtiram o efeito desejado (Dhingra & Sinclair,
1978).

Athayde Sobrinho et al. (2003), trabalhando com isolados de M.
phaseolina, destacaram a dificuldade em inocular as plantas de caupi com o
patdgeno, devido a auséncia de produgao de conidios em cultivos artificiais.

Para a obtencdo abundante de conidios de M. phaseolina € muito
importante levar em consideragdo os fatores ambientais interferentes neste

processo.
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Chidambaram & Mathur (1975) destacaram que o substrato de
crescimento, o fotoperiodo e a qualidade da luz constituem fatores decisivos no
processo reprodutivo de M. phaseolina. O fator luz foi considerado por Dhar et
al. (1991) e Machado (1980) como um dos mais importantes fatores da

esporulacao.

2.3 A podridao cinzenta do caule do caupi

A podridao cinzenta do caule foi observada, pela primeira vez no Brasil,
em 1935, em feijdo comum, no municipio de Campinas-SP, por Bittancourt
(Coelho Neto, 1994).

Trata-se de uma doenca de caule e raiz, comumente encontrada em
muitos paises da América e Africa, causando severos prejuizos (Abawi &
Pastor-Corrales, 1990).

O agente causal da podridao cinzenta do caule é o fungo M. phaseolina
que apresenta uma ampla gama de plantas hospedeiras e vasta distribuigcao
geografica (Machado, 1980; Sinhg et al.,1990; Mihail, 1992;)

Nas condicbes do Brasil, a doenca esta presente em todas as areas
produtoras (Rios, 1988; Ponte, 1996; Pio-Ribeiro & Assis Filho, 1997; Athayde
Sobrinho et al., 1998; Athayde Sobrinho et al., 2000) e, conforme Magalhaes et
al. (1982) e Pio-Ribeiro & Assis Filho (1997) torna-se mais severa quando as
condi¢cdes ambientes mostram-se secas e com temperaturas elevadas.

De acordo com Ponte (1996) e Rodrigues et al. (1997a), a infecgao por
M. phaseolina em caupi ocorre em diversas fases de crescimento da planta.
Nas plantulas, os sintomas sdo observados nos cotilédones, podendo causar,
também, tombamento de pré e pods-emergéncia. Dingra & Sinclair (1978)
observaram, na planta adulta, presenca de lesdes necréticas na regiao do colo,
amarelecimento, murcha, desfolhamento prematuro e morte da planta.

Ponte (1996) e Athayde Sobrinho et al. (2000) destacaram, para as
condi¢cdes do Nordeste brasileiro, que a doenga se manifesta, inicialmente no



11

colo, atingindo, posteriormente a raiz pivotante, as partes superiores do caule e
ramos primarios, onde sao observadas lesbes acinzentadas, difusas, de
aspecto umido, que evoluem para intensa podridao dos tecidos. Associado a
desestruturacdo dos tecidos, sobrevém um amarelecimento generalizado,
murcha, seca e morte das plantas. Tais expressdes sintomatoldgicas s&o
verificadas quando n&o ocorre morte de sementes, nem tombamento de pré-
emergéncia, o que também é bastante comum. Com isso, na dependéncia da
cultivar utilizada, observa-se significativa redugao da populagao ideal de plantas
(50.000 a 90.000 plantas/ha), com reflexos diretos no rendimento da cultura
(Cardoso et al., 2000).

2.4 Fungos em sementes de caupi com énfase a M. phaseolina

Muitos fungos estdo associados as sementes interna e/ou externamente
e, na maioria das vezes, contribuem para um baixo poder germinativo das
mesmas (Barros, 1981; Machado, 1987). A associagao patdégeno-semente
constitui séria ameacga para a agricultura, porquanto, a semente portadora,
funcionando como fonte de indculo, garante a sobrevivéncia temporal e a
disseminagao espacial de patogenos. Através delas, os agentes de doencgas
podem ser introduzidos em areas isentas de ocorréncia fitossanitaria (Vechiato
et al., 1997).

Sackston (1969) isolou Sclerotium bataticola (=M. phaseolina) de
sementes de caupi, apos desinfestacdo das sementes, demonstrando desse
modo, que as mesmas transportavam o patogeno internamente.

Onesirosan (1975) identificou a presenca de Rizoctonia solani que se
mostrou patogénico, postulando que as sementes infectadas constituiam-se
importante fonte de in6culo no campo.

Williams (1975) destacou a transmissdo de Cercopora spp. através de
sementes de caupi, nas condigdes da Nigéria. Relativamente a esse mesmo

fungo, Menten (1982), analisando a flora fungica de sementes de caupi,
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originarias do Estado do Para, encontrou uma percentagem de apenas de 0,4
% de sementes infectadas com o patdgeno.

Bolkan et al. (1978) detectaram, em 43 variedades de feijdo comum e
feijao caupi, um total de 25 géneros de fungos pertencentes a diferentes
classes, enfatizando, ainda, que Fusarium spp, Aspergillus spp, Penicillium spp,
Alternaria alternata, M. phaseolina, R. solani e Phomopsis sojae como os
microrganismos mais frequentemente detectados.

Barros (1980) e Barros & Menezes (1981), estudando 23 variedades de
caupi nas condi¢cdes do estado de Pernambuco, identificaram a presenga de 32
fungos em associagdo com as sementes dessas variedades, observando
significativa variagdo no padré&o sanitario.

Oliveira (1981), analisando amostras de sementes de 18 cultivares de
caupi, colhidas em varios Estados do Brasil, identificou um total de 17 géneros
de fungos pertencentes as classes dos Deuteromicetos, Ascomicetos e
oomicetos, entre os quais destaca como patogénicos os percentes as espécies
M. phaseolina, Phomopsis sojae e F. oxysporum.

Richardson (1983) registrou a presenca de diversos patdégenos em
associacdo as sementes de V. unguiculata, onde cita a ocorréncia de varios
géneros fungicos de importéncia para a cultura, por serem responsaveis por
doencas de importancia econdmica em condigdes de campo.

Araujo (1985) destacou que cerca de 70 espécies de fungos ja foram
assinaladas no Brasil, em diversos Estados. Para o autor, algumas delas sao
transmitidas pelas sementes e tiveram sua patogenicidade comprovada, a
exemplo de Curvularia lunata, Fusarium semitectum, Colletotrichum
lindemuthianum, F. oxysporium f.sp. phaseoli, Colletotrichum dematium, M.
phaseolina e Phoma sojae.

Choudhury (1987) listou os microorganismos transmitidos através de
sementes de caupi nas condi¢gdes do Brasil. Para o autor, os mais importantes

sdo: R. solani, M. phaseolina, Fusarium solani f.sp. phaseoli, F. oxysporum f.
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sp. tracheiphilum, Pseudocercospora cruenta, C. lindemuthianum e
Sphaceloma sp.

Nakawura et al. (1997), trabalhando com 56 amostras de sementes de
caupi, nas condicbes de Uganda, Africa, observaram a presenca de 12
espécies diferentes de fungos associadas as sementes. Os autores destacam
as especies F. semitectum, Hainesia lytri, Phoma sp., Phomopsis sp. e M.
phaseolina como as mais frequentes.

Smith et al. (1999) descreveram, nas condigbes da Africa do Sul, a
presencga de C. dematium infectando, em taxas que variaram de 1,75 % a 7,5%
sementes de diversas cultivares de caupi, indicando que a germinagao foi
significativamente afetada pela presenga do patdgeno.

Athayde Sobrinho et al. (1998) observaram incidéncia de 45-95% de M.
phaseolina em sementes de caupi, considerando a cultivar e o nivel de infecgéo
das plantas, em condicdes de campo.

Nas condi¢des do Egito, Abdelmonem (2000) destacou a presenga de M.
phaseolina em associagao com as sementes de caupi, em um contexto onde os
patdogenos de sementes estdo entre os principais responsaveis pelas perdas de

producéo.

2.5 Métodos de deteccdo de fungos em sementes

Para detecgcdo de fungos, diversos trabalhos, mostrando alguns
métodos, tém sido publicados. Neergaard (1979), por exemplo, no caso de
sementes de feijdo, recomenda, para detecgao de C. lindemuthianum, o teste
do papel de filtro e teste de plantula. Para Corynespora. cassiicola e M.
phaseolina, o teste do papel de filtro e agar; para Isariopsis sp., papel de filtro.

Lagerberg et al. (1996) utilizaram, para detec¢cado de Septoria nodorum
em sementes trigo, método ELISA. Os autores demonstraram que esse método

€ perfeitamente exequivel, quando comparado com o teste do papel de filtro.
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Lee & Chung (1995), empregando o método de agar-agua e incubando
sementes por dez dias a 20-25°C, com fotofase de 12 horas claro/escuro,
obtiveram resultados significativos na deteccdo de C. gloeosporioides em
sementes de pimentao.

Wu & Chen (1999) propéem um novo meio semi-seletivo para detecgéo
de Alternaria brassicicola em sementes de cruciferas, cuja adequagao tem sido
confirmada em diversos laboratérios, em diferentes paises.

Relativamente a cultura do caupi, tem-se observado uma significativa
desuniformidade de metodologias usadas (Araujo, 1985; Choudhrury, 1987).
Assim, Bolkan et al. (1978) empregaram meio BDA, com pré-tratamento das
sementes. Tal procedimento foi adotado, também, nos trabalhos realizados por
Batista (1981) e Batista (1982). Choudhury (1982) ndo empregou pré-
tratamento, mas usou luz negra, alternada com escuro total, temperatura de 25-
28 °C, em um periodo de incubagao de sete dias. Oliveira (1981) e Oliveira &
Bolkan (1981) empregaram meio BDA + estreptomicina e BDA + fungicida.
Oliveira & Bolkan (1982) fizeram pré-tratamento e utilizaram um periodo de
incubagdo de cinco dias. Barros (1980) e Barros & Menezes (1981)
empregaram o método do agar, conjugado com a utilizagdo de diferentes
condi¢cdes de luminosidade, realizando pré-tratamento de sementes e periodo
de incubacao de oito dias. Nestas condigdes, observaram efeito aditivo da luz
na deteccdo de patdogenos em sementes de caupi. Araujo et al.(1983)
empregaram papel de filtro e desinfec¢ao superficial das sementes, luz natural,
temperatura de 22 + 2 °C e periodo de incubagao de oito dias.

Nos testes de sanidade de sementes pelo método do papel de filtro, a
rapida germinacdo dificulta a identificagdo dos microrganismos, afetando a
qualidade da analise (Machado, 1988).

Para resolver esse problema tém sido utilizados alguns recursos, os
quais visam inibir o processo germinativo ou bloquear o crescimento das
plantulas. Entre eles, destaca-se o congelamento das sementes, em que elas,

apos um periodo de incubacio de 24 horas em camara a 22° C, sao colocadas
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em “freezer” por 24 horas. Essa técnica apresenta inconveniente de requerer
um maior manuseio das sementes, além de induzir o crescimento de
organismos saprofitas que reduzem a qualidade da avaliagdo (Limonard, 1968)

Um outro recurso bastante empregado, notadamente para sementes de
leguminosas, consiste no uso do herbicida 2,4-D, aplicado na agua de
embebicdo do papel de filtro. Este produto age promovendo a morte do
embrido emergente. Nesse caso, o uso do herbicida também traz o
inconveniente de risco para o homem e para o meio ambiente.

Visando contornar esses inconvenientes, tem sido utilizada, com
sucesso, a restricdo hidrica, uma vez que este recurso também inibe a
germinagdo, sem afetar o desenvolvimento dos fungos associados as
sementes (Carvalho 1999). Esta técnica tem, como principio basico, o emprego
de baixos potenciais hidricos presentes no liquido usado na embebicdo das
sementes. Tais potenciais sdo normalmente conseguidos através da adi¢gao de
solutos que atuam reduzindo os niveis de absor¢do de agua, bloqueando, por
conseguinte os eventos requeridos pela germinagcao (Bansal et al., 1980).
Exemplo disso tem sido o emprego de solutos iénicos tais como NaCl, KCl e
KNO3;, e n&o ibnicos como manitol e polietilieno glicol, no controle da
germinacdo de sementes para varias espécies cultivadas (Guimaraes, 1991,
Braccini, 1996; Camargo, 1998).

Nesta perspectiva, analisando os beneficios que o método pode trazer
para a rotina nos laboratérios de patologia de sementes, verifica-se que, no
ambito da analise das sementes de caupi, tal metodologia ndo foi ainda
avaliada, haja vista seu emprego, com sucesso, nos testes de sanidade de

sementes de outras espécies (Coutinho, 2000; Coutinho et al., 2001).

2.6 Controle da podridao cinzenta do caule

Para o controle de M. phaseolina, em outros patossistemas, tem sido

recomendada a utilizagdo de algumas medidas de controle. De uma maneira
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geral, essas medidas podem ser direcionadas ao ambiente (evasdo e
regulagdo), ao patdégeno (evasdo, exclusdo e erradicagdo) e ao hospedeiro
(terapia, protecdo e imunizacgao) (Kimati & Bergamim Filho, 1995). Dentre elas,
as que tém sido mais frequentemente usadas sdo os fungicidas (Souza &
Dutra, 2003) e também a utilizacdo de gendtipos resistentes (Lopes & Kimati,
1988a; Lopes & Kimati, 1988b; De & Kaiser, 1991; Aires, et al., 1994; Maringoni
& Lauretti, 1999).

Em que pese existéncia de fungicidas eficientes no controle de M.
phaseolina em outros patossistemas (Bianchini, et al., 1997; Almeida et al.,
1997) sua aplicagédo na cultura do caupi esta descartada devido a auséncia de
principio ativo registrado para essa espécie. Para preencher tal lacuna, tem-se
como opcao viavel o controle das doencgas através da resisténcia induzida
(Latunde-Dada & Lucas, 2001), além do ja conhecido melhoramento genético

para resisténcia a doenca.

2.6.1 Resisténcia induzida

As plantas possuem um sistema de defesa ativa, o qual, normalmente,
se expressa na forma de resisténcia induzida aos fitopatogenos e animais
fitofagos. Tal fenbmeno foi de grande importancia estratégica para o
estabelecimento da vida vegetal na superficie continental do planeta. Conforme
Moraes (1998), os vegetais, por possuirem um estilo de vida sedentario e
extensas estruturas aéreas e subterrdneas expostas ao rigor do ambiente,
tornam-se extremamente vulneravis a agao de microrganismos patogénicos,
para os quais, literalmente, ndo tém mecanismos de fuga e escape. Assim, se
0s vegetais venceram essa luta e se estabeleceram, ocupando extensas areas,
isso se deu gragas a uma combinagdo de respostas de defesa constitutiva
(passiva) e induzida, apds acao desafiadora do ambiente (Lindsay et al., 1993).

O fendmeno da resisténcia induzida vem, ha algum tempo, sendo objeto

de investigagao (Sticher et al., 1997; Metraux, 2001). Todavia, ganhou “status”
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préprio, se firmando como uma importante linha de pesquisa no ambito da
fisiologia e bioquimica do parasitismo, a partir da década de 1960, quando se
verificou, em plantas de fumo pré-inoculadas com Virus do Mosaico do Fumo,
uma eficiente protecdo contra outros virus posteriormente inoculados (Ross,
1961). Com base nestas observacgdes surgiu o termo resisténcia sistémica
adquirida (RSA) (Metraux, 2001). A partir de entdo, este termo tem sido
empregado para designar reagdes sistémicas de defesa induzida, em resposta
a acao desafiadora de fatores ambientais (radiagdo ultravioleta, altas
temperaturas etc.), substancias quimicas e microrganismos patogénicos (Ryals
et al., 1996).

Com a continuidade dos estudos, observou-se que certos
microrganismos nao patogénicos, a exemplo das bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP), também eram capazes de induzir um tipo de
resisténcia sistémica, cujos mecanismos bioquimicos pareciam distintos
daqueles desencadeados pela RSA, do que resultou, por conta disto, a
definicdo do termo resisténcia sistémica induzida (RSI) (Pieterse & van Loon,
1999).

Nao obstante as diferengcas existentes em algumas vias metabdlicas
envolvidas com os referidos mecanismos, ha uma tendéncia de se empregar os
termos RSA e RSI como sinénimos (Metraux, 2001). Tal fato tem sido
fortalecido em fungdo do conhecimento recentemente adquirido, de que existe
convergéncia das rotas metabdlicas responsaveis pela expressao das
respostas de defesa advindas dos dois fendbmenos (Pieterse et al., 1998).
Dessa forma, tem-se observada a opcao pelo termo “resisténcia induzida” para
designar ambos processos de resposta de defesa vegetal (Metraux, 2001).

Do ponto de vista pratico, o fenbmeno da resisténcia induzida é
tangibilizado pelas alteragbes morfolégicas e funcionais, verificadas em nivel
celular e histologico, que se contrapbéem a agao patogénica, do que resulta a
diminuicdo dos sintomas dela resultantes. Para tanto, estdo envolvidos

mecanismos relacionados a formacao de barreiras estruturais e, sobretudo,
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sintese de compostos de agdo antimicrobiana, sendo a lignificagdo uma das
mais importantes respostas ativas de defesa da planta (Oliveira et al., 2004). A
lignificagédo representa o produto do acumulo de lignina nas estruturas vegetais
como parede celular, parede de vasos e nos espacgos intercelulares. Sua
biossintese ocorre na via metabdlica dos fenilpropandides, na qual a
fenilalanina amoénia-liase (FAL) é uma enzima-chave para o inicio, e a
peroxidase para o fechamento do processo (Buchanan et al., 2000).

Além da lignificagdo, outros processos resultantes da ativagao de outras
rotas metabodlicas concorrem para ampliar o arsenal de defesa estrutural. Entre
eles destacam-se a suberificacdo, formacao de halos e papilas, além da
deposicdo de outros compostos dentro e fora da parede celular como
extensinas (glicoproteinas ricas em hidroxiprolinas), liganas, caloses, ceras,
cutina, fendis monomeéricos e poliméricos, entre outros (Pascolati & Leite, 1995;
Vidhyasekaran, 1997; Punja, 2001). Vale destacar, ainda, que muitos
compostos precursores da lignina apresentam significativa atividade antifungica
que contribui, ativamente, com a defesa (Nicholson & Hammerschimidt, 1992,
Hammerschimidt, 1999).

No ambito das reacbes de respostas bioquimicas de defesa ativa,
diferentemente do que € verificado com a defesa estrutural, que atua
dificultando ou impedindo fisicamente a penetragao/colonizagdo do patdgeno,
tem-se como destaque vias metabdlicas envolvidas com a sintese de proteinas
relacionadas com a patogénese (proteinas-RP), fitoalexinas, inibidores de
proteases e lecitinas (Sticher et al., 1997). Entre as proteinas-RP destacam-se
a B-1,3-glucanase e quitinase, dotadas da capacidade de degradar a parede
celular de fungos e bactérias.

O fenbmeno da resisténcia induzida tem sido demonstrado em muitas
espécies de plantas (Morris et al., 1998), onde varios estudos tém revelado a
expressdo de respostas de defesa contra varios e importantes agentes de
doenca vegetal, tais como virus, fungos, bactérias e nematdides, cujos

diferentes mecanismos tém sido estimulados por varias substancias
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(Kessmann et al., 1994; Kesmann & Ryals., 1996; Gorlach et al., 1996; Pieterse
et al., 1998; Sakamoto et al.,, 1999;). Especificamente relacionado com a
cultura do caupi, tem-se verificado a existéncia de poucos trabalhos. Entre eles
vale destacar o de Latunde-Dada & Lucas (2001), onde os autores
demonstraram a eficiéncia da resisténcia induzida no controle de Colletotrichum
destructivum.

A resisténcia induzida pode ser desencadeada pela aplicagcdo de
substancias naturais e/ou sintéticas, além, como ja foi afirmado, por
microrganismos inativados e/ou por suas partes (Cavalcanti, 2000). Os
indutores naturais normalmente s&o constituidos por moléculas de
oligossacarideos constituintes da parede celular de patégenos como glucanas,
derivados de quitina, glicoproteinas e, ainda, polissacarideos da parede celular
vegetal (Hann, 1996). Dentre as substancias sintéticas, destaca-se o acido
salicilico e seus derivados, como o acibenzolar-S-methyl (ASM) e o acido 2,6-
dicloroisonicotinico (INA), entre os mais estudados. Outras moléculas tém se
destacado, também, por sua capacidade de induzir resisténcia, a exemplo do
etefon, uma substancia que libera etileno (Ye et al., 1992), acido jasménico e
acido B-aminobutirico (Cohen et al., 1994; Cohen, 2002), silicio (Menzies et al.,
1991; Cherif et al., 1992; Vidhyasekaran, 1997), fosfatos (Gottstein & Kuc,

1989) e diversos sais inorganicos (Yoshikawa et al., 1993).

2.6.2 Controle genético de M. phaseolina

O uso de cultivares resistentes constitui uma das mais importantes
medidas a serem incorporadas ao manejo das doengas, visto que, uma vez
adquiridas as cultivares resistentes, a utilizacdo das mesmas para o controle de
doencas é sempre a medida mais econdmica, por ndo acarretar significativo
aumento dos custos de producdo e também por ser compativel com outros
métodos de controle (Kimati & Bergamin Filho, 1995; Camargo & Bergamin
Filho, 1995).
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Para muitas espécies cultivadas tém sido identificadas fontes de
resisténcia ao fungo M. phaseolina. Zimmer & Hoes (1978) citam que o melhor
controle da podridao cinzenta do caule € a utilizacado de cultivares que possuam
genes para resisténcia a M. phaseolina.

Malavolta Junior et al. (1982), estudando o comportamento varietal de
feijao, verificaram que a variedade Chumbinho Opaco apresentou maior grau
de resisténcia ao fungo que as demais variedades avaliadas.

