Revista Brasileira de Biociéncias
Brazilian Journal of Biosciences

ISSN 1980-4849 (on-line) / 1679-2343 (print)

ARTIGO

Incidéncia e caracterizacao morfologica de
Cladosporium herbarum em feijao comum cv. ‘Pérola’

Gesiane Ribeiro Guimaraes' e Daniel Diego Costa Carvalho'*

Recebido: 1 de novembro de 2013 Recebido apos revisdo: 27 de agosto de 2014 Aceito: 8 de setembro de 2014
Disponivel on-line em http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/index.php/rbb/article/view/2823

RESUMO: (Incidéncia e caracterizagao morfologica de Cladosporium herbarum em feijao comum cv. ‘Pérola’). O fungo
Cladosporium esta associado as sementes de feijdo comum durante o armazenamento, sendo capaz de infligir danos na germi-
nagdo e vigor. O objetivo deste trabalho foi estimar a incidéncia e realizar a caracterizagdo micromorfoldgica de Cladosporium
herbarum encontrado em sementes de feijao comum cv. ‘Pérola’ no municipio de Ipameri, Goias, Brasil. Para tanto, as sementes
provenientes de plantios localizados em areas experimentais da Universidade Estadual de Goias (UEG), campus Ipameri, foram
submetidas a analise sanitaria pelo método blotter test e examinadas em estereomicroscopio para confecgdo de laminas semi-
-permanentes para observagao microscopica, mediante remog¢ao de micélio e estruturas fungicas encontradas sobre o tecido
vegetal infectado. Apo6s observagdes das caracteristicas culturais e mensuragao dos conidios, verificou-se que estes mediam
(comprimento x largura) 7,2—10,4 x 3,6-4,2 um (média 8,1 x 4 um). Estas caracteristicas indicaram o fungo tratar-se de C.
herbarum, o qual ocorreu com incidéncia de 59,5% nas sementes naturalmente contaminadas. As prepara¢des em acido lactico
contendo estruturas e esporos do fungo foram depositadas no Laminario Fitopatologico da UEG. A cultivar de feijao ‘Pérola’
proporciona alta incidéncia de C. herbarum nas sementes.

Palavras-chave: Phaseolus vulgaris, patologia de sementes, taxonomia de fungos.

ABSTRACT: (Incidence and morphological characterization of Cladosporium herbarum on common bean cv. ‘Pérola’). Cla-
dosporium spp. has been associated to the common bean seeds during storage, causing losses in the vigor and germination. The
aim of this study was to estimate the incidence and perform micromorphological characterization of Cladosporium herbarum
found on seeds of common bean cv. ‘Pérola’ in Ipameri, Goias State, Brazil. Common bean seeds were obtained from plantations
located at experimental areas of the Universidade Estadual de Goias (UEG), Ipameri, were submitted to health analysis by the
blotter test method and, later examined under a stereomicroscope aiming to prepare semi-permanent slides mounting by removing
fungal mycelia and structures found on the infected plant tissue. After microscopic analysis of the cultural characteristics and
measurement of the conidia, it was verified that they measured (length x width) of 7.2-10.4 x 3.6-4.2 um (8.1 x 4 um). These
characteristics indicated that the fungus is C. herbarum, which occurred with an incidence of 59.5% on naturally contaminated
seeds. Preparations on lactic acid, containing the structures and fungal spores were deposited in the slide collection of plant
pathogens of the UEG. The common bean ‘Pérola’ provide high incidence of C. herbarum on the seeds.

Key words: Phaseolus vulgaris, seed pathology, fungi taxonomy.

INTRODUCAO de 850 a 970 kg.ha'!, decorrente de fatores negativos
tais como a ocorréncia de varias doencas (Pereira et al.
2004, Barbosa & Gonzaga 2012, CONAB 2013). Isto
se deve, em parte, ao fato de o feijoeiro ser suscetivel a
varios microrganismos fitopatogénicos, responsaveis por
perdas significativas em lavouras, chegando a inviabilizar
a cultura em determinadas regides e épocas de plantio
(Melo et al. 2006). Cerca de 60 doengas afetam a cultura
do feijao, sendo 31 causadas por fungos e as demais por
virus, bactérias e nematoides (Garcia et al. 2002).
Entre estes, espécies de Cladosporium estao associadas
as sementes de feijdo comum durante o armazenamento,

A cultura do feijoeiro ¢ originaria das Américas, com
centros de origem e domesticacdo na mesoamérica
(México-Guatemala) e na zona leste dos Andes. Seu
cultivo foi tragado ha mais de 7000 anos entre os nativos
do Peru, sugerindo a selegdo da espécie para a agricul-
tura (Kintschev 2013). O género Phaseolus possui mais
de cem espécies, mas apenas P. acutifoli, P. coccineus,
P lunatus e P. vulgaris, sdo cultivadas comercialmente
(Zimmermann & Teixeira 1988). Assim, o feijao consiste
em uma importante fonte de proteinas na alimentagao

humana dos paises em desenvolvimento das regides
tropicais e subtropicais (Alwathnani et al. 2012). No
Brasil, o feijao ¢ um dos componentes basicos da dieta
alimentar da populacdo (Barbosa & Gonzaga 2012).
Estima-se que a produgao total de feijdo no Brasil, na
safra de 2012/2013 tenha sido da ordem de 2.899,1
toneladas (CONAB 2013). Apesar da grande produgao
verificada, a produtividade média brasileira ¢ baixa, cerca

infligindo danos na germinagao e vigor, especialmente em
sementes nao tratadas (Carvalho et al. 2011). Possuindo
ocorréncia notdria em graos de feijao, espécies do género
Cladosporium ocorrem nas sementes, principalmente no
hilo, onde podem ser observados conidioforos altos, escu-
ros, eretos, ramificados irregularmente no apice; conidios
escuros, com nenhum a trés septos, variaveis em forma e
tamanho, formando cadeias frequentemente ramificadas,
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globosos ou subglobosos com 3 a 4,5 um de diametro
e colonias de coloragdo cinza ou oliva (BRASIL 2009).

Portanto, conhecer os patdgenos ocorrentes nas semen-
tes das plantas cultivadas ¢ importante, pois somente o
correto diagnostico do patdgeno em questdo € que vai
fornecer subsidios para a posterior adogao de medidas de
manejo do fungo nas sementes e no aumento da produti-
vidade. Para tanto, € necessaria a correta caracterizagao
e posterior identificagdo do patogeno (Vida et al. 2004).
Embora seja comum nas sementes do feijoeiro, ha uma
escassez de trabalhos cientificos abordando a ocorréncia
de Cladosporium em sementes. Assim, o objetivo deste
trabalho foi estimar a incidéncia e realizar a caracteri-
zagdo micromorfolégica de Cladosporium herbarum
encontrado em sementes de feijdo comum cv. ‘Pérola’.

MATERIAL E METODOS

Amostras de sementes de feijdo cv. ‘Pérola’ foram
provenientes de plantios localizados em areas experimen-
tais da Universidade Estadual de Goias (UEG), campus
Ipameri (17°43°S, 48°08°N, a 790 m de altitude) e arma-
zenadas em sacos de papel, onde permaneceram por 30
dias a temperatura ambiente (26 °C + 3 °C) no labora-
torio de sementes da UEG, antes do teste para detecgao
de Cladosporium spp. A analise sanitaria das sementes
acima especificadas foi realizada pelo método blotter test
(BRASIL 2009). Para tanto, utilizou-se caixas acrilicas
transparentes (gerbox 11 x 11 cm) desinfestadas com hi-
poclorito de sodio (1%), contendo duas folhas de papel de
germinagao previamente esterilizadas e umedecidas com
agua destilada esterilizada (ADE) em quantidade igual a
2,5 vezes a massa do papel. As sementes de feijao, natu-
ralmente infestadas por Cladosporium foram dispostas
em cada caixa gerbox (25 sementes/gerbox) e mantidas
a 25 °C durante nove dias, com fotoperiodo de 12 horas.
A avaliacdo foi realizada examinando-se individualmente
todas as sementes em microscopio estereoscopio. Foram
empregados oito gerbox de 25 sementes para a cultivar
analisada (cv. ‘Pérola’), totalizando 200 sementes. Para