Issa (1985), avaliando o grau de resisténcia ao agente da podridao
cinzenta do caule em cultivares de feijoeiro utilizadas comercialmente no
Estado de Sao Paulo, relatou que a cultivar Moruna 80 apresentou alto nivel de
resisténcia.

Echavez-Badel & Beaver (1987) estudaram a resisténcia e
susceptibilidade de 40 gendtipos de feijoeiro, sob condicbes de campo, e
verificaram que o gendtipo 8437-22 apresentou alta resisténcia a doencga.

Pastor-Corrales & Abawi (1988), estudando a reagdo de 53 acessos de
Phaseolus vulgaris a M. phaseolina, em condi¢bes de casa de vegetacao e
campo, verificaram existéncia de cultivares altamente resistentes.

Panizzi (1988), avaliando a reagdo de cultivares de feijoeiro a M.
phaseolina através de inoculagdes artificiais, verificou que o comportamento
das plantas variou desde o resistente ao altamente susceptivel, citando as
cultivares Aeté, Moruna-80 e Negrito como resistentes.

Aires et al. (1994), ao avaliarem a reacao de 35 genotipos de feijoeiro a
19 isolados de M. phaseolina, destacaram que os gendtipos BAT 85, BAT
1293, BAT 1385, entre outros, apresentaram indices baixos de doenca, quando
avaliados aos 15 dias apdés a inoculagéo.

Coelho Neto & Dhingra (1996), através da reagao de 30 gendtipos de
feijoeiro a M. phaseolina, verificaram que a podriddo cinzenta de pré-
emergéncia foi determinada 12 dias apdés a semeadura e inoculagdo, pela
contagem de plantulas emergidas. Pelo emprego da técnica de solo-indculo,

identificaram-se as cultivares San Cristobal e EMP-86 como resistentes.



21

Estudos relacionados a herangca da resisténcia de feijoeiro a M.
phaseolina indicam que esta é determinada por dois genes complementares
dominantes, indicando que a referida resisténcia tem uma base genética
relativamente simples (Olaya & Abawi, 1996), sendo que a transferéncia destes
genes para cultivares comerciais pode ser realizada por meio de métodos
tradicionais de melhoramento.

Perez (1998), estudando a especializagdo patogénica de varios isolados
de M. phaseolina e avaliando a reagao de 40 gendtipos de feijoeiro a podridao
cinzenta do caule demonstrou que as cultivares Rio Tibagi e Milionario
comportaram-se como as mais resistentes ao patdgeno, e sugeriu 0 uso
desses gendtipos em programas de melhoramento genético.

Maringoni & Lauretti (1999), estudando a reagéo de feijoeiro a diversos
patdgenos, inclusive M. phaseolina , destacaram o genétipo Pl 197687 como o
mais resistente, dentre 13 gendtipos testados.

Mayek-Perez et al. (2001), trabalhando em condigbes de campo,
identificaram ampla variagdo na reagado de gendtipos de feijdo comum ao
agente da podriddo cinzenta do caule. Os autores detectaram gendtipos com
niveis aceitaveis de resisténcia, entre os quais destacaram BAT 477, SEQ 12,
Negro Tacana, Negro Perla, entre outros.

Em outros patossistemas também tem sido identificada variabilidade na
reacdo de varios hospedeiros ao patégeno. Dessa forma, Lopes & Kimati
(1988a) e Lopes & Kimati (1988b) avaliaram e identificaram fontes de
resisténcia em girassol a podriddo negra da raiz, mostrando que o gendétipo DK
170 comportou-se como o mais resistente. De & Kaiser (1991), por outro lado,
mostraram a existéncia de gendtipos de juta (Corchorus olitorius) resistentes e
susceptiveis ao patogeno.

Trabalhos relacionados a existéncia de fontes de resisténcia em caupi a
M phaseolina, sdo escassos. As duas unicas referéncias encontradas na
literaura consultada, sdo os trabalhos de Rodrigues et al (1997a), em que foram
identificados como resistentes os gendtipos EPACE 10, L-198.002, L-288.004,
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L-190.004 e CNCx-377, em um estudo em que foi avaliada reacdo de 18
gendtipos de caupi ao agente da podridao cinzenta do caule e de Pio-Ribeiro &
Assis Filho (1997), que citam o gendtipo “Iron” como fonte de resisténcia ao

patégeno.



3 EMPREGO DA RESTRICAO HIDRICA EM TESTES DE SANIDADE DE
SEMENTES DE CAUPI (Vigha unguiculata (L.) Walp.)

Resumo

Nos testes de sanidade de sementes de caupi, empregando-se o método
do papel de filtro, a rapida germinagao dificulta a identificagdo dos fungos,
afetando a qualidade da analise. A técnica do congelamento, usada para inibir
ou retardar a germinagao das sementes e reduzir o comprimento das plantulas,
apresenta o inconveniente de exigir a manutencdo das sementes em “freezer”
por 24 horas, além de induzir o crescimento de bactérias e leveduras saprofitas
que reduzem a qualidade da avaliagdo. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
efeito da restricdo hidrica como agente de inibicdo ou de retardamento da
germinagado das sementes, bem como na detec¢cdo de fungos presentes nas
sementes e plantulas, em substituicdo ao método do congelamento. Avaliaram-
se também, por meio de raios-X, as possiveis alteragdes morfoldgicas
verificadas nas sementes submetidas aos tratamentos. Foram comparados os
solutos manitol, NaCl e KCI, em solu¢gdées com -0,4, -0,6, -0,8 e -0,9 MPa de
potencial hidrico, usadas para hidratar o papel de filtro utilizado no teste. A
maioria dos solutos e potenciais testados reduziu a germinagdo das sementes
de caupi de 79,3 % (testemunha) e 20 % (com congelamento), para menos de
2,5%, exceto KCI, que apresentou percentagem de germinagao de 11,7 %, 13,0
% e 14,4 %, para os potenciais de -0,6, -0,8 e -0,9 MPa, respectivamente. NaCl
a -0,6, -0,8 e -0,9 Mpa e manitol inibiram complemente a germinagdo. A

incidéncia dos fungos foi pouco afetada pelo emprego dos restritores, exceto a
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de Aspergillus spp., no tratamento com KCI, que teve sua incidéncia reduzida.
Nao foram verificadas alteragbes morfologicas internas nas sementes que

permitisse discriminar efeito entre os tratamentos.

Use of hidric restriction in the cowpea seed health test

Summary

In the seed health test of cowpea, being used the blotter test, the fast
germination hinders the identification of fungi, affecting the quality of the
analysis. The deep freezing method prevents the germination of seeds, but
presents the disadvantages of maintenance of seeds in freezer during 24 hours
and growth of bacteria and yeasts that reduce the quality of the evaluation. The
objective of the present investigation was to study the effect of hidric restriction
as agent of inhibition or delay of the seed germination, as well as in the
detection of seed-borne fungi instaed of the deep freezing method. The
radiological differences hoppened in the seeds submited to the treatments was
also evaluated. Were evaluated the solutes sodium chloride (NaCl), potassium
chloride (KCI) and manitol, incorporated on the water for seed imbibition. This
solute were used in the solutions at the —0.4, -0.6, -0,8 and —0.9 MPa of hidric
potential. The majority of the solutes and potentials tested reduced the
germination of the seeds of cowpea of 79% (H20) and 20% (freezing), for less
than 3%, except KCI, that presented percentage of germination of 12%, 13%
and 14%, for the potentials of —0.6, -0.8 and —0.9 MPa, respectively. NaCl at the
-0.6, -0.8 and -0.9 MPa and manitol had inhibited the germination of seeds.
The seed-borne fungi incidence was little affected by restrictors, except the one
of Aspergillus spp. in the KCL treatment that had its incidence reduced.
Radiological alterations had not been verified significant the allowed to
discriminate effect between the treatments.

3.1 Introducéao
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O feijao caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] é uma das mais importantes
culturas anuais de varias regides tropicais e sub-tropicais, especialmente em
muitos paises da Africa, Brasil e india, sendo uma das principais fontes de
proteina de boa qualidade e suprimento de energia para as populagbes mais
pobres do mundo (Araujo & Watt, 1988).

Estima-se que o Brasil contribui com 26% da producdo mundial e 82%
da producao do continente americano (Araujo & Watt, 1988). A area cultivada
com caupi no pais € de aproximadamente 1 milhdo de hectares, dos quais
cerca de 900.000 ha (90%) estao situados na Regido Nordeste do Brasil (Frota
& Pereira, 2000), cuja cadeia produtiva gera, anualmente, 250 milhdes de reais
e responde por quase um milhdo de postos de trabalho (Freire Filho & Ribeiro,
2000). Nessa Regido, o rendimento da cultura é baixo e esta longe de atingir o
seu pleno potencial. Nas condi¢cdes naturais de cultivo, o caupi é atacado por
diversos microrganismos, muitos dos quais eficientemente disseminados pelas
sementes, onde provocam baixa germinacao e vigor, com reflexos negativos no
estande e no rendimento, além de possibilitar o surgimento de plantas doentes
em campo (Athayde Sobrinho et al., 2000).

Uma das estratégias que tem sido recomendada na busca por dirimir o
impacto das doencas, consiste na analise sanitaria das sementes, onde os
patégenos, sendo devidamente detectados, podem, em muitos casos, ser
facilmente controlados e os problemas decorrentes de sua presenga nas
sementes resolvidos antecipadamente (Anselme, 1981).

Neergaard (1979) destacou que os testes de sanidade de sementes séo
sensiveis para, rotineiramente, definir o perfil da microflora das sementes,
possibilitando, ainda, o estabelecimento de correlacédo do referido perfil com as
condi¢cdes de campo em que as sementes foram produzidas.

Para as espécies em que as sementes germinam rapidamente,
originando plantulas bem desenvolvidas, tém sido empregados alguns recursos
visando inibir o processo. Isso se faz necessario porque o rapido crescimento

das plantulas fomenta elevados niveis de contaminagdes nas placas, reduzindo
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a qualidade dos testes (Machado, 1988). Dentre os recursos normalmente
empregados, destaca-se o congelamento em “freezer”, usado para analises em
plantas poaceas, embora seja também recomendado para algumas
leguminosas, e o emprego do 2,4-D, adicionado a agua de embebicdo das
sementes, para as leguminosas. Especificamente para o caupi, tem-se
empregado o congelamento das sementes.

A técnica do congelamento apresenta os inconvenientes de exigir a
permanéncia das sementes em “freezer’ por 24 horas e, normalmente, resulta
no crescimento de bactérias e fungos saprofitas que interferem na avaliagéo
(Limonard, 1968). Por outro lado, o emprego do herbicida 2,4-D torna-se
problematico por ser, em alguns casos, fungitoxico e requerer cautela no seu
uso, pois se trata de um produto toxico e perigoso a saude humana e ao meio
ambiente.

Considerando-se tais inconvenientes, tem sido indicado, com éxito, para
certas espécies, o emprego da restricdo hidrica, uma vez que este recurso
retarda a germinacéo, sem afetar o desenvolvimento dos fungos associados as
sementes (Carvalho, 1999).

O principio basico da técnica consiste no uso de baixos potenciais
hidricos presentes no liquido usado na embebigdo das sementes, conseguidos
pela adicao de solutos que promovem uma redug¢ao acentuada dos niveis de
absorcao de agua, bloqueando a sequéncia normal de eventos requeridos pela
germinagao (Bansal et al., 1980). O controle da germinagdo de sementes para
varias espécies cultivadas, empregando solutos i6nicos, como o NaCl, KCI e
KNO3, e ndo ibnicos, como manitol e polietileno glicol, tem sido amplamente
usado (Guimaraes, 1991; Braccini et al., 1996; Camargo, 1998).

Em que pese esse recurso ser empregado com sucesso nos testes de
sanidade de sementes de algumas espécies cultivadas (Coutinho, 2000;
Coutinho et al., 2001; Alves et al.,, 2002; Gravena et al., 2002), nenhuma
informagéo voltada para seu uso em testes de sanidades de sementes de

caupi, tem sido publicada. Igualmente, ndo se tem informagdo sobre se o
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congelamento ou a restrigdo hidrica respondem por danos internos nos tecidos
da semente. Nesse particular, Cicero et al. (1998), utilizando a anadlise de
imagens para identificar efeitos de danos mecéanicos sobre sementes de milho,
observaram que a técnica pode ser empregada para avaliar danos localizados
externa e internamente as sementes.

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito da restricdo hidrica
na germinagdo e na incidéncia de microrganismos nas sementes de caupi,
reunindo dados, inclusive de imagens de raios-X, que respaldassem a
substituigdo segura da técnica do congelamento, nos testes de sanidade de

sementes de V. unguiculata.

3.2 Material e Métodos

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratérios de Patologia de
Sementes e de Analise de Imagens da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), em Piracicaba-SP.

Empregaram-se, nos experimentos, sementes de caupi cv. Rouxinol,
produzidas no campo experimental da Embrapa Meio-Norte, em Parnaiba, PI,

entre os meses de agosto-outubro de 2001.

3.2.1 Avaliacéo do efeito dos restritores hidricos e do congelamento sobre

as sementes e sobre a deteccéo de fungos

Utilizaram-se como restritores hidricos os solutos manitol, NaCl e KClI,
empregados em solugdes com -0,4, -0,6, -0,8 e -0,9 MPa de potencial hidrico,
as quais foram usadas para hidratar o papel de filtro empregado nos testes.
Como controle, empregou-se o método de papel de filtro padrdo, com
congelamento, conforme metodologia preconizada pela “International Seed
Testing Association” (ISTA, 1976), além de uma testemunha, sem

congelamento, conforme as Regras de Analise de Sementes (Brasil, 1992) e
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Athayde Sobrinho et al. (2002a). Na definicdo das quantidades de NaCl, KCl e
manitol utilizadas na preparagao das solugdes, foi utilizado o software SPPM
(Michel & Radcliffe, 1995), considerando-se a temperatura de 20°C. As
quantidades de solutos utilizados, em gramallitro de agua destilada, estao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Quantidade de produto utilizado para preparacdo das solugdes de

NaCl, KCI e manitol, nos diferentes niveis de potencial osmoético

comparados
Potencial osmoético g.I"" de agua destilada
(MPa) NaCl KCI Manitol
-0,4 5,1 6,6 29,3
-0,6 7,7 9,9 44,9
-0,8 10,3 13,4 59,8
-0,9 11,6 15,1 67,2

Definidos os tratamentos, as sementes foram distribuidas em placas de
Petri contendo trés folhas de papel de filtro previamente umedecidas em agua
destilada, para o tratamento com congelamento e testemunha (H,O), e nas
respectivas solugdes, para os tratamentos com os restritores hidricos. Foram
utilizadas quatro repeticoes, de 50 sementes cada, por tratamento.

As placas contendo as sementes foram incubadas por um periodo de
sete dias em ambiente controlado, a temperatura de aproximadamente 20 °C,
sob regime de 12 horas de luz branca fluorescente/12h escuro, sendo que para
o tratamento com congelamento, apds as 24 horas iniciais de incubagédo, as
sementes foram submetidas a um periodo de 24 horas de congelamento, em
um freezer a uma temperatura de aproximadamente — 18 °C.

As variaveis avaliadas foram a percentagem de germinagcdo e a
incidéncia de fungos presentes nas sementes. Para tal, empregou-se um

delineamento experimental inteiramente casualizado, com 14 tratamentos, (trés
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solutos - NaCl, KCI e manitol), quatro potenciais hidricos (-0,4, -0,6, -0,8 e -0,9
MPa) e duas testemunhas (agua e congelamento) com quatro repeticdes. Para
efeito de analise estatistica, os dados relativos a percentagem de germinagao e
de ocorréncia dos microrganismos nas sementes foram transformados em
arcsen (x/100)"?, sendo as médias comparadas por meio do teste de Tukey a
1% e 5% de probabilidade, conforme Pimentel Gomes (1985). A referida
analise foi realizada com o auxilio do procedimento PROC ANAVA do SAS
(SAS Institute Inc. 1992).

ApOs o periodo de incubagao, procederam-se a contagem das sementes
germinadas, bem como a identificacdo e quantificagdo dos microrganismos.
Para tal, empregou-se microscépio estereoscépico, tomando por base o habito
de crescimento dos fungos e, quando necessario, fazendo-se a confirmacgao
em microscopio otico, com o auxilio de lieratura (Barnet & Hunter, 1972). Foram
consideradas germinadas as sementes que apresentaram sinais visiveis de

emissao de radicula.

3.2.2 Avaliacéo, por imagem de raios-X, do efeito dos restritores e do

congelamento sobre as sementes

Este experimento objetivou detectar possiveis alteragdes morfoldgicas
internas provocadas as sementes pelos métodos de restricdo hidrica e
congelamento e validar a substituicdo segura da metodologia padrao: papel de
filtro com congelamento. Para isso, empregaram-se 48 sementes de caupi cv.
Rouxinol (16 sementes/tratamento) e, como restritor hidrico, solugdo de NaCl a
—0,8 MPa de potencial hidrico, selecionada a partir de experimentos conduzidos
por Athayde Sobrinho et al. (2002b). Os tratamentos consistiram de
congelamento, restricdo hidrica a - 0,8 MPa e testemunha, conforme
metodologia descrita no item anterior.

As sementes foram colocadas em um recipiente plastico transparente,

apropriado para execugao das analises, sendo criteriosamente, numeradas de
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conformidade a posicdo ocupada no referido recipiente. Este, contendo as
sementes fixadas, foi colocado diretamente sobre um filme de raios-X (Kodak
MIN-R 2000, tamanho 18x24 cm), a uma distancia de 35 cm da fonte emissora
de raios-X.

As imagens de raios-X foram obtidas em aparelho marca Faxitron X-ray,
modelo MX-20, usando-se uma intensidade de radiacdo de 25 Kv e um tempo
de exposigao de 40 segundos. Apos terem sido reveladas, as imagens foram
capturadas por “scaner’, marca Umax, modelo PowerLook 1100,
posteriormente ampliadas e analisadas individualmente (Athayde Sobrinho et
al., 2002), com vistas a deteccdo de impressdes radiograficas que
caracterizassem alteracdes internas provocadas pelos aludidos métodos. As
imagens foram geradas antes e depois de serem estabelecidos os tratamentos.
Na avaliacdo e analise das imagens foram considerados padrbes de
radiodensidade presentes nas sementes, confrontando-se observacgdes

qualitativas percebidas antes e depois da aplicagdo dos tratamentos.

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1. Efeito na germinagéo

Todos os solutos e potenciais avaliados reduziram significativamente
(P<0,05) a germinagédo das sementes de caupi. O tratamento menos eficiente
foi o que teve como soluto o KCI, no potencial de -0,6 MPa, apresentando uma
taxa de germinacao de 14 %, o qual, embora tenha se mostrado semelhante ao
KCl -0,8 MPa (13%), ao congelamento (12 %) e KCL a-0,4 MPa (12 %),
revelou-se significativamente diferente dos demais tratamentos (Tabela 2).

Nos tratamentos em que foram usadas solugdes osmaéticas de NaCl a -
0,8 e -0,9 MPa, assim como manitol a —-0,8 MPa, ndo foi observada a
germinagao de nenhuma semente, tendo esses valores sido diferentes

daqueles observados para congelamento (11,76 %), que é o procedimento
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padrao utilizado para inibir ou retardar a germinagdo de sementes da espécie
nos testes de sanidade. Esses resultados estdo, de uma maneira geral, de
acordo com os de Coutinho et al. (2001), em que utilizaram o teste de agar em
sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris). Os autores, estudando o efeito dos
mesmos restritores nos potencias osmaéticos de -0,6 e —0,7 MPa, destacaram
que, excetuando NaCl a -0,6 MPa, todos os demais tratamentos inibiram
significativamente a germinagdo das sementes, quando comparado a
testemunha (agar sem restritor).

A inibicdo e/ou o atraso na germinagao das sementes, observado com o
emprego dos restritores, pode ser explicado pela ocorréncia de estresse hidrico
a que sao submetidas as sementes quando condicionadas aos referidos
potenciais osmoticos. Nessa situacdo, a adicdo de solutos promove uma
reducao acentuada dos niveis de absor¢ao de agua, bloqueando a sequéncia
normal de eventos requeridos pela germinagcéo (Bansal et al., 1980), como
resultado de uma menor disponibilidade de agua para a digestdo das reservas
e translocacdo das substancias metabolizadas. Para Wenkert et al. (1978) o
fendmeno ocorre devido a uma interferéncia no processo de elongamento
celular, o qual é externado pela auséncia de emissdo da radicula. Outros
trabalhos, entretanto, destacam que a referida inibicdo ocorre em funcido do
efeito toxico de alguns solutos sobre os tecidos embrionarios das sementes. O
NaCl e o manitol, por exemplo, sao referidos por Van Der Moezel & Bell (1987)
como solutos que interferem na germinacgdo, tanto pelo seu efeito osmotico
quanto pelo seu efeito toxico sobre as células seminais.

Um aspecto merecedor de nota é o fato de terem sido verificadas
diferencas de respostas entre os solutos testados, quando estes apresentam o
mesmo potencial osmoético (Tabela 2). Isto pode estar relacionado, além das
diferencas de toxidez desses solutos, as diferengcas de potencial hidrico de
equilibrio, especifico entre a semente e o meio externo, que, conforme

Heydecker et al. (1975) e Bradford (1986), podem variar significativamente em
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funcdo das caracteristicas da espécie, da cultivar e até mesmo entre os lotes
de sementes.

O congelamento mostrou-se, no presente trabalho, pouco eficiente,
embora tenha se mostrado significativamente diferente da testemunha (H,0), a
qual apresentou uma percentagem de germinagao de 12 % (Tabela 2). Esse
indice pode comprometer a qualidade do teste devido ao crescimento da
radicula, seu contato com as sementes adjacentes e ulterior contaminacgéo,
com reflexos negativos sobre os testes (Machado, 1988). O fendmeno pode ser
explicado pelo alto vigor das sementes que garantiu o rapido inicio e a
manutengao do processo germinativo, mesmo sob baixa temperatura a que as

sementes foram submetidas no “freezer”.