confirmacao do género fungico presente nas sementes e
caracteriza¢cdo micromorfologica, foram confeccionadas
laminas semi-permanentes para observagdes microsco-
picas, contendo o material biologico removido direta-
mente das sementes infectadas, e utilizando acido latico
como meio de montagem para as ldminas. Em seguida,
realizou-se o registro de imagens e a caracteriza¢do mor-
fologica dos conidios e suas estruturas, pela obtencao de
50 medidas de cada componente, no microscopio de luz
Leica DM500, com auxilio do programa LAS EZ 2.0.
Os dados relativos as medidas das estruturas fingicas
nas sementes foram submetidos a analise de variancia
com auxilio do programa estatistico SISVAR (Ferreira,
2011). As preparacdes microscopicas foram depositadas
no Laminario Fitopatologico da UEG.

RESULTADOS

Neste trabalho, as observagdes foram direcionadas
para a presenga do fungo Cladosporium sp. em sementes
de feijdo comum cv. ‘Pérola’, as quais apresentavam
manchas ou crescimentos esverdeados na superficie das
sementes, principalmente na zona correspondente ao
embrido, mais precisamente o hilo da semente (Fig. 1A).
Este micélio em abundancia permitiu que boas prepara-
¢des microscopicas pudessem ser feitas, sem necessidade
de isolamento do fungo. As caracteristicas distintivas para
o género e que mais auxiliaram na identificacdo foram:
a cicatriz proeminente nos conidios, conidi6foros sem
noédulos, conidios sem septos ou com apenas um septo
e, principalmente, o formato do conidio elipsoidal ou
limoniforme (Fig. 1B). Ap6s mensuragdo dos conidios
de Cladosporium obtidos das sementes, verificou-se que
estes possuiam dimensdes (comprimento x largura) de
7,2-10,4 x 3,6-4,2 um e (comprimento médio x largura
média) de 8,1 x 4 um (Tab. 1). De acordo com as carac-
teristicas descritas acima, a espécie foi identificada como
Cladosporium herbarum (Pers.) Link (Ellis, 1971), a qual
ocorreu nas sementes com incidéncia de 59,5%.
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Figura 1. Cladosporium herbarum provenientes de sementes de feijao cv. ‘Pérola’. A. Hilo da semente de feijao comum colonizado por C.
herbarum. B. Denticulo (cicatriz) nos conidios (seta).
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Tabela 1. Caracteristicas micromorfoldgicas de diferentes espécies de Cladosporium publicados por diferentes autores.

Espécie de . Tamanho do conidio (pm)
5 Hospedeiro -
Cladosporium Comprimento Largura
C. cladosporioides’ Coffee sp., Citrus sp., Vitis sp. Phaseolus vulgaris 3,0-7,0 2,0 - 4,0
C. sphaerospermum! Anacardium occidentale, Zea mays, Phaseolus vulgaris 3,0-5,0 3,0-4,5
C. oxysporum? Phaseolus vulgaris 4,0 -10,0 2,5-4,0
C. herbarum' Phaseolus vulgaris, Zea mays, Glycine max. 8,0 -15,0 3,0-6,0
C. herbarum? Phaseolus vulgaris 7,2 -10,4 3,6 -4,2