3.3.2 Efeito naincidéncia de microrganismos

Os dados relativos a incidéncia dos microrganismos detectados nas
sementes estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Os fungos mais
frequentemente identificados foram: Aspergillus spp., Cladosporium sp.,
Penicilllum spp., Fusarium oxysporum e Fusarium semitectum. De maneira
geral, a detecgao dos fungos foi pouco afetada pelo emprego dos restritores,
exceto Aspergillus spp. no tratamento com KCI, especialmente no potencial de
-0,9 MPa, cuja incidéncia mostrou-se significativamente inferior a testemunha
congelamento (Tabela 2). Por outro lado, os resultados relativos a Penicillium
spp., apesar de, para todos os tratamentos alternativos, ndo terem sido
verificadas diferengas significativas em relagcdo a metodologia padrao,
diferengas significativas foram obtidas entre KCI a -0,8 MPa (45,9%) e a
testemunha (20,84 %) e, ainda, entre KCI a -0,8 MPa e NaCl a -0,9, -06,e -0,4
MPa, com valores de 19,5%, 19,1% e 12,3 %, respectivamente, os quais nao
diferiram entre si (Tabela 2). Os valores relativos a incidéncia de Aspergillus e
Penicillium spp. sdo compativeis com os encontrados por Sallis et al. (2001),

cujas incidéncias maximas e minimas para cada um dos fungos foram 4,5-
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50,5% e 2,25-63%, respectivamente. Concordam também com os dados de
Oliveira (1981) e Athayde Sobrinho et al. (1998), no que tange ao nivel de
incidéncia dos mesmos as sementes. Coutinho (2000), trabalhando com
restricdo hidrica em teste de sanidade de sementes de feijdao, concluiu que os
restritores NaCl, KCI e manitol, nos potenciais osméticos situados entre —0,4 e
-0,9MPa, nao afetaram significativamente a detecgdo da micoflora presente
nas sementes, contudo, foi observado um efeito marcante desses restritores

sobre o crescimento dos fungos em meio de cultura.
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Tabela 2. Valores médios de germinacéo (%) e incidéncia (%) de fungos de
armazenamento em sementes de caupi cv. Rouxinol, submetidas
ao teste de sanidade de sementes pelo método de incubacdo em
papel de fitro com e sem congelamento usando diferentes

restritores hidricos

Incidéncia (%)

Tratamento Germinagao (%)** Aspergillus spp. Penicillium spp.
Agua (testemunha) 83,07 38,9 ab* 20,8 bc
Congelamento 12,0bcd 28,4 abc 25,7 abc
KCI (-0,4 MPa) 12,0 bcd 74 cd 40,2 ab
KCI (-0,6 MPa) 14,0 b 12,9 cd 28,2 abc
KCL (-0,8 MPa) 13,0 bc 7,0 cd 454 a
KCL (-0,9 MPa) 1,0 e 2,0 d 33,9 abc
Manitol (-0,4 MPa) 24 cde 14,3 bcd 22,7 abc
Manitol (-0,6 MPa) 21 cde 14,5 abcd 30,1 abc
Manitol (-0,8 Mpa) 0,0 e 8,7 «cd 36,8 ab
Manitol (-0,9 MPa) 1,1 e 28,3 abc 23,9 abc
NaCl (-0,4 MPa) 1,7 de 25,2 abc 12,3 ¢
NaCl (-0,6 MPa) 0,5 e 40,0 a 19,1 be
NaCl (-0,8 MPa) 0,0 e 23,9 abc 35,1 ab
NaCl (-0,9 MPa) 0,0 e 28,2 abc 19,5 be

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste

de Tukey (P<0,05).

** Considerou-se germinada a semente que apresentou sinal visivel de emissao
da radicula

Analisando-se os dados relativos a detecgdo de Cladosporium sp., F.
oxysporum e F. semitectum observa-se, pela Tabela 3, que houve pouca
influéncia dos restritores na deteccdo dos mesmos, sobretudo para
Cladosporium sp., em que ndo se verificou diferenca significativa (P<0,05) entre

os tratamentos. Entretanto, observou-se uma tendéncia a maior sensibilidade
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do congelamento para detecgéo de F. oxysporum, quando comparado com KCl
(-0,4, -0,6 e —-0,8 MPa), manitol (-0,9 Mpa) e NaCl (-0,4 e —0,8MPa), bem como
para F. semitectum, onde a técnica mostrou-se mais sensivel que KCla -0,4 e -
0,6 Mpa, e manitol a -0,9 MPa. Esses dados parecem refletir uma tendéncia
geral do congelamento em promover uma boa expressao de fungos do género
Fusarium (Menten3). Esse comportamento pode, no ambito desse trabalho, ser
explicado pela pouca interferéncia do crescimento abundante de levedura
(Tabela 3), sobre os referidos fungos. Provavelmente, a interagdo entre
levedura e os fungos do género Fusarium seja simbidtica do tipo neutra (Ponte,
1980; Bergamin Filho, 1995), na qual os organismos apresentam intimo contato
fisico sem que nenhuma das partes tenha seu desenvolvimento afetado pela
presenca da outra, diferentemente da interacdo entre a levedura com os

demais fungos detectados.

¥ MENTEN, J.0.M. Comunicagio pessoal, 2001.
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Tabela 3. Incidéncia (%) de fungos de campo e de levedura em sementes de
caupi cv. Rouxinol, submetidas ao teste de sanidade de sementes
pelo método de incubacdo em papel de filtro com e sem

congelamento e usando diferentes restritores hidricos

Incidéncia (%)

Tratamento
F. oxysporum F. semitectum  Cladosporium sp Levedura

Agua (testemunha) 0,5 ab* 0,9 ab 24,3 n.s. 1,0 ¢
Congelamento 3,7a 26a 15,7 59,6 a
KCI (-0,4 MPa) 0,0 b 0,0 b 201 00 c
KCI (-0,6 MPa) 0,0 b 0,0 b 24,8 05 c
KCL (-0,8 MPa) 0,1ab 0,3 ab 19,9 00 c
KCL (-0,9 MPa) 0,0 b 0,3 ab 25,2 05 c
Manitol (-0,4 Mpa) 2,0ab 1,2 ab 25,5 1,2 c
Manitol (-0,6 Mpa) 1,1 ab 0,9 ab 18.9 05 c
Manitol (-0,8 Mpa) 0,5ab 0,7 ab 24,2 00 c
Manitol (-0,9 Mpa) 0,0 b 0,0 b 16,5 00 c
NaCl (-0,4 MPa) 0,0 b 0,1 ab 19,4 00 c
NaCl (-0,6 MPa) 0,1ab 0,6 ab 23,5 2,0 bc
NaCl (-0,8 MPa) 0,0 b 0,2 ab 22,3 1,0 ¢
NaCl (-0,9 MPa) 0,1ab 0,5ab 18,2 98 b

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas, nao diferem entre si pelo teste
de Tukey (P<0,05).

A utilizacdo dos restritores nos potenciais avaliados, nido afetou
qualitativamente o aspecto visual das sementes. Todavia, 0 mesmo ndo pode
ser afirmado em relagdo ao congelamento, onde as mesmas, apds o periodo
de incubagdo, mostraram-se com tegumento coriaceo, predominantemente
escuro e revelando uma quantidade elevada de coldnias de levedura (59,3%)
(Tabela 3 e Figura 1) e bactérias saprofitas. Tais alteragbes podem ser

resultantes do brusco rompimento da parede celular dos tecidos das sementes
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pelos cristais, resultado do processo de solidificagao da agua contida no interior
das células, levado a efeito pela baixa temperatura do “freezer” (-18° C). Com a
formacao dos cristais € a consequente ruptura das paredes, ocorre a

exsudacgao de liquidos do interior das sementes, que servem de substrato ao

desenvolvimento de microrganismos saproéfitas (Coutinho, 2000).

Figura 1 - Aspecto das sementes de caupi submetidas aos tratamentos visando
inibir a germinagao (Congelamento — CG; Cloreto de potassio — KCl;
Manitol — M e Cloreto de s6dio — NaClh
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Dessa forma, a restricdo hidrica, levada a efeito pelo uso de solugdes
de NaCl, KCI e manitol ao substrato, pode ser considerada uma alternativa
interessante ao congelamento nos testes realizados pelo método de incubagéo
em papel de filtro, em que existe a necessidade de inibir ou retardar o processo
germinativo das sementes. Nesse sentido, os trabalhos de Coutinho (2000) e
Coutinho et al. (2001) recomendam emprego dos referidos restritores em
solugcbes usadas nos substratos de incubacdo dos testes de sanidade de
sementes de feijao e arroz.

A técnica da restricdo hidrica, além de apresentar maior praticidade
quando comparada com o congelamento, pois requer menos mao de obra,
apresenta, ainda, a vantagem de ndo matar as sementes e, estas se mantendo
vivas, possibilitam a expressao de resultados, em termos de detecgao, mais
proximos das condi¢gdes naturais. O NaCl, usado como restritor hidrico,

apresenta ainda a vantagem de ser atdxico e de facil obtengao.

3.3.3 Alteracdes morfoldgicas internas nas sementes

Os resultados relativos a analise de raios-X estdo apresentados nas
Figuras 2, 3 e 4. Nelas foram mapeadas areas que estdo destacadas entre
linhas pontilhadas e que permitiram a avaliagdo qualitativa do efeito dos
tratamentos.

A Figura 2A mostra aspectos da semente de caupi antes da aplicagao do
congelamento. Na imagem podem ser visualizadas areas em branco que
representam regides radio-densas (rd), isto é, areas estruturalmente firmes,
constituidas de tecidos mais endurecidos que apresentam maior capacidade de
reflexdo dos raios-X. Em contraposicdo, podem, também, ser visualizadas
areas menos radio-densas, de tecidos mais hidratados, permeaveis,
caracterizadas como areas moles (am). Essas, vias de regra, sdo coincidentes
com a regido do eixo embrionario das sementes. Confrontando-se essa

imagem com a da Figura 2B (apés o congelamento), observa-se uma
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proporcional expansao dessas regides, cujo padréo é perfeitamente compativel
com o aumento de volume da semente proporcionado pela hidratagao. Isto
indica que o processo de congelamento n&o interferiu com o padréo
radiografico e que, internamente, as estruturas da semente foram preservadas.
Idénticas observacdes sio validas para o tratamento com o restritor NaCl a —

0,8 MPa, (Figura 3), bem como para testemunha (Figura 4).

Figura 2 - Imagens de raios-X de sementes de caupi: congelamento: antes do

congelamento (A) e apos serem submetidas ao congelamento (B);

areas radio-densas (rd); areas moles (am)
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Figura 3 - Imagens de raios-X de sementes de caupi: antes da restricdo hidrica
(A) e apds serem submetidas a restricdo hidrica (B); areas radio

densas (rd); areas moles (am)

Figura 4 - Imagens de raios-X de sementes de caupi: antes da embebicdo com

agua (A); apos inicio germinacgao (B); areas radio-densas (rd); areas

moles (am)
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Na Figura 4B pode ser observada, ainda, a imagem de parte da raiz

primaria, a qual se mostra totalmente preservada, bem como toda a regiao

visivel do eixo embrionario.

Pelas imagens de raios-X ficou demonstrado auséncia de alteragbes

morfolégicas capazes de distinguir efeitos significativos entre os tratamentos,

indicando assim, que nao existem limitagdes que inviabilizem a adog¢ao do

método de restricdo hidrica, como forma de inibir ou retardar a germinagéo das

sementes de caupi, nos testes de sanidade (Athayde Sobrinho et al., 2002b).

3.4 Conclusbes

1.

A restricdo hidrica induzida por NaCl, KCl e manitol, nos potenciais
osmoticos avaliados, inibiu a germinagcdo das sementes de caupi
submetidas a analise sanitaria pelo método de incubagdo em papel de

filtro.

. A restricdo hidrica induzida por NaCl, KCI e manitol, nos diferentes

potenciais osmoéticos comparados, interferiu na deteccdo dos

microrganismos associados as sementes.

A restricao hidrica induzida pelos solutos, nos diferentes potenciais
osmoticos testados, néo foi capaz de promover alteragdes morfologicas

que pudessem discriminar efeitos diferenciais entre os tratamentos.

. O método do congelamento, para inibir ou retardar a germinagédo de

sementes de caupi, pode ser substituido pela restricdo hidrica,
especialmente por aquela induzida por NaCl a -0,8 ou —0,9 MPa, por se

tratar de um sal barato, atéxico e facilmente disponivel na natureza.



4 EFEITO DA RESTRICAO HIDRICA NA DETECCAO DE MACROPHOMINA
PHASEOLINA EM SEMENTES DE CAUPI

Resumo

A técnica do congelamento usada para inibir ou retardar a germinagéo
das sementes e garantir a qualidade e confiabilidade dos testes de sanidade de
sementes, apresenta alguns inconvenientes. Entre eles destaca-se o
crescimento de bactérias e leveduras saprofitas sobre as sementes, o que
reduz a qualidade da avaliacdo. O método da restricido hidrica tem substituido
com eficiéncia o congelamento, permitindo a detec¢cdo de varios fungos
importantes associados as sementes de varias espécies. O presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito desse método sobre a deteccdo de
Macrophomina phaseolina em sementes de caupi. Foram usadas amostras de
sementes de trés cultivares, naturalmente infectadas e apresentando trés niveis
de incidéncia de M. phaseolina: baixo (3%), médio (19%) e alto (33%). O
experimento foi estruturado em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, sendo comparados trés tratamentos: restricdo hidrica (NaCl
— 0,8 Mpa), congelamento e sem congelamento (H20). Em todos os tratamentos
utilizou-se o método de papel de filtro padrao (ISTA, 1976). As variaveis
avaliadas foram percentagem de germinacao e incidéncia de M. phaseolina nas
sementes. Os resultados mostraram que a restricdo hidrica, além de inibir a

germinagao das sementes, mostrou-se mais sensivel que o congelamento para
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niveis médios e altos do patdégeno nas sementes. Em niveis baixos de

incidéncia, entretanto, o método foi semelhante ao congelamento.

The effect of hydric restriction in the detection of the macrophomina

phaseolinain the cowpea seeds.

Summary

The freezing technique used to inhibit or delay the seeds germination and
to ensure the quality and trustfulness of the seeds sanity tests, presents some
inconvenient. Among them, it stands out the bacteria growing and saprophytes
yeasts on the seeds, which reduce the quality of evaluation. The method of
hydric restriction has efficiently replaced the freezing, allowing the detection of
several important fungus associated to several species of seeds. This work had
as a scope to evaluate the effect of such method on the detection of the
Macrophomina phaseolina in cowpea seeds. Samples of three cultivars seeds
naturally infected were used also presenting three levels of incidence of M.
phaseolina: low (3%), medium (19%) and high (33%). The trial was structured in
a delineation completely fortuitous with four repetitions and was compared to
three treatments: hydric restriction (NaCl — 0,8 Mpa), with and without freezing
(H20). In all treatments it was used the standard method of filter paper. The
evaluated variables were the percent of germination and the incidence of M.
phaseolina in the seeds. The results have shown that the hydric restriction,
apart from inhibiting the germination of the seeds, has shown itself more
sensitive than the freezing for medium and high levels of pathogen in the seeds.

In low levels of incidence, however, the method was similar to the freezing.



4.1 Introducéao

As sementes constituem-se, para muitos dos fitopatégenos conhecidos,
em meio quase que exclusivo de sobrevivéncia e, dessa forma, elas
desempenham papel fundamental no transporte e introducdo de novos
patdégenos em areas livres (Anselme, 1981; Menten & Bueno, 1997), selecéo
de ragas patogénicas em regides em que o patdégeno ja esteja estabelecido
(Machado 1987), além da manutengao temporal da viabilidade do patégeno.

O conhecimento e a manutencdo do padrdo sanitario das sementes
constitui-se, portanto, em um dos mais importantes requisitos para o
estabelecimento de uma agricultura rentavel e sustentavel. Varios tém sido os
casos em que o uso de sementes infectadas/contaminadas resultou na
introdugéo de patégenos em areas indenes (Neergaard, 1979; Machado, 1987).
Diante dessa realidade, tem crescido a importancia da Patologia de Sementes,
como uma ciéncia capaz de auxilar na redugdo dos riscos e,
consequentemente, dos danos resultantes da agao de fitopatdégenos a
agricultura.

Neste contexto, uma das mais importantes ferramentas disponibilizadas
pela Patologia de Sementes foi o desenvolvimento de metodologia para a
detecgéo e controle dos patdégenos associados as sementes (Machado, 1987).
De acordo com Lucca Filho (1987), varios métodos podem ser empregados
para caracterizar o estado sanitario de um lote de sementes, sendo que a
escolha do mais apropriado esta na dependéncia do patdégeno, da infra-
estrutura laboratorial disponivel, da espécie da semente a ser avaliada, da
finalidade do teste, além do grau de treinamento do pessoal envolvido com a
analise.

Trabalhos relacionados a detecgédo de fungos em sementes, destacando
diferentes metodologias, tém sido publicados, com frequéncia, nas ultimas
décadas (Neergaard, 1979; Lee & Chung 1995; Lagerberg et al., 1996; Wu &
Chen, 1999).
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Especificamente relacionados a cultura do caupi, os trabalhos n&do séo
muitos; entretanto, nos poucos disponiveis, tem-se observado uma ampla
desuniformidade de metodologias adotadas (Araujo, 1985; Choudhrury, 1987).
Isso pode ser verificado em trabalhos como os de Bolkan et al. (1978), Batista
(1981) e Batista (1982) em que os autores empregaram meio BDA, com pré-
tratamento das sementes. Choudhury (1982) ndo empregou pré-tratamento,
mas usou luz negra, alternada com escuro total, temperatura 25-28°C, em um
periodo de incubagao de sete dias. Oliveira (1981) e Oliveira & Bolkan (1981)
empregaram meio BDA + estreptomicina e BDA + fungicida. Oliveira & Bolkan
(1982) fizeram pré-tratamento e utilizaram um periodo de incubagao de cinco
dias. Barros & Menezes (1981) empregaram o método do agar, conjugado em
diferentes condicbes de luminosidade, pré-tratamento de sementes e periodo
de incubacdo de 8 dias. Araujo et al. (1983) empregaram papel de filtro,
esterilizagdo superficial das sementes, luz natural, temperatura de 22 + 2 °C e
periodo de incubagdo de oito dias. As Regras para Analise de Sementes,
recomendam, para essa espécie, simplesmente o teste do papel de filtro,
incubagéo por sete dias, a temperatura de 20 + 2°C e 12 horas luz/12 horas
escuro (Brasil, 1992). Esta variagcdo entre as metodologias empregadas,
certamente, € causa de desuniformidade das informacbes atinentes ao real
estado sanitario das sementes de caupi.

Um outro problema é que, para muitas cultivares, a utilizagdo exclusiva
do método do papel de filtro, sem nenhum recurso associado que venha inibir
ou retardar a germinagdo das sementes, tem se mostrado pouco eficiente,
devido a rapida germinagdo das sementes e a um crescimento vigoroso das
plantulas. Tal fenbmeno é verificado para muitas outras espécies cultivadas
(Machado, 1988). Visando solucionar esse problema, tem sido utilizado o
congelamento das sementes e/ou a aplicagdo do herbicida 2,4-D na agua
utilizada na embebi¢cdo do papel de filtro usado nos testes. No primeiro caso,
ha o inconveniente de um maior manuseio das sementes, associado ao fato de

o congelamento favorecer o crescimento de organismos saprofitas que
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reduzem a qualidade da avaliagdo (Limonard, 1968). No segundo, o uso do
herbicida apresenta a limitagado da sua toxicidade inerente, com o agravante de
risco para o homem e para o meio ambiente.

Para contornar tais inconvenientes, tem sido avaliada, com sucesso, a
técnica da restricdo hidrica, uma vez que este recurso também inibe a
germinagao, sem afetar o desenvolvimento dos fungos associados as
sementes (Carvalho, 1999; Oliveira et al., 2001). Esta metodologia consiste na
aplicagédo de solutos ibnicos e nao idnicos na agua de embebigdo das
sementes, visando inibir a germinac&o (Bansal et al., 1980). Esse método vem
sendo usado, com sucesso, na detec¢ao de fungos em varias outras espécies
cultivadas (Coutinho et al., 2001, Alves et al., 2002; Gravena et al., 2002),
inclusive no caupi, onde a técnica mostrou-se interessante na deteccao de
importantes patégenos (Athayde Sobrinho et al., 2002a; Athayde Sobrinho et
al., 2002b). Todavia, ndo se conhece o efeito desse tratamento na detecao de
M. phaseolina, um importante patégeno da cultura, eficientemente transmitido
pela semente (Barros & Menezes, 1981; Choudhury, 1987).

Assim, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito da restricdo hidrica
na deteccdo do fungo M. phaseolina em sementes de caupi, naturalmente

infectadas.

4.2 Material e Métodos

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratorio de Patologia de Sementes
da ESALQ/USP, em Piracicaba-SP.

Empregaram-se nos experimentos, amostras de sementes de caupi
pertencentes a trés cultivares, naturalmente infectadas e apresentando trés
niveis diferentes de incidéncia de M. phaseolina, sendo nivel baixo (3%), nivel
médio (19%) e alto (33%), presentes nas cultivares Branquinho, Tracuateua e

Monteiro, respectivamente.
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O experimento, utilizando o método de papel de filtro padrao (ISTA,
1976), foi estruturado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes, sendo comparados trés tratamentos: restritor hidrico (NaCl — 0,8
Mpa), congelamento e uma testemunha (H20). Na definicdo das quantidades de
NaCl, utilizou-se o software SPPM (Michel & Radcliffe, 1995), considerando-se
a temperatura de 20°C.

As sementes pertencentes aos tratamentos restricdo e testemunha foram
incubadas durante sete dias, em ambiente controlado, a temperatura de 20 £ 2
°C e regime luminoso de 12 horas de luz branca fluorescente/12 horas de
escuro. Igual condicdo foi dada para o tratamento com congelamento, exceto
que, apos as primeiras 24 horas de incubagéo, as sementes foram congeladas
em “freezer” (-18°C) por igual periodo, retornando, em seguida, & condig&o
original e ai permanecendo por mais cinco dias.

As variaveis avaliadas foram: percentagem de germinagéao e incidéncia
de M. phaseolina nas sementes, cuja avaliagao foi feita através de microscépio
estereoscépico, sendo considerado na identificacdo, o habito de crescimento
do fungo. Para efeito de analise, foram consideradas germinadas as sementes
que apresentaram sinais visiveis de emissao de radicula.

Os dados relativos as variaveis foram transformados em v X+0,5,
sendo os resultados confrontados por meio do teste de comparacao multipla de
médias (Tukey) a 5% e 1% de probabilidade, conforme Pimentel Gomes
(1985). A referida analise foi realizada com o auxilio do procedimento PROC
ANAVA do SAS (SAS Institute Inc. 1992).
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4.3 Resultados e Discusséao

4.3.1 Efeito na germinacéao

Os dados apresentados na Figura 5 mostram que os tratamentos
usados para inibir a germinagao (restricdo hidrica e congelamento) foram
efetivos em todas as cultivares avaliadas, ndo sendo observada nenhuma
semente germinada em ambos tratamentos, os quais diferiram
significativamente da testemunha. Estes resultados confirmam os valores
encontrados no Capitulo 3, para a cultivar Rouxinol, em que pese a observacao
de que o congelamento pode falhar no caso de as sementes apresentarem alto
vigor.

Os mecanismos pelos quais a germinagdo € inibida pela restricao
hidrica estdo relacionados, fundamentalmente, a dois efeitos distintos que
podem ser complementares (Capitulo 3). O primeiro, diz respeito a redugéo nos
niveis de absor¢gdo de agua pelas sementes, induzido pelos elevados
potenciais osmoéticos provocados pelos solutos (Bansal et al., 1980), e o
segundo, devido a um efeito toxico do agente restritor sobre as células
embrionarias das sementes (Van Der Moezel & Bell, 1987). Relativamente ao
congelamento, a auséncia de germinagao pode ser explicada pelo aumento de
volume motivado pelo processo de solidificagdo da agua, associado a formagao
de cristais de agua no conteudo celular, do que resulta em um brusco
rompimento das células do embrido, levando a morte dos tecidos e,
consequientemente, ao bloqueio da germinagéo.

Comparando-se os dados de percentagem de germinagao, observa-se
que, de uma maneira geral, os valores foram baixos, sendo que o maior indice
foi apresentado pela cultivar Branquinho (45%), cujo valor foi significativamente
(P<0,01) superior aos obtidos pelas cultivares Monteiro (25%) e Tracuateua
(16%), as quais nao diferiram significativamente entre si (Figura 5). Vale

destacar que esses valores, embora baixos, foram obtidos nas condi¢des 20 *
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2°C de temperatura e fotofase de 12h luz/12h escuro, condigao diferente das
usadas nos testes de germinagdo, em que as condi¢gdes sao ideais a

ocorréncia do processo (Brasil, 1992).

50 A
45 O Branquinho

gg O Monteiro

30 O Tracuateua
25
20
15
10

Germinagao(%)
w

Testemunha Restricao Congelamento

Figura 5 - Efeito do congelamento e da restricdo hidrica sobre a germinagao de
sementes de trés cultivares de caupi (médias seguidas de mesma

letra ndo diferem entre si (P<0,01) pelo teste de Tukey)

Dessa forma, considerando-se os valores de percentagem de
germinagao, verifica-se que os mesmos atendem um dos requisitos basicos
que justificam o emprego da restricdo hidrica e, portanto, o0 método pode ser
empregado, com éxito, como uma alternativa ao congelamento visando inibir o

processo germinativo das sementes.
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4.3.2 Efeito naincidéncia de M. phaseolina

Os dados da Tabela 4 demonstram diferengas significativas quanto a
incidéncia de M. phaseolina nos diferentes restritores e niveis originais de
incidéncia (P<0,01), bem como na interagao desses fatores (P<0,05). Na Figura
6, verifica-se que a incidéncia de M. phaseolina, dentro de cada nivel avaliado,
apresentou diferenga significativa entre a condicdo congelamento e restricao
hidrica, a qual mostrou-se semelhante a testemunha. Excecéo feita para o nivel
baixo de incidéncia, no qual a deteccdo do patdgeno ndo foi afetada pelos
tratamentos empregados. A analise desses dados permite inferir que, para
niveis baixos de incidéncia do patdbgeno na amostra, os valores de incidéncia
detectados sdo pouco afetados pelos tratamentos, indicando que, neste caso,
pode ser empregado tanto o congelamento quanto a restricdo hidrica.
Entretanto, quando se tratar de amostras com indices de médio a alto do
patdogeno nas sementes, o método do congelamento torna-se inadequado, uma
vez que ele tende a subestimar esse parametro.

Comparando-se os valores de incidéncia, detectados através do método
da restricdo hidrica, com aqueles apresentados pela amostra original (Iltem 4.2),
verifica-se que 0s mesmos sao bastante semelhantes. Isto demonstra a
reproducibilidade do método e aumenta sua confiabilidade, reforcando a
argumentacao de o mesmo vir a ser uma alternativa viavel (Capitulo 3). Essa
observacgao € apoiada pelas informagdes de Coutinho (2000), quando o autor
destaca que a restricao hidrica usando NaCl, com potencial osmaético variando
de -0,4 a —0,9MPa, nao afeta significativamente os niveis de deteccao de

fungos em sementes de feijdo.
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Tabela 4. Resumo da analise de variancia da incidéncia (%) de M. phaseolina

em sementes de caupi, apresentando trés niveis de incidéncia do patdgeno e

submetidas a dois inibidores de germinacao e a testemunha

Fonte de variagao G.L. S.Q. Q.M. F
Restritor 2 1149,5 574,7 16,33**
Nivel 2 3538,8 1769,4 50,28**
Restritor vs nivel 4 496,9 124,2 3,53
Residuo 27 950,2 35,1

Total 35

** significativo a 1% de probabilidade * signficativo a 5% de probabilidade

40 a
H Congelameneto A a
35
O Testemunha AB
S 30 | ORestica 2
T‘,’ ORestricao ABC
g 25 1 a
% 20 - BCD b
S CDE
£ 15
10 a a b
a DE DE
5 | E
E
ol NN
Nivel baixo Nivel médio Nivel alto

Figura 6 - Efeito do congelamento e da restricdo hidrica sobre a incidéncia de
M. phaseolina em amostras de sementes de trés cultivares de caupi,
naturalmente infectadas e apresentando niveis diferentes de
incidéncia do patégeno (Médias seguidas de mesma letra minuscula
dentro de nivel e maiuscula entre niveis, ndo diferem entre si

(P<0,05) pelo teste de Tukey
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Conforme discutido no Capitulo 3, o método do congelamento
favoreceu o surgimento de colbénias de levedura e de bactérias saprofitas sobre
as sementes, e isto, provavelmente, interfira no crescimento das colbnias
fungicas objeto da detecgao, dificultando esse processo.

Os resultados apresentados e discutidos, relativamente a néo
interferéncia do meétodo de restricdo hidrica sobre a incidéncia de M.
phaseolina sobre as sementes de caupi, reforcam a perspectiva de que esse
método pode ser empregado, como rotina, nos testes de sanidade de

sementes dessa espécie.

4.4 Conclusodes

1. O método de restricdo hidrica, empregando o soluto NaCl a -0,8MPa de
potencial hidrico, mostrou-se eficiente para inibir o processo germinativo

das sementes de caupi.

2. A incidéncia de M. phaseolina nao foi afetada pelo método de restrigdo

hidrica, diferente do observado para o congelamento.

3. Em niveis baixos de incidéncia de M. phaseolina nas sementes, o
método da restricdo hidrica foi tdo sensivel quanto o congelamento; em
niveis médios e altos, o congelamento tende a subestimar os valores de

incidéncia do patogeno.



5 DETECCAO DE Macrophomina phaseolina EM AMOSTRAS DE
SEMENTES DE CAUPI ORIUNDAS DAS REGIOES NORTE E NORDESTE
DO BRASIL

Resumo

A podridao cinzenta do caule do caupi (Vigna unguiculata), causada por
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., € uma das mais importantes doengas
fungicas da cultura. O patdgeno é eficientemente transmitido pelas sementes, o
que representa um risco elevado de disseminacdo do mesmo para areas
indenes. A esta realidade, pode-se acrescer aquela que resulta do aumento da
distribuicao de isolados entre areas produtoras, constituindo-se em uma maior
ameacga ao cultivo, pelo aumento da variabilidade patogénica. Assim, este
trabalho objetivou avaliar a qualidade sanitaria das sementes em 119 amostras
originarias de diferentes regides do pais, com foco a deteccdo de M.
phaseolina. Empregou-se o método do papel de filtro com restricdo hidrica
(NaCl a -0,8Mpa), sendo utilizadas 400 sementes/amostra. Os resultados
mostraram que M. phaseolina foi detectado em 62% das amostras analisadas,
sendo as maiores incidéncias verificadas naquelas originadas dos Estados da
Paraiba, Piaui, Para e Bahia, com valores médios de 25 %, 12%, 19%'e 10%,
respectivamente. Observou-se, ainda, diferengca na incidéncia do patégeno
considerando a cor do tegumento. As sementes com tegumento branco
apresentaram as maiores médias (24%), quando comparadas com as de

tegumento marrom (1%) e creme (0,5%).
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Detection of Macrophomina phaseolina on cowpea seed from northern

and north-eastern regions of brazil

Summary

The charcoal rot disease of cowpea (M. phaseolinal) is important disease
from cowpea crops the world. The causal agent is a seed borne pathogen with
great efficiency to be transmited by seed. Beside the transport of infected seed
may be increase risk to disseminate fungi isolates for free-pathogen-areas
and/or to increase the severity of disease in the endemic regions. This work aim
to evaluate the presence of M. phaseolina on 119 seed lots originated from
northern and north-eastern regions of Brazil. The work was carried out in the
Seed Pathology Laboratory of the S&o Paulo University (ESALQ/USP). To
detecting the pathogen was used the blotter test method, with hidric restriction
(NaCl -0,8 Mpa) and 400 seeds/sample. M. phaseolina was isolated from 62%
the samples. The higher incidence was identified in Paraiba (25%), Para (19%),
Piaui (12%) and Bahia (10%) Brazilian seeds lots states. On the white seed
tegument was observed the highest incidence to pathogen (24%), differently this

one brown (1%) and cream (0,5%) colour tegument seeds.

5.1 Introducéao

O fungo Macrophomina phaseolina é agente causal de uma importante
doenca do caupi, denominada podridado cinzenta do caule. Esta enfermidade foi
observada pela primeira vez no Brasil, no municipio de Campinas-SP, em 1935,
atacando plantas de feijao comum (Coelho Neto, 1994). Conforme Abawi &
Pastor-Corrales (1990), a doenga se manifesta atacando caule e raiz e
determinando graves prejuizos em muitos paises onde a cultura é

implementada.
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O patdégeno M. phaseolina é uma espécie polifaga e cosmopolita
(Machado, 1980; Sinhg et al.,1990; Mihail, 1992). Nas condi¢cdes do Brasil, a
doencga esta presente em todas as areas produtoras (Rios, 1988; Ponte, 1996;
Pio-Ribeiro & Assis Filho, 1997; Athayde Sobrinho et al., 1998; Athayde
Sobrinho et al., 2000) e, conforme Pio-Ribeiro e Assis Filho (1997), torna-se
mais severa quando as condigcbes ambientes mostram-se secas e com
temperaturas elevadas.

Como resultado de sua agdo parasitaria, o patégeno pode infectar
também a semente, cuja associagao pode resultar em baixo poder germinativo
das mesmas (Barros, 1981), além de garantir indculo primario. Para Vechiato et
al. (1997), o patdégeno nas sementes tem garantida sua sobrevivéncia temporal,
bem como sua distribuicdo espacial, 0 que pode culminar na introdugcdo do
patdégeno em areas isentas, sobretudo quando o fungo se aloja internamente
nas sementes (Sackston, 1969).

Alguns estudos tém revelado a presengca de M. phaseolina nas
sementes de caupi nas condigdes do Brasil (Bolkan et al., 1978; Barros, 1980;
Barros & Menezes, 1981; Oliveira, 1981; Araujo, 1985; Choudhury, 1987). O
patégeno tem sido, também, relatado em outros paises em associagdo com as
sementes de caupi (Nakawura et al., 1997; Abdelmonem, 2000).

As sementes melhoradas, apesar de serem um dos mais importantes
insumos agricolas, tém sido pouco usadas pelos produtores de caupi.
Conforme Freire Filho!, menos de 0,5% da area plantada com a espécie usa
sementes melhoradas. Isso tem fomentado uma agado dirigida de diversos
segmentos do setor produtivo no sentido de estimular o uso de sementes de
qualidade superior.

Tal procedimento, ira promover um incremento no fluxo de sementes
entre as regides produtoras, aumentando, portanto, os riscos de disseminagao
de patdgenos importantes como M. phaseolina. Isso se constitui em problema a

ser antevisto e para o qual devem ser desenvolvidas estratégias visando dirimi-

* FREIRE FILHO, F.R. Comunicacéao pessoal, 2000.
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lo. Entre algumas estratégias esta o conhecimento da intensidade da presenga
do patdégeno nas sementes.

Assim, o objetivo deste trabalho foi efetuar um levantamento da
incidéncia de M. phaseolina em sementes de caupi provenientes de diferentes
estados das Regides Norte e Nordeste do Brasil, definindo um perfil sanitario

das mesmas quanto a manifestagcéo do referido patégeno.

5.2 Material e Métodos

Os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de Patologia de
Sementes do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia da
ESALQ/USP, em Piracicaba.

Foram avaliadas 119 amostras de sementes de caupi, provenientes de
diferentes Estados das Regides Norte e Nordeste do Brasil, produzidas nas
safras 2000/01 e 2001/02 (Tabela 5). Nesse universo amostral foram avaliadas
amostras produzidas em areas de produgdo de gréos, de sementes
fiscalizadas/registradas e de &areas experimentais, tais como campos de
producdo de sementes basica e genética. A articulagcdo para coleta e
processamento das amostras ficou a cargo da Embrapa Meio-Norte, em
Teresina-Pl. Logo apés a coleta, as amostras foram enviadas ao Laboratério de
Sanidade de Sementes da ESALQ/USP, onde foram armazenadas em
condi¢cdes de camara fria e seca a 8°C e 45% de umidade relativa.

Para a deteccgao do fungo presente as sementes, adotou-se o método do
papel de filtro com restricdo hidrica (NaCl -0,8MPa), conforme Athayde
Sobrinho et al. (2002b), sendo empregadas 400 sementes/amostra.

Na identificacdo de M. phseolina consideraram-se algumas
caracteristicas morfoldgicas, relacionadas ao habito de crescimento e presenga
de microesclerdcios, apoiando-se em dados disponiveis na literatura.

As sementes foram incubadas durante sete dias em ambiente

controlado, com temperatura de 20+2°C, em regime de alternancia luminosa
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(luz fluorescente/escuro), com fotofase de 12 horas. Avaliou-se a incidéncia de

M. phaseolina em todas as amostras analisadas.

5.3 Resultados e Discussao

O levantamento revelou presenga de M. phaseolina em 62% das
amostras de sementes analisadas, sendo que 100% das procedentes do
estado da Paraiba apresentaram M. phaseolina, seguido pelo estado do Para,
Bahia, Maranh&o, Pernambuco, Piaui e Ceara. Os niveis médios de incidéncia
nas amostras variaram de 0% a 71% (Tabela 5). Este nivel de ocorréncia foi
verificado em amostras da cultivar Tracuateua, originado do Estado do Para.
Vale destacar que esse Estado esta situado em uma regido de clima
favorecido, nédo sujeita a ocorréncia de seca nem de veranicos, como
verificadoas nas regibes semi-aridas do pais. Tal nivel de ocorréncia, em
sementes produzidas nesta Regido, ainda néo havia sido relatado em outros

trabalhos.



Tabela 5. Incidéncia de M. phaseolina em amostras de sementes e graos de
caupi produzidos em alguns estados do Brasil, safras 2000/01 e
2001/2002

Amostras com

. : Cor do a0

Estado M. ph(a;z;eollna Cultivar tegumento Incidéncia (%)
Fradinho Branco 35,0
Quebra cadeira Branco 12,0
Canapu amarelo Marron 14,0
Canapu Creme 1,0
< Canapu Creme 0,7
T 75.0 Fradinho Branco 0,4
< ’ Fradinho Branco 5,0
m Gurguéia Marron 7,5
Mulato Marron 0,5
Mulato Marron 0,0
Mulato Marron 0,0
Mulato Marron 0,0
Sempre Verde Creme 0,0
Canapu Creme 0,0
Fradinho Creme 0,3
Setentio Marron 0,0
Epace 10 Marron 0,0
é Fradinho Branco 1,8
CE 01 Marron 0,0
5 16,7 CE 07 Marron 0,0
O CE 315 Marron 0,0
CE 419 Marron 0,0
CE 432 Marron 0,0
CE 441 Marron 0,0
Epace 10 Marron 0,0

Branquinho Branco 0,3



Tabela 5. Incidéncia de M. phaseolina em amostras de sementes e graos de
caupi produzidos em alguns estados do Brasil, safras 2000/01 e
2001/2002

Amostras com

. : Cor do a0

Estado M. ph(a;z;eollna Cultivar tegumento Incidéncia (%)
Manteguinha Marron 7,0
Branquinho Branco 3,0
Roxinho Marron 0,5
Maratoa Marron 1,0
Gurguéia Marron 0,0
19,: Roxinho Marron 0,0
I Gurguéia Marron 8,0
Z 60,0 Evx 54-4E Marron 0,0
o TE-9736 9G-4 Branco 10,0
g Rouxinol Marron 0,0
Rouxinol Marron 0,0
Guaribas Branco 14,5
Maratoa Marron 1,3
Rouxinol Marron 0,5
Parnaiba Marron 0,0
TE 93-413 branco 71,0
TE 97-3696 branco 20,5
Tracuateua branco 0,0
Tracuateua branco 10,6
BRS Taquari branco 5,8
Tracuateua branco 0,0
Tracuateua branco 5,3
Tracuateua branco 3,3
< Tracuateua branco 9,0
o’ 820 Tracuateua branco 9,3
E ’ Tracuateua branco 3,3
Tracuateua branco 0,0
Tracuateua branco 7.0
Tracuateua branco 0,0
Tracuateua branco 43
Tracuateua branco 2,5
Monteriro branco 3,0
TE-413-1E-10 branco 8,5
TE 97-367g-2 creme 5,0

TE 97-367g-3 marrom 3,0



Tabela 5. Incidéncia de M. phaseolina em amostras de sementes e graos de
caupi produzidos em alguns estados do Brasil, safras 2000/01 e
2001/2002

Amostras com

. , Cor do a0
Estado M. ph(a;z;:ollna Cultivar tegumento Incidéncia (%)
Bentinho Marron 20,0
Travessia Marron 14,0
Olho de Peixe Marron 1,5
Epace 10 Marron 7,0
Bentinho Marron 33,0
g Bentinho Marron 28,0
E 100,0 gent!nho Marron 33,3
entinho Marron 14,3
E Epace 10 Marron 0,5
Epace 11 Marron 57,0
Epace 10 Marron 0,7
Epace 10 Marron 0,5
Travessia Marron 58,0
IPA206 Marron 17,0

IPA 206 Marron 0,0

Mulato Marron 0,0
Epace 11 Marron 1,5

Epace 10 Marron 0,0

C-B5 Branco 2,0

Canapu creme 0,0
O Balinha Marron 0,0
8 Paulistinha Marron 1,5
omn Canapuzinho Creme 1,0
<§E 52,6 IPA 206 Marron 0,0
pd Vita 7 Marron 0,5
% Epace 10 Marron 5,0
o Br 9 Longa Marron 2,0
Evx 66-5E Marron 0,0

IPA 206 Marron 0,7

IPA 207 Marron 1,5

Canapu Creme 0,0

Balinha Marron 0,5

Epace 10 Marron 0,0
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Tabela 5. Incidéncia de M. phaseolina em amostras de sementes e graos de
caupi produzidos em alguns estados do Brasil, safras 2000/01 e
2001/2002

Amostras com

Estado M. phaseolina Cultivar tcé:(;rucrj:ento Incidéncia (%)
(%)

Gurguéia Creme 0,0

Vinagre Marron 0,0

Guariba Branco 0,0

Tracuateua Branco 41,8

Gurguéia Branco 3,5

Monteriro Branco 33,0

TE 97-637 G-3 Branco 6,3

Tracuateua Branco 19,0

Tracuateua Branco 0,5

Tracuateua Branco 30,0

Tracuateua Branco 16,0

) Tracuateua Branco 0,0
< 440 Tracuateua Branco 9,5
o Rouxinol Marron 0,0
CnCx 409 Marron 0,0

Vagem roxa Creme 0,0

Bastiao Marron 0,0

Mulato Marron 0,0

Marronzinho Marron 6,0

Brancao Branco 0,0

Vita 7 Marron 0,0

Parnaiba Marron 0,0

Olho marron Branco 3,8

Rouxinol Marron 0,0

Monteiro Branco 0,0

Considerando a origem das amostras, a analise dos dados revelaram,
que as maiores incidéncias médias foram verificadas em amostras originadas
no Estado da Paraiba (20,4%), seguidas pelas do Para (8,16%), Piaui (6,84%)

e Bahia (6,13%) (Figura 7). Estes resultados, em parte, confirmam os dados
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encontrados por Oliveira (1981), nos quais M. phaseolina foi detectado em
quase todas as amostras analisadas, apresentando, aproximadamente, os
mesmos niveis médios de incidéncia. O fato de se verificar altas incidéncias em
amostras procedentes dos Estados da Paraiba e Piaui, pode ser explicado pela
prevaléncia da podridao cinzenta do caule em &areas sujeitas a seca e/ou
veranicos, durante o ciclo produtivo (Pio-Ribeiro & Assis Filho, 1997).
Relativamente a alta incidéncia como a que foi observada na cultivar
Tracuateua, tais valores foram também referidos por Athayde Sobrinho et al.