1. Ellis (1971).
2. Huang et al. (2012).
3. Espécie encontrada nas sementes de feijao cv. ‘Pérola’.

DISCUSSAO

As sementes de feijdo cv. ‘Pérola’ obtidas de areas
experimentais do campus da UEG em Ipameri, Goiés,
apresentaram 59,5% de incidéncia de C. herbarum.
Similarmente, Carvalho et al. (2011) verificaram 97%
de incidéncia de Cladosporium sp. em sementes de
feijoeiro cv. ‘Jalo Precoce’, procedentes de campos de
produgdo da Embrapa Arroz e Feijdo, Santo Antonio de
Goias, Goias, Brasil. Assim, para os fungos do género
Cladosporium, considerados cosmopolitas em sua dis-
tribuicdo e comumente encontrados em plantas e suas
sementes (Bensch ef al. 2012, Venugopalan & Giridhar
2012), altos niveis de incidéncia (50 a 97%) parecem ser
comuns em lotes de sementes provenientes do campo,
podendo variar conforme o tipo de cultivar avaliada.
As caracteristicas referentes aos sinais observados nas
sementes, representadas por conidioforos altos, escuros,
eretos, ramificados irregularmente no apice, agrupados
em colonias de coloragdo cinza a oliva, concentrada sobre
o hilo das sementes (Fig. 1A), adicionadas as caracteris-
ticas micromorfologicas verificadas no presente trabalho
(Tab. 1 e Fig. 1B), indicaram que a espécie ocorrente
nas sementes € C. herbarum (Ellis 1971, BRASIL 2009,
Huang et al. 2012). Além disso, para comparagao, foram
utilizadas caracteristicas morfologicas de outras espécies
de Cladosporium ocorrentes em sementes de feijao.

As dimensdes dos conidios analisados neste trabalho
estdo proximas aquelas que Ellis (1971) descreveu para
C. herbarum, os quais especificam conidios com dimen-
soes de 8—15 x 3—6 um (Tab. 1). Adicionalmente, confor-
me Ellis (1971), foi possivel a observacao de conidioforos
retos, de coloragao cinza claro a marrom-olivaceos, lisos,
com cerca de 250 x 3—6 um (Fig. 1A). Os conidios sdo
elipsoides a limoniformes, arredondados em uma das
extremidades, de coloragdo clara a marrom-olivacea, uni
ou binucleados e com superficie apresentando pequenas
verrugas ou cicatrizes bem distintas (Fig. 1B).

Outras espécies com ocorréncia provavel em sementes
de feijao, tais como C. cladosporioides, C. oxysporum
e C. sphaerospermum, embora possuam similaridades
em relagdo forma e coloragdo dos conidios, podem ser
refutadas, visto que o comprimento minimo dos conidios
¢ bem menor no caso destas espécies (Tab. 1). Segun-
do Huang et al. (2012), C. oxysporum possui conidios
subglobosos ou ovoides a subcilindricos, de 4-10 x 2,54
pum, e conidi6foros medindo 40-670 x 3-5,5 um. Tais

medidas indicam que os conidios de C. oxysporum sdo
menores do que em C. herbarum. Em gréos, tais como
o cafeeiro, ¢ comum a ocorréncia de C. cladosporioides,
onde o conidi6foro mede 100 —245 x 2—5 um e, diferen-
temente de C. herbarum, é pouco pigmentado, liso ou
pouco rugoso (Ellis 1971). Os conidios, embora possuam
formato elipsoide a limoniforme e pigmentagdo verde-
-oliva clara, sao bem menores que os conidios de C. her-
barum, principalmente em relacdo ao comprimento (3—7
x 2—4 um; Ellis 1971). Cladosporium sphaerospermum
também é uma espécie bastante comum em sementes ¢
morfologicamente semelhante a C. herbarum. Entre-
tanto, a caracteristica distintiva entre as duas espécies
reside no formato do conidio, onde C. herbarum possui
conidios de formato elipsoide ou limoniforme (7,2—15
um de comprimento), enquanto que C. sphaerospermum
possui conidios globosos ou subglobosos, com 3-5 um
de comprimento (Ellis 1971).