(1998), na cultivar Br 9 Longa, para as condi¢gdes do Estado do Piaui.
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Figura 7 — Incidéncia média de M. phaseolina em amostras de sementes
de caupi, conforme o Estado de origem das amostras

analisadas
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Analisando-se os dados relativos a incidéncia de M. phaseolina,
considerando aspectos da cor do tegumento, observou-se uma tendéncia de

maiores incidéncias em sementes que possuem tegumento branco (Figura 8).
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Figura 8 — Incidéncia média de M. phaseolina em amostras de sementes
de caupi produzidas na Regidao Norte e Nordeste do Brasil,

conforme cor do tegumento

Embora os dados venham indicar a tendéncia de que gendtipos com cor
de tegumento branco apresentem maior incidéncia do patégeno, mais estudos
deverao ser conduzidos com intuito de confirmar essa observacao, pois, uma
vez confirmado, tal conhecimento pode, inclusive, vir a ser usado como

marcador fenotipico de suscetibilidade ao patdégeno.
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5.4 Conclusdes

1.

O fungo M. phaseolina foi detectado em 62% das amostras de sementes
analisadas, estando presente nas amostras do estado da Paraiba
(100%), Para (82%), Bahia (75%), Maranhdo (60%), Pernambuco
(52,6%), Piaui (44%) e Ceara (16,7%).

Os maiores niveis de incidéncia média do patégeno foram detectados
nas amostras originadas dos Estados da Paraiba (20,4 %), Para (8,16%)
Piaui (6,84%) e Bahia (6,13%), sendo que o menor nivel encontrado foi

para amostras procedentes do Estado do Ceara (0,17%).

As sementes com tegumento branco apresentaram maior incidéncia de
M. phaseolina (9%), quando comparadas com as de tegumento marrom

(3%) e creme (1%).



6 EFEITO DE DISCOS FOLIARES DE DIFERENTES HOSPEDEIROS SOBRE
A ESPORULACAO DE Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Resumo

Este trabalho objetivou estudar o efeito de discos foliares de plantas de
caupi [Vignha unguiculata (L.) Walp.], trigo (Triticum aestivum L.) e milho (Zea
mays L.) sobre a esporulagdo do fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.
Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da
ESALQ/USP. O experimento foi montado em arranjo fatorial 2 X 5 (temperatura
X substrato de esporulagdo), com quatro repeticbes. A parcela experimental
constou de uma placa de Petri contendo meio BDA, sobre o qual foram
depositados seis discos de 15 mm de didmetro de folhas das espécies vegetais
mencionadas, sendo utilizadas as temperaturas de incubacgao de 25° C e 30° C,
em regime de luz fluorescente do dia continua. Como controles, empregaram-
se disco de papel de filtro e meio BDA, sem adigcdo de discos de qualquer
natureza. No centro de cada placa foi depositado um disco (0,4 cm de ) de
meio BDA colonizado pelo micélio M. phaseolina. A avaliagao foi realizada aos
nove dias de incubacdo, através da estimatva do numero de
conidios/discos/placa. Os dados foram submetidos a ANAVA, seguido de teste
de comparagao multipla de médias (Tukey) a 1% de probabilidade. A melhor
esporulagdo foi obtida em discos de trigo incubados a 25° C (42,6 x 10 3

conidios.mL™.disco™).
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Effect of foliar disks on Macrophomina phaseolina sporulation
Summary

The effect of foliar disks (15 mm diameter) of wheat (Triticum aestivum),
corn (Zea mays) and cowpea (Vigna unguiculata) on sporulation of
Macrophomina phaseolina (Tass.) Goid. causal agent of charcoal rot of cowpea
was studied. The fungal isolate was from Piaui State, Brazil, and the work was
carried out at the Seed Pathology Laboratory of S&o Paulo University
(ESALQ/USP), under growth chamber at two temperatures (25° C and 30° C)
and under continuous light conditions. The results showed (P < 0,01) that the
best conditions for sporulation were foliar wheat disk at 25°C, with 42,6 x 10 3

conidia. mL ".disks™.
6.1 Introducéao

O fungo Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid. é uma espécie
mitosporica, sendo a unica representante do género Macrophomina (Subdiviséo
Deuteromycotina, Classe Deuteromycetes, Subclasse Coelomycetidae, Ordem
Sphaeropsidales, Familia Sphaeropsidaceae) (Sutton 1980; Menezes & Oliveira
1993). Constitui-se em um patégeno severo, que ataca uma ampla gama de
espécies cultivadas, incluindo milho (Zea mays L.), soja [Glycine max (L.)
Merril], gergelim (Sesamum indicum L.), amendoim (Arachis hypogea L.), feijao
(Phaseolus vulgaris L.), caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], entre outras
(Machado, 1980; Sinhg et al., 1990; Mihail, 1992).

Em plantas de caupi, o fungo causa a doenga conhecida como podridao
cinzenta do caule, podendo, de acordo com Rodrigues et al. (1997), ocorrer em
diferentes fases de crescimento da planta. Nas condicdoes do Nordeste
brasileiro, Ponte (1996) e Athayde Sobrinho et al. (2000) destacam que a

doenca se manifesta inicialmente no colo, atingindo, posteriormente, a raiz
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pivotante e as partes superiores do caule e ramos primarios, onde sao
observadas lesdes acinzentadas, difusas, de aspecto umido, que evoluem para
intensa podriddo dos tecidos. Dependendo da severidade, pode ocorrer a
desagregacao total ou parcial do parénquima e feixe vascular, resultando em
amarelecimento generalizado, murcha, seca e morte das plantas. Na superficie
das lesdes, normalmente, sao verificados inumeros corpos de frutificacao
escuros (picnidios), em contraste com o fundo acinzentado que permeia toda a
lesdo (Mathur, 1967; Kulkarni & Patil, 1968). Todavia, a producédo destas
estruturas, em meios artificiais de cultivo, ndo tem sido obtida com frequéncia,
salvo para alguns isolados (Ashworth, 1959; Dhingra & Sinclair, 1978).

Trabalhos relacionados com o comportamento reprodutivo de fungos
tém demonstrado que muitas espécies transmitidas por sementes, quando
isoladas e cultivadas artificialmente, perdem, com frequéncia, a capacidade de
esporulagao (Srinivasan et al., 1971).

Um dos artificios empregados, visando contornar o problema, tem sido o
uso de extratos ou partes de plantas hospedeiras (fragmentos de folhas,
caules, raiz etc.) adicionados ao meio de cultura (Ostazeski, 1964; Goth &
Ostazesk, 1965; Srinivasan et al., 1971). Em muitos casos, a iniciativa tem
conseguido éxito, embora, em certas situag¢des, tal recurso tenha se mostrado
ineficaz (Dhingra & Sinclair, 1978). Chidambaram & Mathur (1975), utilizando
isolados de M. phseolina provenientes de diferentes hospedeiros, compararam
meios contendo folhas de alguns cereais e obtiveram resultados promissores
quanto a producdo de picnidios férteis. Nessa mesma linha de trabalho,
Machado (1980) induziu, em alguns isolados, maiores taxas de producdo das
referidas estruturas sobrepondo papel de filtro ao meio agarizado.

O substrato de crescimento, o fotoperiodo e a qualidade da luz foram
fatores destacados por Chidambaram & Mathur (1975), como interferentes no
processo reprodutivo de M. phaseolina. Os autores conseguiram maiores taxas
de producgédo de picnidios quando colocaram as col6nias fungicas em meio

agarizado contendo folhas de trigo e sob luz com comprimento de onda
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proximo ao ultravioleta (near ultraviolet light-NUV). Eles observaram, ainda, que
tais tratamentos estimularam a reprodu¢do da maioria dos isolados, embora
alguns nao tenham respondido de forma positiva.

Dhar et al. (1991) corroboraram a importancia do fator luz na
esporulacdo. Estes autores verificaram que as maiores taxas foram obtidas sob
exposicao diaria de 12 horas luz/12h escuro, durante todo o periodo de
incubagcdo, e que um ligeiro aumento na duragdo do periodo escuro foi
suficiente para inibir o processo de esporulagdo. Machado (1980) demonstrou
que referido processo foi igualmente estimulado, tanto na condigdo de claro
continuo, quanto em alternancia luminosa com fotofase de 12 horas. O autor
destacou, ainda, que alguns isolados somente conseguiram esporular quando
submetidos a condig¢ao de luz continua.

A importancia da producdo de picnidios férteis em condi¢cdes
experimentais é inquestionavel (Lutrell, 1946), sobretudo quando se busca
realizar estudos relacionados a patogenicidade do fungo (Walker 1965), bem
como identificar e desenvolver fontes de resisténcia a doenga por ele
provocada. Athayde Sobrinho et al. (2003) destacaram a dificuldade encontrada
nas inoculagdes de plantas de caupi, tanto para avaliar patogenicidade dos
isolados, como para a identificagado de fontes de resisténcia em V. unguiculata
a M. phseolina, devido a auséncia de produgdo de conidios em cultivos
artificiais. As tentativas levadas a efeito, usando suspensao de micélio e/ou
esclerocios do fungo, ndo se mostraram eficazes.

Assim, o presente trabalho objetivou estudar o efeito da temperatura e
da superposi¢ao, ao meio de cultura BDA, de discos foliares de plantas de
caupi (V. unguiculata), trigo (T. aestivum) e milho (Z. mays), sobre a
esporulagdo do fungo M. phaseolina, com vistas a subsidiar estudos
posteriores relativos a patogenicidade, identificacdo de fontes de resisténcia e

ao controle da podridao cinzenta do caule.



69

6.2 Material e Métodos

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Patologia de
Sementes do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola
da ESALQ/USP, em Piracicaba, SP.

Empregou-se, no presente estudo, o isolado MP 002, obtido a partir de
sementes de caupi, cultivar Fradinho, procedente do Estado do Piaui, e
refratario a esporulagdo em meios artificiais de cultivo.

O experimento foi montado em arranjo fatorial 2 X 5 (temperatura X
substrato de esporulacdo) com quatro repeticbes. A parcela experimental
consistiu de uma placa de Petri contendo meio BDA sobre o qual foram
depositados seis discos de 15 mm de didmetro de folhas de caupi (V.
unguiculata), trigo (T. aestivum) e milho (Z. mays), sendo utilizadas as
temperaturas de incubacédo de 25° C e 30° C, em regime de luz continua. A
fonte luminosa empregada constou de lampadas fluorescentes brancas do tipo
luz do dia.

Nos controles, empregaram-se disco de papel de filtro e também meio
BDA, sem adicao de discos de qualquer natureza. No centro de cada placa foi
depositada uma porcao de 0,4 cm de diametro de meio BDA colonizado por
micélio fungico, obtido a partir de uma cultura pura com quatro dias de idade de
um isolado de M. phseolina, cultivado sob regime de alternéncia luminosa (12
horas escuro e 12 horas luz).

Definidos os tratamentos, o material foi incubado em camara de
crescimento (BOD), marca Tecnal, modelo EP-Il, com controle de fotoperiodo e
temperatura.

A avaliagdo foi realizada aos nove dias de incubagéo, retirando-se os
discos de cada tratamento, macerando-os em 2,5 mL de agua destilada, para a
liberagdo e ulterior estimativa do numero de conidios. Esses dados foram

obtidos através da estimativa da média do numero de conididsporos presentes
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em cada um dos dois campos da camara de Neubauer, apds prévia filtragem
do material coletado.

Para efeito de analise estatistica, os dados relativos a esporulagao
foram transformados em log (x+1), sendo as médias comparadas por meio do
teste de Tukey a 1% de probabilidade, conforme Pimentel Gomes (1985).
Referida analise foi realizada com o auxilio do procedimento PROC ANAVA do
SAS (SAS Institute Inc. 1992).

6.3 Resultados e Discusséo
A analise de variancia revelou efeito altamente significativo (P < 0,01)
dos fatores temperatura, discos foliares, bem como da interacdo entre esses

sobre a esporulacéo de M. phaseolina (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da analise de variancia para esporulagédo de Macrophomina

phaseolina sob diferentes substratos (discos) e temperaturas

Valor

Fonte de GL SQ QM P >F
Variagao F
Temperatura 1 26,03 26,03 43,28 0,0001
Disco 4 99,11 24,78 41,20 0,0001
Temp. x disco 4 26,98 6,74 11,21 0,0001
Residuo 30 8,04 0,60
Total 39 160.16

Os valores apresentados na Tabela 7 mostram que o fator temperatura,
independentemente do fator disco, afetou significativamente a capacidade de
esporulagado do fungo. Assim, as maiores taxas de esporulagao foram obtidas a
temperatura de 25° C (15,9 x 10° conl'dios.mL'1.disco'1), valor significativamente

superior aos obtidos a 30° C (7,9 x 10° conidios.mL™".disco™).
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Tabela 7. Influéncia da temperatura e da superposicao de discos foliares ao

meio BDA, sobre a esporulagdo de Macrophomina phaseolina

N° conidios (x 10°.mL".disco™)""

Tratamento Temperatura (° C) Média
25 30

Disco trigo 42,6 Aa 39,1 Ba 40,85 A
Disco milho 34,8 Ab 0,0 Bb 17,40 B
Disco caupi 1,95 Abc 0,0 Ab 0,97 BC
Sem disco (BDA) 0,39 Acd 0,37Ab 0,38 CD
Disco papel 0,0 Ad 0,0Ab 0,00 D
Média 15,9 A 79B

' Médias de quatro repeticdes/tratamento. Médias seguidas de mesma letra
(minuscula na vertical e maiuscula na horizontal) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Embora ndo tenham sido encontrados na literatura trabalhos voltados
especificamente para a determinacado da temperatura 6tima de esporulacao de
M. phaseolina, os dados obtidos no presente trabalho sao ratificados, em parte,
pela existéncia de um consenso em torno do qual o fungo esporula melhor em
faixas de temperaturas mais amenas. Isso foi demonstrado em trabalhos
conduzidos por Dhar et al. (1991), onde a produgdo de picnidios férteis, de
quatro isolados de M. phaseolina, foi mais facilmente obtida quando foram
empregadas temperaturas inferiores a 30°C. Rodrigues et al. (1997) também
destacaram que maiores taxas de fertilidade de picnidios foram conseguidas
quando o fungo foi cultivado a 25°C.

Ashworth (1959) e Watanabe (1972), estudando alguns aspectos

relacionados com a fisiologia do fungo, concluiram que as melhores taxas de
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esporulagdo sao conseguidas quando o mesmo € cultivado em condigbes
ambientes, em que sao verificadas flutuagdes diarias da temperatura.

Considerando-se o fator disco isoladamente, observa-se que as maiores
taxas de esporulagado (P<0,01) foram conseguidas com discos de folhas de
trigo (40,85 x 10° com’dios.mL'1.disco'1), que foram superiores aquelas obtidas
com discos de milho (17,40 x 10° conl'dios.mL'1.disco'1) e de caupi (0,97 x 10°
conidios.mL™".disco™), os quais n&o diferiram entre si. O efeito dos discos de
folhas de caupi foi, por sua vez, semelhante a testemunha, sem disco (BDA), o
qual mostrou-se semelhante ao efeito obtido com disco de papel (Tabela 7).
Resultados similares a estes foram obtidos por Chidambaram & Mathur (1975).
Os autores, estudando o efeito do emprego de folhas de trigo, aveia, cevada,
sorgo e milheto, adicionado ao meio de cultivo, concluiram que, para alguns
isolados, as maiores taxas de producdo de picnidios foram também
conseguidas com o emprego de folhas de trigo.

A superioridade apresentada pela presenca de folhas de trigo no meio
pode estar relacionada, em parte, aos requerimentos nutricionais especificos a
reproducdo (Cochrane, 1958; Griffin, 1994). Provavelmente, as folhas desse
cereal contém certos atributos nutricionais (vitaminas e/ou hormdénios) que
estimulam o processo reprodutivo do fungo (Hawker, 1957). A esse respeito,
Lilly & Barnett (1951) destacam que muitos fungos, quando cultivados em
substratos naturais, tém a sua disposicdo certas substancias que podem, as
vezes, atender especificidades nutricionais exigidas na reproducdo de forma
mais eficiente que os meios sintéticos ou semi-sintéticos.

Um aspecto merecedor de destaque, diz respeito a possibilidade de o
fungo ser estimulado a se reproduzir sobre os discos de folhas e de papel de
filtro devido a repostas relacionadas ao tigmotropismo, em fungao do substrato.
Assim, Reis (1973) e Rodrigues et al. (1997b) referem que o papel de filtro pode
funcionar alterando a topografia do meio, de forma a aumentar a superficie de
contato, incrementando a esporulagdo. Por sua vez, Machado (1980) sugere

que o aumento da esporulagado verificado, nesse caso, pode ser devido a
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utilizacdo da celulose pelo fungo. Tais assertivas, todavia, mostram-se pouco
consistentes para justificar os resultados obtidos neste trabalho, devido a
auséncia de esporulacao verificada nos tratamentos papel de filtro e folhas de
milho e caupi a 30°C (Tabela 7). Supbe-se, todavia, que nesses tratamentos,
além de ocorrer idénticos estimulos tigmotréficos, estdo disponiveis também
significativas quantidades de celulose.

Por outro lado, o fenbmeno parece ser mais bem explicado por Hawker
(1957) e Hawker (1966), quando se refere a um comportamento diferencial
mostrado por fungos da ordem Sphaeoropsidales, ao serem submetidos a
flutuacdes na qualidade nutricional do meio de cultivo. O autor afirma que a
transferéncia do fungo de um meio nutricionalmente rico para um outro mais
pobre, tem-se mostrado efetivo em estimular a esporulagao, devido a um ligeiro
“‘choque” nutricional. Isso pode explicar, em parte, o fenbmeno verificado neste
trabalho. O fungo, ao crescer sobre o meio BDA, nutricionalmente rico e com
alta disponibilidade de nutrientes, foi estimulado a desenvolver-se
vegetativamente, sem necessidade de se reproduzir. Quando o mesmo, pelo
seu crescimento natural, atinge os discos, passando a nutrir-se a partir desse
substrato, onde os nutrientes, provavelmente, encontram-se pouco disponiveis,
ocorre entdo a referida transigdo e, nesse caso, o fungo é estimulado a
desencadear seu processo reprodutivo. O autor enfatiza, ainda, que mudancas
bruscas podem nao ser efetivas para desencadear a reproducdo, o que pode
explicar a auséncia de esporulacdo observada nas folhas de papel, milho e
caupi acima destacada. Esse comportamento parece estar também apoiado
nos principios de Klebs (Griffin, 1994) quando afirma, entre outros aspectos,
que o processo reprodutivo dos fungos é dependente da exaustdo de
nutrientes.

Analisando-se os dados do ponto de vista da interagcdo discos versus
temperatura, observa-se que as maiores taxas de esporulacdo foram
verificadas quando, ao meio BDA, foram adicionados discos de folhas de trigo.

Os resultados revelaram valores de 42,6 e 39,1 X 10° conl'dios.mL'1.disco'1,
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respectivamente, para as temperaturas de 25° C e 30° C, sendo
significativamente superiores aos demais tratamentos. Esses resultados estao
de acordo com os de Chidambaram & Mathur (1975), onde as maiores taxas de
esporulagao foram obtidas quando, ao meio, foram adicionados fragmentos de
folhas de trigo, aveia e cevada, com énfase para o emprego de folhas de trigo.

Os resultados mostraram, ainda, que discos de folhas de milho, quando
submetidos a temperatura de 25° C, também podem estimular a esporulagao
do fungo a um nivel préximo ao obtido com folhas de trigo. Tais resultados
demonstram que a interagao folha de milho versus temperatura de 30° C ¢,
sobremodo, desfavoravel a esporulagdo. A afirmacéo de Hawker (1957) pode
explicar o fenbmeno. O autor afirma que a temperatura, interagindo com outros
fatores externos, pode mascarar ou alterar a natureza de seu efeito sobre o
fendbmeno. Hawker (1957) demonstrou que a temperatura o6tima para a
formacdo de peritécio em Sordaria fimicola & significativamente mais baixa
quando, no meio de cultura, a fonte de carbono disponivel é glicose, ao invés
de sacarose.

Assim, na combinacao folhas de milho versus temperatura de 30° C na
qual a esporulagao foi zero, diferentemente de 25° C (34,80 x 10° conidios.mL"
1.disco'1), pode ter ocorrido um fendmeno parecido ao verificado com S.
fimicola.

A Figura 9 mostra detalhes da formagéo de picnidios e microesclerdcios
sobre os diferentes substratos comparados. Em discos de folhas de trigo,
observou-se que os picnidios apresentaram-se com maior dimensao e mais
individualizados, mostrando pouca ou nenhuma formagao de microesclerécios,
indicando, assim, que as condi¢cbes foram favoraveis a esporulacdo. Sobre
BDA foram observadas abundantes quantidades de microesclerocios e
insignificantes quantidades de picnidios, cuja presenca justifica o aparecimento

de alguns conidios (0,58x 10° conidios.mL™.disco™), mostrados na Tabela 7.
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Figura 9 - Detalhe da formacgéao de picnidios (seta clara) e microesclerécios

(seta escura) sobre diferentes substratos: A — Papel; B — BDA; C
— Milho ; D — Trigo; E — Caupi

6.4 Conclusbes

1. A temperatura de 25° C proporcionou valores significativamente mais
elevados de esporulagdo de M. phaseolina (15,7 x 10° conidios.mL
! disco™).

2. A superposicdo de discos de folhas de trigo ao meio BDA foi
responsavel por niveis significativamente maiores de esporulagao de M.

phaseolina (40,45 X 10° conidios.mL™".disco™).

3. Os maiores indices de esporulagao foram obtidos com a combinagao de
discos de folhas de trigo com temperatura de 25° C (42,6 x 10°

conl’dios.mL'1.disco'1.).



7 CONTROLE DE Macrophomina phaseolina EM CAUPI ATRAVES DA
APLICAC,‘AO DE INDUTORES DE RESISTENCIA NAS SEMENTES

Resumo

Sementes de caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.], tratadas com
acibenzolar-S-metil (ASM), quitosana e com um produto originado de rocha
silicatada micronizada (PSiM), foram semeadas juntamente com gréos de arroz
infectados com Macrophomina phaseolina visando ao controle da podridao
cinzenta do caule, uma das mais importantes doencgas fungicas da cultura. O
tratamento a base de ASM (25 ppm) mostrou-se efetivo em induzir resisténcia e
controlar a doenca. Os demais produtos mostraram-se ineficazes. Os
resultados indicaram a possibilidade do uso da resisténcia induzida como uma
alternativa de controle da doencga através do tratamento de sementes, por
potencializar respostas de defesa na fase inicial de desenvolvimento das
plantulas, bem como por manter um bom nivel de controle residual da doenca

até os 40 dias apos a emergéncia.

The control of Macrophomina phaseolina in cowpea through the

application of resistance inducers in the seeds

Summary

The cowpea seeds [Vigna unguiculata (L.) Walp.], treated with

acibenzolar-S-methyl (ASM), chitosan and silicate product originated from
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micronized rock (PSiM) were sowed together with the rice grains infected by
Macrophomina phaseolina aiming at to control the charcoal rot disease, one of
the most important fungal diseases of the crop. The treatment based on the
ASM (25ppm) shown effective in inducing the resistance and controling the
disease. The other products were ineffective. The results have pointed out the
possibility of using the using the induced resistance as an alternative to control
the disease though the seeds treatment, by potentializing of the defense
responses in the initial phase of the seedling development, as well as to
maintain a good level of residual control of the disease until the 40 days after

germination of seeds.

7.1 Introducéao

A podriddo cinzenta do caule, causada por Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid., € uma das mais importantes doengas fungicas do caupi (Rios
1988). Por se tratar de um patégeno eficientemente transmitido pelas sementes
e com uma ampla capacidade de sobrevivéncia no solo, constitui-se em um
importante fator limitante a expansdo dos rendimentos da cultura. Dados do
Levantamento Sistematico da Produgao Agricola (2002) indicam rendimento
médio da cultura oscilando em torno de 332 kg/ha, muito abaixo do rendimento
potencial da espécie, que supera os 2500 kg/ha (Cardoso et al., 1995; Freire
Filho et al., 1997; Cardoso et al., 2000).

Para o controle da doenca, em outros patossistemas, tem sido
recomendado o uso de fungicidas e de cultivares resistentes. Para o caupi,
sequer existem fungicidas registrados, o que representa uma séria limitagao.
Dessa forma e em fungdo do perfil do produtor de caupi (Frota & Pereira,
2000), pouco afeito a adogcdo de medidas sanitizantes tradicionais em seu
sistema de producdo, o controle das principais doengas da cultura deve ser o

mais natural possivel.
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Diante dessa realidade, para efetivamente impactar as praticas de
manejo das doengas da espécie, o passo inicial € avaliar e estimular o uso de
medidas naturais de controle, que apresentem baixo risco. Entre elas destaca-
se o0 uso de agentes indutores de resisténcia, os quais, conforme Pascholati &
Leite (1995), constituem-se em substancias quimicas, fatores fisicos e
microrganismos (viaveis ou inativados) que possuem a capacidade de estimular
os varios mecanismos de defesa das plantas. Preferivelmente, estes indutores
deverao apresentar agao sistémica e efeito prolongado, de facil uso e de baixo
risco de intoxicagdo humana e contaminagao ambiental.

Diversas substancias naturais ou sintéticas, dotadas da capacidade de
estimular a resisténcia induzida, vém sendo utilizadas no controle de agentes
de doengas em varios patossistemas (Moraes, 1998; Cavalcanti, 2000; Oliveira
et al., 2004). Dentre as sintéticas destacam-se o acido salicilico (AS), o acido
2,6-dicloroisonocotinico (INA) (Kessmann et al., 1994) e, especialmente, uma
molécula bastante estudada, derivada do acido salicilico, acibenzolar-S-metil
(ASM) (Kessmann & Ryals, 1996), a qual vem sendo usada comercialmente no
manejo de varias doengas. Representando as moléculas naturais, maior énfase
tem sido dada aquelas derivadas de parede celular de patdégenos, como
glucanas, quitina (e seus derivados), glicoproteinas e peptideos (Hann, 1996).

Um outro grupo de substancia é representado pelos silicatos naturais,
derivados de rochas magmaticas, ou de escorias originadas de siderurgia, os
quais, por possuirem silicio em sua composicdo, vém sendo, atualmente,
bastante estudados por sua capacidade de controlar doencas de plantas
(Cherif et al., 1992; Samuels et al., 1994) e de promover resisténcia induzida
(Pozza et al., 2004).

Nao obstante a existéncia de inumeros estudos voltados aos aspectos
tedricos e praticos do uso da resisténcia induzida em muitos patossistemas
(Benhamou et al., 1994; Sticher et al., 1997; Cavalcanti, 2000; Oliveira et al.,
2004; Pozza et al., 2004), os trabalhos especificamente relacionados ao uso da

resisténcia induzida na cultura do caupi sdo bastante escassos. A Unica
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referéncia encontrada trata-se do trabalho de Latunde-Dada & Lucas (2001),
em que os autores verificaram respostas efetivas de defesa das plantas,
consequentes a aplicacao de ASM em sementes de caupi. Todavia, o volume
de informacgdes atualmente disponivel é suficiente para sustentar a hipotese de
uma provavel eficacia do uso estratégico da resisténcia induzida no controle de
doencas da cultura, notadamente a podridao cinzenta do caule.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
aplicagdao de indutores de resisténcia, via semente, no controle de M.

phaseolina em caupi.

7.2 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de Sementes e em
casa de vegetacado do Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP, em Piracicaba-
SP. Foram utilizadas sementes de caupi (V. unguiculata) cv. Br-17 Gurguéia e
um isolado de M. phaseolina MP103, obtido de sementes de caupi originarias
do Estado do Piaui.

Os produtos testados como indutores foram: acibenzolar-S-metil - ASM
(25 ppm); produto silicatado derivado de rocha magmatica micronizada (PSiM -
1500 ppm) e quitosana (25 ppm), ordenados em delineamento em blocos ao
acaso com oito tratamentos (Testemunha inoculada — MP, ASM, ASM+MP,
PSiM, PSiM+MP, quitosana, quitosana+MP e testemunha absoluta -H,O) e
cinco repetigdes.

A aplicagdo do ASM e quitosana consistiu na imersdo parcial das
sementes em suspensao aquosa por 24 e 8 horas, respectivamente. O PSiM,
formulacdo po-seco, foi aplicado diretamente sobre as sementes, as quais
foram previamente umedecidas com agua estéril (2 mL de agua/100 g de
sementes). A parcela experimental constou de um vaso plastico, contendo seis
litros de solo arenoso esterilizado, nos quais foram mantidas seis plantas/vaso

até a conclusao do experimento.
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O inéculo foi representado por cinco grédos de arroz colonizados com o
isolado fungico, o qual foi cultivado sobre grdos de arroz em casca
esterilizados, durante 15 dias, em camara de crescimento para B.O.D, sob
fotofase (12 horas luz branca fluorescente/escuro) a 25°C de temperatura. A
inoculagdo foi realizada imediatamente apés a semeadura e constou da
deposi¢cado direta do indéculo sobre as sementes, conforme metodologia
modificada de Abawi & Pastor-Corrales (1990).

Avaliaram-se a percentagem de emergéncia total e de plantulas sadias,
aos 12 dias apos o inicio da emergéncia das pléantulas, bem como a severidade
da doenca. Este ultimo paradmetro foi avaliado a cada dez dias, a partir dos 12
dias apdés emergéncia, até aos 52 dias, quando se verificou a completa
estabilizacdo do progresso da enfermidade. Para tanto, empregou-se uma
escala de notas, adaptada de Abawi & Pastor-Corrales (1990), com variagéao de
1 a9, onde 1 = auséncia de sintomas visiveis; 3 = discreta lesdo necrética a até
10% do hipocdtilo com lesdes superficiais; 5 = aproximadamente 25% do
hipocoétilo apresentando lesbes necréticas; 7 = aproximadamente 50% do
hipocotilo lesionado, com percepgao discreta das estruturas fungicas e 9 =
aproximadamente 75% ou mais dos tecidos do hipocétilo apresentando lesoes,
sendo observado intenso crescimento fungico. Os dados de severidade foram
utilizados para o calculo da area abaixo da curva de progresso da doenca
(AACPD), conforme metodologia de Campbell & Madden (1990). Os dados
obtidos a partir da AACPD e os resultantes da avaliagao de percentagem de
emergéncia total e percentagem de emergéncia de plantulas sadias foram
submetidos a analise de variancia, seguido do teste de Tukey para comparagao
das meédias. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
procedimento PROC ANAVA do SAS (SAS Institute Inc. 1992).
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7.3 Resultados e Discussao

Os dados de percentagem de emergéncia total e de plantulas sadias
obtidos aos 12 dias foram suficientes para discriminar o efeito dos tratamentos
(Tabela 8). A analise de variancia dessas variaveis detectou diferengas

significativas (P<0,05) entre os diferentes indutores avaliados.

Tabela 8. Percentagem de emergéncia total e de plantulas sadias de caupi,
obtidas de sementes tratadas com trés indutores de resisténcia e

desafiadas por M. phaseolina, sob condi¢gdes de casa de vegetacgao

Tratamento Emergéncia (%)’ Plantulas sadias (%)’
Testemunha absoluta (H,0) 98,0 a 100,0 a
ASM 84,0 a 100,0 a
PSiM 98,0 a 100,0 a
Quitosana 86,0 a 100,0 a
Testemunha inoculada (MP) 76,0 ab 0,0 ¢
ASM + MP 84,0 a 64,8 b
Quitosana + MP 54,0 bc 72 c
PSiM + MP 440 ¢ 00 ¢
CV (%) 16,5 7,2
DMS 25,8 8,6

" Médias de cinco repeticdes; médias seguidas de mesma letra, na vertical, ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com relagéao a percentgem de plantulas emergidas, observou-se que o
tratamento com ASM+MP foi o que possibilitou os melhores niveis, cujos
valores nao diferiram significativamente da testemunha absoluta (H,O), nem
dos demais tratamentos nao inoculados. Esses dados mostram o efeito positivo
do ASM, provavelmente estimulando o sistema de defesa vegetal, com o

consequente controle do patdogeno nas fases iniciais do desenvolvimento das
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plantulas (Capitulo 8). Resultados semelhantes foram obtidos por Latunde-
Dada & Lucas (2001), ao induzirem resisténcia em caupi contra Colletotrichum
destructivum, através da aplicagdo do ASM as sementes.

Os dados relativos aos tratamentos com PSIM+MP e quitosana+MP
mostraram que ambos produtos foram ineficazes, uma vez que provocaram
uma reducgao significativa da taxa de emergéncia de plantulas, cujos valores se
assemelharam ao da testemunha inoculada com o patégeno sem indutor.
Nesses tratamentos foi verificada presenga de M. phaseolina causando morte
de sementes e de plantulas em pré-emergéncia.

Com relacdo a percentagem de emergéncia de plantulas sadias,
observou-se comportamento semelhante ao verificado para percentagem de
emergéncia total, onde o ASM+MP mostrou-se superior aos demais
tratamentos inoculados, embora tenha apresentado valores significativamente
menores que os revelados pela testemunha absoluta. Aos 12 dias apds a
emergéncia, todas as plantulas dos tratamentos MP e PSiM+MP apresentaram-
se doentes, cujos resultados foram semelhantes aos de quitosana+MP.

A auséncia de eficacia demonstrada pelo tratamento PSiM+MP pode ser
explicada pela dose empregada sobre as sementes (1500 ppm), a qual, apos a
semeadura, pode ter sido reduzida por diluicdo na solugao do solo, tornando-se
consequentemente inefetiva. Em outras interagdes, o emprego de silicio tem
apresentado respostas favoraveis. E o caso, por exemplo, do patossistema
Sphaerotheca fuliginea-pepino, em que a aplicacéo de silicio mostrou-se efetiva
nas doses 1000 ppm, em pulverizacéo foliar, e 100 ppm em solugao nutritiva
(Menzies et al., 1991). Da mesma forma, o tratamento com quitosana néao
apresentou controle do patogeno. Isto pode estar associado a pouca
especificidade verificada na relagdo Macrophomina-caupi. Por ser M.
phaseolina um patdgeno polifago (Dinghra & Sinclair, 1978), provavelmente os
monémeros de quitosana liberados apdés o contato do produto com as
sementes/plantulas, ndo foram capazes de elicitar respostas do hospedeiro.

Esta auséncia de reconhecimento pelos sistemas de defesa da planta-alvo,
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viabilizou a manifestacdo da doencga, distintamente do que ocorreria nas
relagdes incompativeis. Diferentes aspectos de sinalizacdo e de especificidade
das relagdes patogeno-hospeiro, que determinam reagdes de resisténcia e
suscetibilidade, tém sido destacados por diversos autores (Crute et al., 1997;
Vidhyasekaran, 1997; Lucas 1998). Dessa forma, quanto maior a
especializagdo patogénica, mais refinado € o sistema de sinalizagdo via
elicitores, e mais eficientemente ocorrem os fenbmenos de
reconhecimento/expressao de defesa por parte do hospedeiro (Crute et al.,
1997)

Vale destacar que nao foi observado efeito fitotéxico sobre sementes e
plantulas resultante da aplicacdo de nenhum dos indutores, uma vez que o0s
valores de percentagem total de emergéncia obtidos para ASM, PSIM e
quitosana ndo diferiram significativamente da testemunha absoluta (Tabela 8).
Em algumas situagdes, a aplicagdo de ASM em sementes pode provocar
fitotoxidez dose-dependente. Latunde-Dada & Lucas (2001) observaram
acentuada redugido no porte de plantulas de caupi originadas de sementes
tratadas com solucdo de 25 ppm de ASM e correlacionaram essa reagao ao
efeito tdéxico do produto, ndo sendo verificado igual comportamento nas plantas
tratadas com doses menores (5, 10 e 15 ppm).

As Figuras 10 e 11 apresentam, respectivamente, os dados relativos a
severidade da podriddo cinzenta do caule do caupi aos 52 dias apo6s a
emergéncia e a area abaixo da curva de progresso da doenga (AACPD). Tal
qual verificado para as variaveis percentagens de emergéncia total e de plantas
sadias, o ASM foi o produto que possibilitou os menores valores de severidade
da doencga, os quais mostraram-se semelhantes aos da testemunha absoluta.
Isso revela um controle efetivo da doencga e, se manifestado em condi¢cbes de
campo, viabilizara, na pratica, o controle da doenga por meio da inducédo de
resisténcia, via tratamento de semente.

A analise temporal do progresso da doenga, expressa pela AACPD

(Figura 11), permitiu inferir que o produto possui um razoavel efeito residual, na
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medida em que garantiu niveis baixos da doenca até aos 52 dias, quando se

observou uma

tendéncia a estabilizagcdo do avango da enfermidade.

Severidade
N W N ()] (o)} ~

o =

Tabs ASM+MP Quito + MP MP PSiM + MP

Figura 10 - Severidade da podriddo cinzenta do caule em plantas de caupi

originadas de sementes tratadas com trés indutores de resisténcia
(Tabs=Testemunha absoluta; MP=M. phaseolina; Quito=quitosana;
PSiM=Produto silicatado micronizado)

AACPD

Figura 11 — Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACCP) da

podriddo cinzenta do caule em plantas de caupi originadas de
sementes tratadas com trés indutores de resisténcia (DAl-dias
apés inoculacdo; Tabs=Testemunha absoluta; MP=M.
phaseolina; Quito=quitosana; PSiM=Produto silicatado

micronizado)
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Durante a condugao deste estudo foi verificada significativa diferenga na
severidade entre os tratamentos com ASM (plantas induzidas) e planta nao
induzida e inoculada (MP). As plantas tratadas com o indutor apresentaram-se
mais vigorosas. Reducédo da severidade foi também destacado por Latunde-
Dada & Lucas (2001) em plantas de caupi oriundas de sementes tratadas com

ASM e desafiadas com C. destructivum.

7.4 Conclusdes

1. O fungo M. phaseolina pode ser eficientemente controlado pela aplicagao,
via sementes, de acibenzolar-S- Metil (ASM), na concentragdo de 25 ppm

doi.a.

2.0 controle de M. phaseolina foi verificado tanto pela reducdo da
incidéncia (emergéncia de plantas sadias) quanto pela redugdo da

severidade.

3.ASM apresentou expressivo efeito residual até 52 dias apdés a

emergéncia.

4.0Os indutores quitosana e PSiM, nas doses e condigdes avaliadas, nao

controlaram o patégeno.



8 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE ENZIMAS INDUZIDAS POR
ACIBENZOLAR-S-METIL NO PATOSSISTEMA CAUPI X Macrophomina

phaseolina

Resumo

Sementes de caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.), tratadas com
acibenzolar-S-metil (ASM), foram inoculadas com Macrophomina phaseolina,
agente causal da podridao cinzenta do caule, visando identificar o efeito desta
molécula na expressdo da resisténcia induzida, através da alteragdo na
atividade das enzimas fenilalanina aménia-liase (FAL), peroxidases, quitinase e
3-1,3-glucanase. Os resultados mostraram que a atividade das enzimas FAL,
peroxidase e quitinase foi afetada pela aplicacdo de ASM. De uma maneira
geral, observaram-se menores niveis de atividade das enzimas FAL,
peroxidase e quitinase nos tratamentos inoculados com M. phaseolina. As
alteragdes na atividade das enzimas estdo relacionadas aos mecanismos de
defesa e/ou a espectos relativos ao crescimento e nutricdo dos tecidos
vegetais. Dessa maneira o ASM apresenta potencial para ser usado, via

tratamento de sementes, no controle de M. phaseolina.

Defense responses to mediated by acibenzolar-S-methyl in the cowpea X

Macrophomina phaseolina pathosystem

Summary
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The cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp.) seeds treated with
acibenzolar-S-methyl (ASM) were inoculated with Macrophomina phaseolina to
study its effect on plant response based upon the activity of the enzymes
phenylalanine ammonia-lyase (PAL), peroxidase, chitinase and [-1,3-
glucanase. The results showed that ASM enhanced PAL, peroxidase and
chitinase activity. Thus, ASM might act on the host pathogen interaction

between cowpea and M. phaseolina as a resistance induced.

8.1 Introducéao

O éster do acido benzo (1,2,3) tiadiazole-7-carbotidico (ASM) tem sido
apontado como um dos mais promissores indutores de resisténcia vegetal
(Gorlach et al., 1996; Kunz et al., 1997), sendo o primeiro produto comercial de
uma nova geragdo de protetores de plantas (Lyon & Newton, 1997). Esta
substancia vem sendo empregada como indutor de resisténcia em varias
culturas de interesse agricola, o qual tem se mostrado mais eficiente na
indugcdo de resisténcia que o acido saliciico (AS) e o éacido 2,6,
dicloroisonicotinico (INA), além de apresentar baixa toxidez (Gorlach et al.,
1996; Kunz et al., 1997).

Jacobsen & Kiewnick (1998) observaram uma redug¢do na severidade de
mancha de Cercospora em plantas de beterraba quando da aplicagao foliar de
ASM. Em trigo, foi observada significativa protecdo contra o fungo Blumeria
graminis, onde se conseguiu, apos uma unica aplicagao do produto, atraso no
estabelecimento da epidemia (Stadnik & Buchenauer, 1999). Respostas
semelhantes foram observadas na mesma cultura para Septoria spp. e
Puccinia spp. (Venancio et al., 2000). Na interagdo café — Hemileia vastatrix, o
ASM conferiu significativa protegdo contra o patdogeno (Guzzo et al., 2001).
Outros exemplos podem ser verificados em trabalhos realizados por Anfoka
(2000), Cavalcanti (2000), Silva (2002) e Resende et al. (2002).
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As informagdes atualmente disponiveis tém destacado os diferentes
mecanismos de agdo do ASM. Depois de absorvida pelo tecido vegetal, a
molécula atua ativando diversos mecanismos bioquimicos, de forma que as
plantas originalmente suscetiveis tornam-se sensibilizadas e aptas a responder
ao desafio de agentes patogénicos, como se fossem resistentes (Katz et al.,
1998).

Siegrist et al. (1998) demonstraram a agdo do produto induzindo o
aumento da sintese de uma fitoalexina (cumarina) em cevada. Em trabalho
realizado por Stadnik & Buchenauer (2000) foi observado que o ASM aumentou
a autofluorescéncia localizada nos sitios de penetracdo (halo e papila) e,
claramente diminuiu a eficiéncia de penetracdo do fungo Blumeria graminis f.
sp. tritici, sugerindo que o mecanismo de resisténcia, nessa interagao, estaria
relacionado a um rapido acumulo de compostos fendlicos, nos sitios de
penetracao.