Durante a andlise estatistica das dimensdes dos coni-
dios de C. herbarum, atengao foi dada a variabilidade das
medidas obtidas. Assim, verificou-se que o coeficiente
de variag@o para o comprimento e largura dos conidios
foi de 9,23 e 3,72%, respectivamente, similarmente a
A. alternata f. sp. citri, cuja variabilidade dos dados
referentes as medidas de todas as estruturas do fungo
nao passou de 5,1% (Carvalho et al. 2008). Assim, este
parece ser um padrado de variagdo (menor que 10%) nas
medidas obtidas para fungos Hyphomycetes.

Segundo Marino et al. (2009), independentemente
das variedades de feijdo, existe uma maior incidéncia
de fungos nas sementes que ndo foram desinfestadas
superficialmente, sugerindo que os fungos podem se
encontrar no interior da semente e/ou associados as ra-
chaduras (danos mecanicos) e com grande possibilidade
de serem transmitidos mesmo apés tratamento superficial.
Em condigdes de producdo, a utilizacdo de sementes
contaminadas por patdégenos, associados externa ou
internamente, podem causar morte de sementes apds
o plantio, devido a rapidez de desenvolvimento e alta
agressividade de determinados grupos de patégenos na
semente (Zorato et al. 2001) e que retornam a atividade
assim que encontram condigdes favoraveis (solo, clima),
deteriorando a semente, antes que esta evidencie os pri-
meiros indicios de germinagio (Menten et al. 2013). E
importante frisar que o patdgeno se mantém viavel na
semente durante o seu armazenamento e sendo também
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de dificil deteccao, podendo ser introduzido em novas
areas (Carvalho ef al. 2011). E importante destacar o fato
de que poucos sao os trabalhos abordando a ocorréncia
de Cladosporium spp. em sementes de feijao, ainda que
seja bastante comum a sua ocorréncia.

CONCLUSOES

A cultivar de feijao ‘Pérola’ proporciona alta incidéncia
de C. herbarum nas sementes, em torno de 59,5%. Com
base nas caracteristicas culturais e micromorfologicas dos
conidios analisados, conclui-se que o fungo em sementes
de feijao cv. ‘Pérola’ trata-se de C. herbarum.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a Coordenagdo de Aperfeigoa-
mento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), por con-
cessdo de bolsa de mestrado, e a Universidade Estadual
de Goias (UEG), pelo suporte financeiro.

REFERENCIAS

ALWATHNANI, H. A., PERVEEN, K., TAHMAZ, R. & ALHAQBANI,
S.2012. Evaluation of biological control potential of locally isolated antag-
onist fungi against Fusarium oxysporum under in vitro and pot conditions.
African Journal of Microbiology Research, 6: 312-319.

BARBOSA, F. R. & GONZAGA, A. C. O. 2012. Informagées técnicas
para o cultivo do feijoeiro-comum na Regido Central-Brasileira: 2012-
2014. Santo Antonio de Goias: Embrapa Arroz e Feijao. 247 p.

BENSCH, K., BRAUN, U., GROENEWALD, J.Z. & CROUS, P.W. 2012
The genus Cladosporium. Studies in Mycology, 72: 1-401.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. 2009.
Regras para andlise de sementes. Brasilia: Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento/Secretaria de Defesa Agropecuaria. 399 p.

CARVALHO, D. D. C, MELLO, S. C. M., LOBO JUNIOR, M. &
GERALDINE, A. M. 2011. Biocontrol of seed pathogens and growth
promotion of common bean seedlings by Trichoderma harzianum.
Pesquisa Agropecudria Brasileira, 46: 822-828.

CARVALHO, D. D. C., ALVES, E., BATISTA, T. R. S., CAMARGOS, R.
B. & LOPES, E. A. G. L. 2008. Comparison of methodologies for conidia
production by Alternaria alternata from citrus. Brazilian Journal of Micro-
biology, 39: 792-798.

CONAB (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO). 2013.
Disponivel em: <http://www.conab.gov.br/conteudos.php?a=1253&t/>.
Acesso em 30 de setembro de 2013.

ELLIS, M. B. 1971. Dematiaceous hyphomycetes. Wallingford: CAB
International. 608 p.

FERREIRA, D. F. 2011. Sisvar: a computer statistical analysis system.
Ciéncia e Agrotecnologia, 35: 1039-1042.

GARCIA, L. P, JUSTINO, A. & RAMOS, H. H. 2002. Analise da pulver-
izagdo de um fungicida na cultura do feijao, em fung¢do o tipo de ponta e do
volume aplicado. Bragantia, 61: 291-295.

HUANG, X. Y., LIU, Z. H., HU, J. X., WANG, S. W., ZOU, Y. & ZHANG,
S. 2012. First report of a leaf spot on pepper caused by Cladosporium
oxysporum in China. Plant Disease, 96: 1072.

KINTSCHEYV, M. R. 2013. Compatibilidade entre a inoculacdo de Rhi-
zobium tropici e a aplicagdo de fungicidas, cobaldo e molibdénio em se-
mentes de feijoeiro, MS. Tese de Doutorado - Universidade Estadual Mato
Grosso do Sul, Aquidauana, 62 p.

MARINO, R. H., MESQUITA, J. B.,, ANDRADE, K. V. S., COSTA, N. A.
& AMARAL, L. A. 2009. Incidéncia de fungos em sementes de Phaseolus
vulgaris L. provenientes do Estado de Sergipe. Revista Brasileira de Cién-
cias Agrarias, 3: 26-30.

MELO, C. L. P, CARNEIRO, J. E. S., CARNEIRO, P. C. S., CRUZ, C.
D., BARROS, E. G. & MOREIRA, M. A. 2006. Linhagens de feijao do
cruzamento ‘Ouro Negro’ x ‘Pérola’ com caracteristicas agrondmicas fa-
voraveis. Pesquisa Agropecudria Brasileira, 41: 1593-1598.

MENTEN, J. O. M., MORAES, M. H. D.,, NOVEMBRE, A. D. L. C. &
ITO, M. A. 2006. Qualidade das sementes de feijao no Brasil. Disponivel
em: <http://www.infobibos.com/Artigos/2006_2/SementesFeijao/index.
htm.> Acesso em 02 de outubro de 2013.

PEREIRA, H. S., SANTOS, J. B. & ABREU, A. F. B. 2004. Linhagens
de feijoeiro com resisténcia a antracnoses selecionadas quanto a carac-
teristicas agronomicas desejaveis. Pesquisa Agropecudria Brasileira, 39:
209-215.

VENUGOPALAN, A. & GIRIDHAR, P. 2012. Mycoflora associated with
seeds of Bixa orellana L. African Journal of Microbiology Research, 6:
2091-2094.

VIDA, J. B., ZAMBOLIM, L., TESSMANN, D. J., BRANDAO FILHO,
J.U.T.,, VERZIGNASSL J. R. & CAIXETA, M. P. 2004. Manejo de doen-
cas de plantas em cultivo protegido. Fitopatologia Brasileira, 29: 355-372.

ZIMMERMANN, M. J. O. & TEIXEIRA, M. G. 1988. Origem e evolugio.
In: ZIMMERMANN, M. J. O., ROCHA, M. & YAMADA, T. (Eds.) Cul-
tura do feijoeiro: fatores que afetam a produtividade. Piracicaba: Associa-
¢do Brasileira para Pesquisa da Potassa e do Fosfato. p. 79-85.

ZORATO, M. F., HOMECHIN, M. & HENNING, A. A. 2001. Efeitos da
assepsia superficial com diferentes agentes quimicos na incidéncia de mi-

crorganismos em sementes de soja. Revista Brasileira de Sementes, 23:
159-166.

R. bras. Bioci., Porto Alegre, v. 12, n. 3, p. 137-140, jul./set. 2014