Em caupi (Vigna unguiculata), inoculado com Colletotrichum
destructivum, maior resisténcia em plantulas induzidas por ASM, foi associado
com um rapido e efetivo aumento na atividade de duas enzimas-chave na via
dos fenilpropandides (fenilalanina aménia-liase - FAL e chalcona isomerase -
CHI), que levou a um acelerado acumulo de substéncias do grupo dos
flavondides, como as fitoslexinas quievitonas e faseolidina (Latunde-Dada &
Lucas, 2001).

No patossistema cacau-Verticilium dahliae, Cavalcanti (2000) e Resende
et al. (2002) observaram aumento na atividade de peroxidases e
polifenoloxidases, destacando ser essa uma importante alteragao fisiolégica no
processo de resisténcia induzida, em resposta a pulverizacdo das plantulas
com ASM.

Na interagcdo Fusarium graminearum x trigo, Pritsch et al. (2000)
verificaram aumento de proteinas relacionadas a patogénese (proteinas-RP)
quando as plantas foram previamente tratadas com ASM. Pascholati (1999)

observou que a producao de fitoalexinas por plantas de sorgo induzidas por
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ASM foi diretamente proporcional a quantidade aplicada do produto. Guzzo et
al. (2004) observaram aumento local e sistémico das atividades de quitinases e
3-1,3-glucanases em plantas de café apos a aplicagdo de ASM. Osswald et al.
sorgo apos a aplicagédo de 5 ppm de acibenzolar-S-metil.

O produto tem sido normalmente utilizado em pulverizacbdes foliares;
entretanto, alguns trabalhos tém demonstrado a sua eficiéncia, também,
através do tratamento de sementes (Jensen et al., 1998; Latunde-Dada &
Lucas, 2001).

O presente estudo objetivou investigar a expressao da resisténcia
induzida em caupi (V. unguiculata), considerando a atividade de enzimas
relacionadas a defesa vegetal, a partir de plantas oriundas de sementes

tratadas com ASM e desafiadas por M. phaseolina.

8.2 Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica do
Parasitismo e em casa de vegetacédo do Setor de Fitopatologia da ESALQ/USP,
em Piracicaba-SP.

As sementes de caupi, V. unguiculata cv. Rouxinol, foram obtidas na
Embrapa Meio-Norte, em Teresina, PIl. Esta cultivar foi selecionada para o
presente estudo por sua suscetibilidade a M. phaseolina. A aplicagédo do
produto comercial a base de benzotiadiazole (ASM), formulagdo granulos
dispersiveis a 50% (i.a.) foi realizada através da imers&o parcial das sementes
em solugdo aquosa, ajustada a uma concentracdo de 25 ppm do ingrediente
ativo durante 24 horas. Apds esse periodo, as sementes foram colocadas para
secar a sombra durante duas horas, sendo, em seguida, semeadas em vasos
plasticos (12 sementes/vaso), com capacidade para cinco litros, nos quais
foram colocados quatro litros de substrato esterilizado a base de areia fina, solo

vegetal e esterco bovino, na proporgao 5:1:1, respectivamente. As plantas
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foram mantidas em cada de vegetagéo durante todo o periodo de condugéo do
experimento.

Empregou-se, como inoculo, o isolado de M. phaseolina MP103, obtido
de sementes de caupi originarias do Estado do Piaui. O in6culo foi constituido
por cinco graos de arroz “em casca” esterilizados e colonizados com o isolado
fungico, durante 15 dias, em camara de crescimento tipo B.O.D, com fotofase
(12 horas luz branca fluorescente/escuro) e 25°C de temperatura. A inoculagéo
foi realizada imediatamente apds a semeadura e consistiu na deposicao direta
do in6culo sobre as sementes, conforme metodologia modificada de Abawi &
Pastor-Corrales (1990)

O experimento foi organizado em delineamento em blocos casualizados,
em arranjo fatorial 4 x 9 (tratamentos versus tempo de coleta) e trés repeticoes.
Os tratamentos foram representados pelo indutor (ASM), indutor + patogeno
(ASM+MP), agua + patogeno (H,O+MP) e testemunha absoluta (H2O). Os
tempos de coleta foram: 0, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84 e 96 horas, apos a
semeadura e inoculagdo. Cada repeticdo foi representada por trés sementes
e/ou plantulas.

Imediatamente apdés a semeadura e inoculagao iniciou-se a coleta das
amostras para determinagcédo do teor de proteinas totais e analise da atividade
das enzimas peroxidase, R-1-3-glucanase, fenilalanina aménia-liase (FAL) e
quitinase. As plantulas e sementes sem tegumento foram trituradas em pistilo e
almofariz, em 10 mL da solug¢ao extratora (tampéo fosfato de sédio 0,05 M, pH
7, + 1 mg ditiotreitol-DTT/mL de tampéo) a baixa temperatura, resultando nas
amostras diluidas que foram utilizadas em todas as determinacdes.

O teor de proteinas totais das amostras foi quantificado conforme
metodologia de Bradford (1976). Para tanto foram misturados 800 uL da
amostra (extrato) com 200 uL do reagente de Bradford concentrado. A mistura
foi homogeneizada em Vortex e, apés 5 min, efetuou-se mensuragéo da

absorbancia em espectrofotometro a 595 nm.
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Para a atividade da fenilalanina aménia-liase utilizou-se a metodologia
de Pascholati et al. (1986). A reacgao foi obtida a partir da mistura de 500 uL de
L-fenilalanina 12 mM em 500 uL de tampao borato de sddio 100mM, pH 8,8,
aos quais foram adicionados 400 uL da amostra diluida, perfazendo um volume
total de 1,4 mL. Na reacgao controle foram utilizados os mesmos componentes,
sendo suprimido apenas o substrato (L-fenilalanina), o qual foi substituido por
igual volume de tampdo borato de sodio. Em seguida, as amostras foram
incubadas a 40°C por uma hora, sendo a reacgdo paralisada pela adigao de
acido cloridrico a 0,5M, ap6s o que se efetuou a leitura em espectrofotometro a
290 nm. A atividade da enzima foi expressa como atividade especifica
(pmol.mim'1.mg proteina _1).

A atividade da peroxidases foi quantificada através da medida da
absorbancia a 470 nm da reagcdo de oxidagdo do guaiacol, conforme
metodologia modificada de Cortelazzo et al. (1996). A mistura da reacéao
consistiu de 40 mM de guaiacol e 20 mM de peroxido de hidrogénio em 40 mM
de tampéao fosfato de potassio, pH 6,7, sendo adicionados a mistura 100 uL da
amostra diluida, resultando em um volume total de 2,5 mL. A atividade da
enzima foi expressa em atividade especifica (Abs47onm.mg proteina _1)

A atividade da enzima B-1-3-glucanase foi quantificada por meio da
medida da absorbancia (410 nm) dos agucares redutores (Lever, 1972), apos
reacao de hidrélise de laminarina. Para tanto, misturaram-se 250 uL de
laminarina (4 mg/mL do extrato) com 200 uL de tampéao acetato de sédio 0,1 M,
pH 5,0, sendo, em seguida, adicionado 50 uL da amostra diluida, resultando
em um volume total da reacdo de 500 pL. A mistura foi incubada a 50°C por
uma hora. Apds o periodo de incubacéo, retiraram-se aliquotas de 250 uL, as
quais foram adicionados 750 puL do reagente de Lever (para 100mL: 1g do
acido p-hidroxibenzéico; 20 mL de HCI 0,5 M e 80 mL de NaOH 0,5 M), sendo,
em seguida, submetida a fervura por 5 min, procedendo-se, apos resfriamento

a 25°C, a medida da absorbancia a 410 nm. A quantidade de agucar produzido
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foi calculada com base em uma curva padrdo de glicose. A atividade da foi
expressa em atividade especifica (umol.mim™.mg proteina )

A atividade da quitinase foi calculada por método colorimétrico, conforme
Inomoto & Yagishitas, citado por Lertcanawanichakul & Wiwat (2000). O método
consistiu da mistura de 100 uL da amostra diluida, 100 uL da solugao de glicol
quitina (0,01%) e 200 uL de solugao tampao de Mcllvaine 0,1 M, pH 6,0. Apés
um periodo de incubagéo a 37°C por 15 min, 2 mL de 1,5 mM de uma solugéo
de ferricianeto de potassio foram adicionados. A reacdo foi terminada
submetendo-se em agua em eboligdo durante 5 min. Apds resfriamento a 25°C,
foram retiradas aliquotas de 250 pL as quais foram adicionados 750 uL do
reagente de Lever (Lever, 1972), sendo analisadas, em seguida, em
espectofotdmetro a 420 nm. O controle negativo foi obtido misturando-se todos
0s componentes, exceto o substrato (glicol quitina), cujo volume foi substituido
pelo tampdo. A atividade da quitinase foi calculada com base em uma curva
padrao de N-acetilglucosamina (NAG), obtida a partir de concentragdes
conhecidas (0-0,015 mg/mL). A atividade especifica da enzima foi definida
como como a quantidade de enzima capaz de liberar 1Tumol/mL de agucar
redutor/minuto/mg de proteina. O branco foi formado pela mistura de todos os

componentes, exceto o extrato (enzima).
8.3 Resultados e Discusséo
8.3.1 Atividade da fenilalanina amdnia-liase
A atividade da FAL esta demonstrada na Figura 12, onde pode ser
visualizado, por meio da mensuragdo ao longo do tempo, que houve uma

tendéncia ciclica, presente em todos os tratamentos, a partir de alta atividade

inicial desta enzima, seguida por um acentuado declinio, para em seguida

° INOMOTO, T.; YAGISHITA, K. A simple activity measurement of isozyme. Agricultural and
Biological Chemistry, v.35, p.1154-1156, 1971.
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crescer e cair novamente até o final do periodo de observacdo. Na comparagao
entre os tratamentos, observou-se uma alta atividade da enzima nas plantas
tratadas com ASM e H,O (controle), em relagdo aos demais tratamentos, logo
nas primeiras horas apés a inoculagdo (0-6 horas). Este aumento pode estar
relacionado ao intenso metabolismo da semente, incitado pelo processo
germinativo em curso, onde a atividade da FAL parece ser bastante requisitada
(Santos et al., 2004). Vale destacar que as sementes utilizadas no experimento
foram submetidas a embebicdo prévia por 24 horas antes da semeadura e
inoculagao, cuja condi¢cdo possibilitou o inicio do processo germinativo. Dessa
forma, a atividade incremental observada pode ndo estar relacionada
exclusivamente a defesa, em que pese a observacido de Hahlbrock & Scheel
(1989) de que a FAL é induzida em muitas reagbes de resisténcia, apos

tratamento com varios elicitores de reacao de defesa.
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Figura 12 - Atividade da fenilalanina amoénia-lyase em sementes e
plantulas de caupi cv. Rouxinol tratadas com acibenzolar-S-
metil e desafiadas por M. phaseolina (ASM= acibenzolar-S-
metil, ASM+MP=acienzolar-S-metil+M. phaseolina, H20=
testemunha absoluta, MP=M. phaseolina)

Analisando-se o curso da atividade da FAL entre os tempos zero e 24
horas apds a inoculacdo, observa-se um menor nivel de atividade nos
tratamentos inoculados com M. phaseolina (ASM+MP e MP). Resultados
semelhantes foram destacados por Pascholati et al. (1986), em que os autores
nao constataram incrementos na atividade da enzima em resposta a inoculacao
de mesocodtilo de milho com fungo incompativel. Assim, em sementes e/ou
plantulas de caupi induzidas com ASM, o padrao de alteragao na atividade da
FAL mostrou-se semelhante ao observado no patossistema caupi-C.
destructivum (Latunde-Dada & Lucas 2001), em que a atividade da enzima
mostrou-se significativamente superior nas plantas induzidas com ASM 18 h
apos a inoculagao, fato observado no presente trabalho, 60 horas apds o inico
do tratamento com ASM. Nesse tempo, a atividade observada no tratamento

ASM+MP mostrou-se superior aos tratamentos H,O (controle) e inoculado
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(MP). A mesma tendéncia foi observada entre os tratamentos ASM, H,O e MP
(Figura 12). A atividade observada no tratamento MP isoladamente, parece
indicar que o patogeno interage com o hospedeiro, alterando a sintese da
enzima e/ou atividade da FAL.

Os dados revelaram também que a atividade da FAL foi alterada nos
tratamentos em que houve aplicacdo do indutor, com ou sem inoculacdo do
patdogeno. Esses resultados sdo discrepantes dos apresentados por Latunde-
Dada & Lucas (2001) em que, na auséncia do patégeno, os autores néao
observaram incremento na atividade da enzima. Este comportamento pode
estar relacionado, provavelmente a relativa resisténcia da cultivar Rouxinol a M.
phaseolina (Capitulo 9), diferentemente do que ocorreu na interagéo entre C.
destructivum-caupi, onde a cultivar IT82E60, era altamente suscetivel ao

patoégeno.



96

8.3.2 Atividade da peroxidases

Constatou-se que, com o passar do tempo, o0s niveis da atividade da
enzima peroxidase foram aumentando gradualmente, com elevagdo mais
intensa a partir das 36 horas apods inoculacdo de forma indistinta em todos os
tratamentos. Entretanto, uma maior atividade da enzima foi observada, a partir
das 72 e 84 horas, nas plantulas oriundas de sementes tratadas com o
ASM+MP e ASM, respectivamente, quando comparada com os tratamentos
com o patoégeno isoladamente (MP) e com o controle (H2O) (Figura 13). Este
rapido aumento se assemelha, conforme Floot et al. (1997), as respostas
tipicas de interagdes incompativeis. Alteragcbes na atividade da peroxidase,
desencadeadas por tratamento com elicitor, tém sido observadas e descritas
em plantas de tomate e algodado (Smit & Dubery, 1997), meldo (Buzi et al.,
2004), cacaueiro (Cavalcanti 2000; Resende et al., 2002), ervilha (Dann &
Deverall, 2000), entre outros. No patossistema cacaueiro-Verticillium dahliae,
Resende et al. (2002) observaram aumento significativo na atividade da
enzima, induzido pelo tratamento ASM isoladamente ou em associagcdo com o
patégeno (V. dahliae), quando comparado com a testemunha absoluta e com o
patdgeno exclusivamente.

Aumento na atividade da peroxidase também foi observado por Smith et
al. (1991) apéds inocular plantas de pepino com isolados de Pseudomonas
syringae pv. syringae. Os autores encontraram maiores niveis de atividade da

enzima dois dias apds a inoculagao.
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Figura 13 - Atividade de peroxidases em sementes e plantulas de caupi cv.
Rouxinol tratadas com acibenzolar-S-metil e desafiadas por M.
phaseolina (ASM= acibenzolar-S-metil, ASM+MP=acienzolar-
S-metil+M. phaseolina, H20= testemunha absoluta, MP=M.
phaseolina)

Analisando-se os efeitos resultantes da atividade biologica das enzimas
FAL e peroxidases, alguns trabalhos tém destacado aumento da sintese de
lignina nos tecidos vegetais (Smith & Hammerschimidt 1988; Buchanan et al.,
2000; Oliveira et al., 2004). No presente estudo foi observada uma reacao
cicatricial perceptivel no ponto de penetragdo do fungo, que pode ser
relacionada com a sintesee acumulo de lignina, especialmente nas plantas
tratadas com ASM (Figura 14). Reacdo semelhante, entretanto de menor
intensidade, foi observada nos tratamentos que nao receberam ASM. Tal
fendbmeno foi destacado por Resende et al. (2002) para o patossistema cacau-

Crinipelis perniciosa, onde a lignificacdo dos tecidos estd aparentemente
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envolvida na resisténcia dos tecidos ao ataque do patégeno. Buzi et al (2004)
verificaram aumento da resisténcia em plantulas de meldo a Sclerotinia
sclerotiorum devido a um rapido aumento na atividade da peroxidases, com
consequente reforgo da parede celular, devido a sintese e o acumulo de lignina

nos tecidos.

Figura 14 - Reacéo cicatricial no hipocétilo de plantas de caupi oriundas
de sementes tratadas com acibenzolar-S-metil (25 ppm), aos

22 dias apods inoculagao.



99

O fendbmeno da lignificagdo tem sido observado em muitas espécies
vegetais, apds o inicio do processo infeccioso causado por fungos, bactérias,
virus e nematoides (Sticher et al., 1997). Existe uma forte evidéncia que este
fendbmeno represente um importante mecanismo de resisténcia aos patdégenos
(Friend, 1985).

A lignina é uma substancia formada pela polimerizagdo de compostos
fendlicos produzidos na rota dos fenilpropandides. O primeiro passo nessa rota
consiste na deaminagcdo da fenilalanina para a sintese de acido cinamico,
catalisada pela FAL. Esta enzima promove a sintese de precursores da lignina
e de diversos produtos do metabolismo secundario das plantas, relacionados,
também, com os mecanismos de resisténcia (Sticher et al., 1997). A FAL é
induzida em muitas reacdes de resisténcia e apods tratamento com varios
elicitores de reacdo de defesa (Hahlbrock & Scheel, 1989). Conforme os
autores, outras enzimas presentes também na rota dos fenilpropandides, a
exemplo da cinamil alcool deidrogenase, 4-coumarato:Coa ligase e peroxidases
sdo um indicativo de lignificagcdo e podem estar envolvidas nas respostas de

resisténcia.

8.3.3 Atividade da quitinase

A atividade da enzima quitinase mostrou-se efetivamente aumentada nos
tratamentos com ASM, quer com o produto em associagcdo com patdgeno
(ASM+MP) ou isoladamente (ASM), sobretudo nos tempos de 36 e 60 horas,
apods a inoculacao, respectivamente, onde foram observados picos de elevada
atividade da enzima (Figura 15). Os dados revelaram, também, que o
comportamento de todos os tratamentos, exceto H,O, mostrou-se bastante
variavel ao longo do tempo, o qual foi marcado por picos de alta e baixa

atividade da enzima.
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A expressao da resisténcia levada a efeito pela aplicacdo de ASM se
deve conforme Busi et al. (2004) ao incremento da atividade da enzima
quitinase, a qual, por uma acao direta, hidrolisa a quitina presente na parede
celular dos fungos. Estes autores observaram significativa elevacado da
atividade da quitinase, explicando, dessa forma, seu efeito no controle de
Didymella bryoniae e Sclerotinia sclerotiorum em plantas de meldo, apds
aplicagao de ASM nas sementes. Além da acdo direta da enzima sobre a
parede celular dos patdégenos, seu efeito pode ser potencializado pela ativagéo
de outros mecanismos de defesa devido a liberagdo de oligbmeros da parede

celular microbiana (Milosevic & Slurenko, 1996).
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Figura 15 - Atividade de quitinase em sementes e plantulas de caupi cv.
Rouxinol tratadas com ASM e desafiadas por M. phaseolina
(ASM= acibenzolar-S-metil, ASM+MP=acienzolar-S-metil+M.
phaseolina, H20= testemunha absoluta, MP=M. phaseolina)
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Vale destacar, no entanto, a presenca de atividade da enzima, em
maiores ou menores niveis em todos os tratamentos, inclusive na testemunha
absoluta (H20). Isso pode explicar, em parte, a resisténcia intermediaria da
cultivar Rouxinol, a M. phaseolina (Capitulo 9). A presenca de quitinase em
sementes de caupi, em condi¢cdes naturais, foi destacada por Gomes et al.
(1996), indicando que a enzima faz parte de uma rede natural de defesa pré-
existente. Tal mecanismo parece estar, também, associado com a resisténcia
de cevada a Erysiphe graminis f. sp. hordei (Ignatius et al., 1994) e trigo a

Puccinia triticina (Anguelova-Merhar et al., 2002)

8.3.4 Atividade de 3-1,3-glucanase

A atividade da enzima [3-1-3-glucanase ao longo do tempo apresentou,
nos diferentes tratamentos estudados, um padrao similar de comportamento
(Figura 16). Resultado semelhante foi verificado por Petruzzelli et al. (1999) ao
avaliarem a expressao da atividade da enzima durante a fase de germinacéao e
desenvolvimento de plantulas. Todavia, observou-se, entre os tempos de 12 e
24 horas apo6s a inoculagao, um expressivo aumento da atividade da enzima no
tratamento MP (patdégeno isoladamente), cujo valor de atividade mostrou-se 2,6
vezes superior ao observado para testemunha absoluta (H,O). Nos demais
tempos houve uma tendéncia a um discreto crescimento da atividade da
enzima, entretanto sem revelar grandes diferengas entre os tratamentos
estudados.

Semelhante ao observado para quitinase, os resultados indicaram uma
expressiva atividade basal da enzima presente nas sementes e/ou plantulas, o
que pode ser confirmado pelo significativo aumento de atividade verificado
entre os tempos zero e 24 horas apos inoculacdo no tratamento testemunha
(H20). Estes resultados estdo de acordo com os de Gomes et al. (1996), ao

verificarem a existéncia de atividade da 3-1,3-glucanase em sementes de caupi
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em condicdes naturais, sem que existam outros estimulos, sendo aqueles

resultantes do processo germinativo.
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Figura 16 - Atividade de R-1-3-glucanase em sementes e plantulas de
caupi cv. Rouxinol tratadas com ASM e desafiadas por M.
phaseolina (ASM= acibenzolar-S-metil, ASM+MP=acienzolar-
S-metil+M. phaseolina, H20= testemunha absoluta, MP=M.
phaseolina)

Em plantulas de ervilha, Wong & Maclachlan (1980) verificaram presenca

de glucanase, tanto na regido meristematica quanto na area basal das plantas,

e associaram tal ocorréncia a uma fungcao desvinculada das reacdes de defesa,

de crescimento e nutricdo, mas relacionada com a manutencdo do fluxo de

solutos ao longo da parede celular, potencializando a rota de transporte lateral

e a comunicagdo através dos plasmodesmata. Petruzzelli et al. (1999)

encontraram altas concentragdes de R-1-3-glucanase em embrides de Pisum
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sativum. Nesta linha, Leubner-Metzger (2003) destaca que, além de atuar
mediando reagdes de defesa, a enzima desempenha importante fungdo na
regulagédo do processo germinativo e na dorméncia das sementes. A existéncia,
por exemplo, de uma fina camada de 3-1-3-glucana, envolvendo as sementes,
dificulta a germinagao, a qual é facilmente degradada pela agcdo da glucanase,
viabilizado a germinagao das sementes. Os resultados apresentados por estes
autores respaldam as informacdes do presente trabalho, quando demonstram,
para outras espécies, a atividade de R-1-3-glucanase, desvinculada da
presencga de patdégenos. O aumento na atividade da referida enzima, verificado
neste trabalho, pode ser explicado, também, a semelhanca do discutido para a
quitinase, pela relativa resisténcia mostrada pela cultivar Rouxinol (Capitulo 9).
Neste aspecto, recentes trabalhos tém destacado que ambas enzimas atuam
em conjunto, auxiliando as plantas na defesa contra os fitopatégenos (Leubner-
Metzger & Meins, 1999). Os autores mostraram que o mecanismo de agéo
dessas enzimas € expresso de duas formas: diretamente, degradando a parede
celular do patégeno; e, indiretamente promovendo a liberagdo de materiais
derivados da parede celular que podem atuar como elicitores de reacdes de

defesa.

8.4 Conclusdes

1. O acibenzolar-S-metil, quando aplicado nas sementes de caupi, alterou a
atividade das enzimas FAL, peroxidase e quitinase, ndo sendo observada

alteracao na atividade de R-1,3-glucanase.

2. De uma maneira geral, a atividade das enzimas FAL, peroxidase e
quitinase foi sempre menor no tecido inoculado com o fitopatégeno M.

phaseolina, quando comparado com tecido tratado com ASM
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3. As alteragdes nas atividades das enzimas estdo relacionadas aos
mecanismos de defesa e/ou a espectos relativos ao crescimento e nutricao

dos tecidos vegetais



9 REACAO DE CULTIVARES DE CAUPI A Macrophomina phaseolina
(Tassi) Goid.

Resumo

No presente trabalho foi avaliado o comportamento de cultivares
brasileiros de caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] Marataua, Rouxinol, Mulato,
Vagem Roxa, Epace 10, BR 7 — Parnaiba, BR 17 — Gurguéia, IPA 206, Vita 7,
Tracuateua, Guariba e Setentdo inoculados com Macrophomina phaseolina ,
sob condi¢cbes de casa de vegetacao. Foi observada variabilidade genética em
caupi quanto a resisténcia a M. phaseolina. A maioria dos genoétipos avaliados
apresentou reacgao do tipo resisténcia intermediaria contra o patdégeno, tendo as
cultivares BR-14 Mulato, Guariba, Marataua e Rouxinol se destacado pelos

altos niveis de resisténcia apresentados.

Behavior of cowpea cultivars to macrophomina phaseolina

Summary

The behavior of cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp.] cultivars
Marataua, Rouxinol, Mulato, Vagem Roxa, Epace 10, BR 7 — Parnaiba, BR 17 —
Gurguéia, IPA 206, Vita 7, Tracuateua, Guariba and Setentdo, inoculated with
Macrophomina phaseolina, causal agent of charcoal rot, was evaluated under

greenhouse condition. The cowpea cultivars compared had an intermediate
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level of resistance to the pathogen, but BR-14 Mulato, Guariba, Marataua and

Rouxinol genotypes were the most resistant to the pathogen.

9.1 Introducéao

O caupi [Vigna unguiculata(L.) Walp.], espécie bastante cultivada nas
Regides Nordeste e Norte do Brasil, constitui um importante componente
alimentar as populagdes rural e urbana, além de viabilizar uma atividade
geradora de emprego e renda para as familias de pequenos agricultores
(Araujo, 1988; Frota & Pereira, 2000).

Dados do Levantamento Sistematico da Producdo Agricola (2002)
indicam um rendimento médio de 332 kg/ha. Tal valor € muito pequeno, quando
comparado com o potencial da espécie, que é de aproximadamente 2500kg/ha
(Cardoso et al., 1995; Freire Filho et al., 1997; Cardoso, 2000). Conforme Rios
(1988), um dos principais fatores determinantes desse resultado é a ocorréncia
de doencgas.

A espécie é afetada por inumeros patdégenos, cujas doengas tém
contribuido para os baixos rendimentos da cultura. Dentre os patdégenos
fungicos destaca-se Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid., agente causal da
podridao cinzenta do caule (Pastor-Corrales & Abawi, 1988; Rios, 1988; Abawi
& Pastor-Corrales, 1990; Ponte, 1996).

Em que pese tratar-se de doenga séria, sobretudo em areas sujeitas a
altas temperaturas e solos com baixa umidade (Pio-Ribeiro & Assis Filho, 1995;
Rodrigues et al., 1997), seu controle vem sendo totalmente negligenciado. Tal
fato é consequéncia do baixo padrédo tecnolégico dos pequenos agricultores,
principais beneficiarios do cultivo do caupi.

Diante dessa realidade, o controle da doenga pode ser idealmente
viabilizado por meio do emprego de cultivares resistentes (Zimmer & Hoes,

1978; Araujo, 1988), cuja tecnologia pode ser repassada pelo cultivo de
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genodtipos melhorados, portando genes de resisténcia aos principais patogenos,
especialmente ao agente da podridao cinzenta do caule.

Conforme Kimati & Bergamin Filho (1995) e Camargo & Bergamin Filho
(1995), o emprego de cultivares resistentes constitui uma das mais importantes
medidas a serem incorporadas ao manejo das doengas, por ser a medida mais
econdmica e passivel de integracdo com outros métodos de controle.

Em muitas espécies de importancia econémica tém sido identificadas
fontes de resisténcia a M. phaseolina, a exemplo do que ocorreu com feijoeiro
(Malavolta Junior et al.,, 1982; Issa 1985; Echavez-Badel & Beaver, 1987,
Panizzi, 1988; Pastor-Corrales & Abawi, 1988; Aires et al.,1994; Cardoso, 1994;
Coelho Neto & Dhingra, 1996; Perez, 1998; Maringoni & Lauretti, 1999; Mayek-
Perez et al., 2001), cuja heranga da resisténcia € conferida por dois genes
complementares dominantes (Olaya & Abawi, 1996), girassol (Lopes & Kimati
1988a; Lopes & Kimati, 1988b) e juta (De & Kaiser 1991).

Neste aspecto, Maringoni & Lauretti (1999) destacam que, para a
obtencdo de -cultivares de feijoeiro resistentes a M. phaseolina, faz-se
necessario o conhecimento do padrao de resisténcia presente nos diferentes
gendtipos a serem empregados como progenitores doadores de resisténcia nos
cruzamentos com genotipos superiores.

Relativamente a cultura do caupi, os trabalhos relacionados a fontes de
resisténcia genética a M phaseolina sado escassos. Entretanto, vale destacar os
de Rodrigues et al. (1997), bem como a citagdo de Pio-Ribeiro & Assis Filho
(1997), os quais enfatizam a existéncia de variabilidade no comportamento de
alguns gendtipos a podriddo cinzenta do caule, com indicag&o clara de fontes
de resisténcia ao patégeno.

Assim, o presente trabalho objetivou verificar a existéncia de
variabilidade na reagcdo de germoplasma de caupi a M. phaseolina, bem como
identificar gendtipos resistentes ao patégeno, que sirvam como progenitores em

programa de melhoramento genético.
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9.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados em casa de vegetagcdo, na area
experimental do Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia
agricola da ESALQ/USP, em Piracicaba, SP.

Foram comparadas as cultivares de caupi Marataua, Rouxinol, Mulato,
Vagem Roxa, Epace 10, BR 7 — Parnaiba, BR 17 — Gurguéia, IPA 206, Vita 7,
Tracuateua, Guariba e Setentdo, pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma da Embrapa Meio-Norte, Teresina, Pl, cujas sementes foram
previamente submetidas ao teste de sanidade, onde foi constatada a auséncia
de M. phaseolina.

Empregou-se o isolado de M. phaseolina MP 103, obtido de sementes
de caupi cv. Paulistinha (amostra originaria de Teresina-Pl) e pertencente a
colegao de fungos do Laboratério de Patologia de Sementes da ESALQ/USP.
Para obtenc&do do inoculo, fragmentos de micélio fungico foram transferidos
para placas de Petri com meio BDA. As culturas foram incubadas em condi¢des
controladas de temperatura (25°C) e luminosidade (fotofase de 12 horas de luz
branca fluorescente/12 h escuro), durante cinco dias. Apés o periodo de
incubacao, efetuou-se o preparo do indculo, adicionando-se trés discos de meio
BDA com a colbnia fungica (5 mm @) em erlenmeyer contendo sementes de
arroz em casca, previamente esterilizadas em autoclave (1g de sementes de
arroz/1mL de agua) (Abawi & Pastor-Corrales, 1990). Apds a deposi¢cdo dos
discos, o substrato foi mantido em condigdes controladas de temperatura
(25°C) e luminosidade (fotofase de 12 horas de luz branca fluorescente/12 h
escuro), durante 15 dias, até a completa colonizagdo dos gréos de arroz pelo
patoégeno.

O método de inoculagao utilizado consistiu da deposi¢céo de quatro grédos
de arroz colonizados sobre as sementes, imediatamente apés a semeadura e
posterior cobertura com uma fina camada de solo estéril (Abawi & Pastor-
Corrales, 1990).
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A parcela experimental constou de uma caixa plastica de 45 cm X 35 cm
X 10 cm (comprimento, largura e altura), contendo oito litros de solo
esterilizado, nas quais foram distribuidas 20 sementes, previamente embebidas
em agua esterilizada, por cinco horas. As plantas foram mantidas em casa de
vegetagao, onde foram coletados os dados de umidade relativa e temperaturas
minima, maxima e média. Foi adotado o delineamento experimental em blocos
ao acaso, com 12 tratamentos (genotipos) e quatro repetigdes, totalizando 80
sementes/tratamento.

A reagao dos gendtipos a M. phaseolina foi avaliada através da
determinacdo da percentagem de plantas sadias (sem sintomas aparentes),
aos dez dias, e da severidade média da doenca, aos 15 dias. Avaliou-se a
severidade por meio de uma escala diagramatica adaptada de Abawi & Pastor-
Corrales (1990), com notas variando de 1 a 9, onde 1=plantas sem sintomas,
3=lesbes limitadas ao cotilédone, 5=lesdes cobrindo o cotilédone e
aproximadamente 2 cm do hipocdtilo, 7=lesbes grandes, cobrindo todo o
hipocétilo e base do peciolo das folhas primarias e 9=todo caule, peciolo e
gema atacados.

Com base nos resultados de emergéncia de plantas sadias, definiu-se a
reacdo dos gendtipos, conforme o seguinte critério: suscetivel (0-25% sadias),
intermediario (25,1-60% plantas sadias) e resistente (60,1-100% plantas
sadias). Para a severidade, a reagdao dos gendtipos foi definida conforme os
intervalos de notas: resistente (1 a 3), intermediario (3,1 a 5) e suscetivel (5,1 a
9).

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, com auxilio do
procedimento PROC ANAVA do SAS (SAS Institute Inc. 1992).
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9.3 Resultados e Discussao

Os dados de clima (umidade relativa maxima e minima e temperatura
maxima e minima), observados durante a execucdo do experimento, em
campo, estdo representados nas Figuras 17, 18, 19 e 20 (Anexo).

Analisando-se os dados referentes a emergéncia de plantas sadias
(Tabela 9), observa-se que as cultivares de caupi comparadas apresentaram

diferentes graus de resisténcia a M. phaseolina.

Tabela 9. Comportamento de cultivares de caupi inoculados com M.

phaseolina, sob condi¢gbes de casa de vegetagélo1

Cultivares Plantas sadias (%) Reacao
Marataua 71,6 a R
Rouxinol 61,5 ab R
Mulato 57,3 abc [
Vagem roxa 54,3 abc [
Epace 10 458 abc [
BR 7 — Parnaiba 44 4 abc [
BR 17 — Gurguéia 31,5 abc [
IPA 206 28,4 abc [
Vita 7 25,3 abc [
Tracuateua 16,3 bc S
Guariba 15,6 bc S
Setentao 11,2 c S
C.V. (%) 49,7 -
DMS 47,7 -

" Média de quatro repeticdes. * Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

A reacdo das cultivares suscetiveis foi bastante evidente logo na
primeira semana de condugao do experimento. A primeira indicacao desse
carater foi a baixa emergéncia das cultivares mais suscetiveis, tais como o
observado para os cv. Setentdo e Tracuateua, cuja percentagem total de
emergéncia foi 48% e 52%, respectivamente (dados ndo apresentados). Esse

comportamento foi motivado pela morte de sementes e plantulas em
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decorréncia do ataque do patogeno. Além disso, observou-se, nos cotilédones
das plantas emergentes, a presenca de lesdes necroticas de aspecto escuro.
Tais lesdes expandiram-se rapidamente sobre os tecidos do caule, resultando
na morte das plantas suscetiveis em aproximadamente uma semana.
Resultados semelhantes foram relatados em outros trabalhos envolvendo o
patossistema feijdo e M. phaseolina (Gangopadhyay & Wyllie, 1973; Pastor-
Corrales & Abawi, 1988). A analise desse parametro permitiu discriminar os
cvs. Marataua e Rouxinol como resistentes, com valores de percentagem de
emergéncia de plantas sadias de 71,6% e 61,5%, respectivamente.
Tracuateua, Guariba e Setentdo apresentaram reacao de suscetibilidade. Os
demais genodtipos mostraram reagao intermediaria a doenga (Tabela 9).

Os resultados referentes a severidade, bem como a reacdo dos

gendtipos a podridao cinzenta do caule, encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10. Comportamento de gendtipos de caupi inoculados com M.
phaseolina, sob condi¢gbes de casa de vegetagélo1

Cultivares Severidade” Reacéo
Mulato 2,1 c R
Marataua 3,0 bc R
Guariba 3,0 bc R
BR 7 Parnaiba 3,1 abc |
Vita 7 3,1 abc |
Rouxinol 3,3 abc |
Epace 10 3,4 abc I
Vagem roxa 3,5 abc I
IPA 206 4,1 abc I
BR 17 — Gurquéia 4,4 abc I
BR 1 Tracuateua 55 ab S
Setentao 59 a S
C.V. (%) 30,56 -
DMS 2,8 -

" Média de quatro repeticdes * Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste e Tukey a 5% de probabilidade
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Observou-se que a maioria das cultivares de caupi apresentou
comportamento situado entre resistente (R) e intermediario (l). As cvs BR-14
Mulato, Guariba e Marataud comportaram-se como resistentes, enquanto
Setentdo e Tracuateua mostraram-se susceptiveis, confirmando, dessa forma,
os dados observados na avaliagdo de percentagem de emergéncia de plantas
sadias, exceto para a cv. Guariba que se mostrou suscetivel (Tabela 9).

A presenga de reagdo do tipo resisténcia (R) e intermediaria (l),
verificada na maioria das cultivares avaliadas, pode ser explicada pela selegao
desses gendtipos na presenga da doenga. Observacgao inversa foi verificada no
patossistema feijao e M. phaseolina por Maringoni & Lauretti (1999). Nesse
patossistema, os autores encontraram suscetibilidade na maioria dos gendtipos
avaliados e concluiram que esta reac&o dos gendétipos estudados poderia estar
relacionada a auséncia do patégeno durante as fases do melhoramento
genético (auséncia de pressao de selegdo).

Os resultados obtidos mostram que a maioria dos gendtipos
comparados, exceto os cvs. Setentdo (Paiva et al., 1988), Tracuateua, IPA 206
e Epace 10, foram desenvolvidos nas condi¢gdes ambientais do Estado do Piaui
(Freire Filho et al., 1997; Cardoso et al.,1990), local de origem do isolado do
fungo empregado neste trabalho. Assim, provavelmente, os referidos gendétipos
tenham sido selecionados indiretamente para caracteristica de resisténcia a M.
phaseolina.

Confrontando-se os dados relativos a emergéncia de plantas sadias
(Tabela 9) e severidade (Tabela 10), observou-se diferenca no tocante a
reacdo da cv. Guariba. Em termos de severidade, esta cultivar foi classificada
como resistente (R), sendo considerada suscetivel (S) pelo parametro
percentagem de emergéncia de plantas sadias. Tal comportamento pode ser
consequéncia do padrdo de resisténcia manifestada por este gendtipo, cujas
plantas permitem o estabelecimento inicial das relagées patdégeno-hospedeiro,
com posterior bloqueio do progresso da infeccdo. Nestes gendtipos, os niveis

de severidade sdo normalmente baixos, porquanto as lesbées mostram-se
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pequenas e superficiais. Comportamento semelhante ao manifestado é
bastante desejavel, pois provavelmente resulte da expressdao de mais de um
gene, o que pode conferir uma maior estabilidade a resisténcia (Vanderplanck,
1978). Do ponto de vista da reagao apresentada frente a M. phaseolina,
considera-se a cv. Guariba como adequada ao cultivo, uma vez que se constitui
em uma das poucas opgdes de fontes de resisténcia dentre os gendtipos de
tegumento branco.

Em trabalhos desenvolvidos por Rodrigues et al. (1997) constatou-se
que os gendtipos Epace 10, CNCx-377 e Moitinha, entre outros, apresentaram
reacao de resisténcia a M. phaseolina. Por outro lado, gendtipos como IPA 206
e BR-17 Gurguéia foram classificados como, respectivamente, suscetivel e
altamente suscetivel. Estes resultados ndo estdo de acordo com os obtidos
neste trabalho, onde essas duas cultivares apresentaram niveis intermediarios
de resisténcia (Tabelas 9 e 10). Tal diferenca pode ser, em parte, explicada
pela variabilidade patogénica, provavelmente existente entre os isolados
utilizados nos dois experimentos (Rodrigues et al., 1997a; Perez, 1998).

Perez (1998), estudando o patossistema feijao versus M. phaseolina,
identificou reacdo diferencial entre isolados e cultivares, chegando, inclusive, a
especular a possibilidade de existéncia de especializagdo patogénica ao nivel
de raga fisiologica, em fungdo da grande variabilidade encontrada.

Os resultados obtidos confirmam a existéncia de variabilidade no
patossistema estudado, possibilitando a discriminag&o de cultivares resistentes
e de outros intermediarios, provaveis doadores de genes de resisténcia.
Todavia, faz-se necessario a realizacdo de testes em campo considerando
diferentes épocas e regides produtoras, de forma a respaldar a ampla utilizagao
dessas cultivares no sistema produtivo do caupi. Relativamente a isto, Dhingra
& Sinclair (1978) e Mayek-Perez et al. (2001) demonstraram que a interagéo
entre hospedeiro e patdgeno esta sujeita a interferéncia direta do ambiente com

reflexos na expressao da resisténcia.
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9.4 Conclusdes

1. Foi observada ampla variagdo quanto a reagdo dos genotipos de caupi
contra M. phaseolina

2. A maioria das cultivares avaliadas apresentou resisténcia intermediaria
contra o patégeno, tendo as cvs BR-14 Mulato, Guariba, Marataua e
Rouxinol apresentado reagao tipo resisténcia ao agente da podridao
cinzenta do caule.

3. Os gendtipos Setentdo e Tracuateua mostraram-se suscetiveis a M.

phaseolina.



10 CONCLUSOES GERAIS

1.

A metodologia de deteccdo de patdbgenos em sementes, através do
meétodo do papel de filtro, empregando restricdo hidrica com NaCl a —
0,8MPa, mostrou-se um método alternativo adequado para deteccao de

fungos presentes nas sementes de caupi, especialmente M. phaseolina.

A analise sanitaria das amostras de sementes de caupi, originarias de
sete estados brasileiros, revelou a presenga do fungo M. phaseolina em
62% delas. Os maiores niveis de incidéncia média do patégeno foram
detectados nas amostras provenientes dos Estados da Paraiba (20,4 %),
Para (8,16%) Piaui (6,84%) e Bahia (6,13%), sendo que o menor nivel

encontrado foi para amostras procedentes do Estado do Ceara (0,17%).

3. Sementes de caupi com tegumento branco apresentaram maior

incidéncia de M. phaseolina (9%), quando comparadas com as de

tegumento marrom (3%) e creme (1%).

Isolados de M. phaseolina recalcitrantes em esporularem em meio
artificial mostraram-se esporulantes quando, ao meio de cultura BDA,
foram adicionadas discos de folhas de trigo, sendo os melhores niveis
de esporulagdo obtidos quando essa condigcao foi combinada com

temperatura de 25°C.

O fungo M. phaseolina foi eficientemente controlado pela aplicagao, via

sementes, de 25 ppm de acibenzolar-S-metil (ASM).
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6. Acibenzolar-S-metil,quando aplicado nas sementes de caupi, alterou a
atividade das enzimas FAL, peroxidase e quitinase, nao sendo

observada alterac&o na atividade de 3 -1,3-glucanase.

7. De uma maneira geral, a atividade das enzimas FAL, peroxidase e
quitinase foi sempre menor no tecido inoculado com o fitopatdégeno M.

phaseolina, quando comparado com tecido tratado com ASM

8. Resisténcia genética a M. phaseolina foi manifestada pelas cultivares
Mulato, Guariba e Marataua. Os genotipos Setentdo e Tracuateua

mostraram-se susceptiveis ao patégeno.
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experimental ESALQ/USP. Piracicaba, 2004.
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