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RESUMO

CELANO, Mauricio Mega. Uso da restri¢io hidrica em teste de sanidade ¢
em estudos sobre a interagiio entre fungos e sementes de trigo. 2003. 91p.
Dissertagio (Mestrado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras*.

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a viabilidade do uso da
restrigdo hidrica, em teste de sanidade, para sementes de trigo como alternativa
a0 congelamento e em estudos sobre os efeitos do potencial de in6culo de
fungos no desempenho das sementes. Foram avaliados os efeitos da restrigio
hidrica do substrato, induzida pela adigio de cloreto de sédio e manitol, nos
potenciais -0,6, -1,2, -1,8 e -2,4 MPa, em relagdio A germinagfio e comprimento
de pléantulas de trigo submetidas a0 método de incubagio em substrato de papel
(ISP). In vitro, foi avaliado o indice de crescimento micelial (ICM) dos fungos
Bipolaris  sorokiniana, Fusarium graminearum, Stagonospora nodorum,
Drechslera rtritici-repentis, Alternaria alternata e Epicoccum purpuracens,
comumente associados as sementes de trigo, utilizando-se meio BDA
osmoticamente modificado com manitol e cloreto de sédio, nos mesmos
potenciais utilizados na primeira etapa. Avaliaram-se sessenta amostras de
sementes de trigo pelo método de ISP osmoticamente modificado com soluto
manitol (-1,10 MPa) comparado ao método modificado de ISP com
congelamento. A germinagdo e o comprimento de plintulas de trigo foram
afetados nos potenciais osméticos mais negativos para ambos os solutos. O ICM
dos fungos estudados foi reduzido nos niveis de potencial osmético de -1,2, -1,8
e -2,4 MPa, quando utilizou-se 0 NaCl. O soluto manitol apenas reduziu o
crescimento micelial de Fusarium graminearum no potencial osmético mais
negativo. De todos os fungos que ocorreram nas sessenta amostras avaliadas,
apenas a incidéncia de Drechslera tritici-repentis foi reduzida quando utilizada a
técnica da restri¢io hidrica. No estudo sobre os efeitos da densidade de inéculo
de Bipolaris sorokiniana no desempenho das sementes de trigo, em que nio se
utilizou fungicida no tratamento de sementes e em densidades de inéculo mais
elevadas de B. sorokiniana, ocorreu redugio dos valores das varidveis
germinagao, vigor, estande final, altura de planta, peso de matéria seca de parte
aérea e raiz, indicando efic4cia do fungicida difenoconazole (30 g i.a./100 kg de
sementes) no controle deste fungo, mesmo em potenciais de inéculo elevados.

*Comité Orientador: Prof, José da Cruz Machado - UFLA (Orientador)
Prof. David de Souza Jaccoud Filho - UEPG
Prof. Renato Mendes Guimaries - UFLA.




1 INTRODUCAQ

O trigo é, historicamente, um dos cereais de maior importdncia na
alimentagao humana em todo o mundo. I

E uma cultura origindria de clima frio, porém, com a intervenc¢io do
homem nos processos de cultivo e a adaptacio de novas variedades, passou a ser
cultivada sob os mais diversos tipos de clima.

No Brasil, o trigo é cultivado mais intensivamente nos estados do Sul,
tendo expandido-se para regiGes ndo tradicionais, localizadas nos estados do
Mato Grosso do Sul, sudoeste de Sdo Paulo, Goids, nordeste e oeste do Paran4 e
Minas Gerais (Tomasini, 1982). Segundo Faria(1981), apesar das vantagens
relativas de alguns fatores climéticos nessas regides, a deficiéncia hidrica no
inverno € fator limitante a obtencio de proddtividades satisfatérias, sendo
necessério irrigar o trigo (Silva, 1976; Alcover et al., 1978).

Em 2001, no Brasil, a cultura do trigo ocupou uma 4rea de
aproximadamente 1.600.000 hectares, com uma) produgfo total de 2.971.900
toneladas (rendimento médio de 1.867 kg.ha), sendo cultivado principalmente
nas éreas de clima temperado, tipico dos estados do sul do pafs, como Parané e
Rio Grande do Sul, com 53% e 38%, respectivamente, do total nacional
cultivado naquele ano (Companhia Nacional de Abastecimento, 2002). Porém,
nas duas idltimas décadas, a cultura tem-se expandido em maior escala para
estados do centro-oeste e sudeste.

A importagdo brasileira total deste cereal, em 2000, foi de 7.522.694
toneladas, sendo 95,8% deste volume originados da Argentina (Agrianual,
2002). Portanto, para que o pais consiga sua auto-suficiéncia, torna-se necessario
aumentar a produgdo em aproximadamente 250%.! Para alcangar este patamar, é

preciso que a drea cultivada seja aumentada e a produtividade melhorada.



Imimeras doencas que prejudicam a cultura do trigo possuem seus
patégenos veiculados e transmitidos pelas sementes, as quais constituem focos
primdrios nas dreas de cultivo, originando plantas doentes que multiplicam e
disseminam o inéculo. Essas plantas produzem sementes infectadas,
favorecendo assim o patégeno a completar seu ciclo (Forcelini, 1991; Machado,
1982; Mehta, 1978; Reis, 1982).

No Brasil, dentre os patégenos transmitidos pelas sementes de trigo,
destacam-se: Bipolaris sorokiniana (Sacc) Shoem. (agente etiolégico da
helmintosporiose ou mancha marrom e podridio comum das rafzes), Drechslera
tritici-repentis (Died) Shoem. (agente etiolégico da mancha amarela),
Gibberella zeae (Schw.) Petch (anamorfo: Fusarium graminearum Schwabe)
(agente etiolégico da giberela e podridio comum de raizes), Pyricularia grisea
(Cooke) Sacc. (agente etiolégico da brusone), Colletotrichum graminicola (Ces.)
Wilson (agente etiolégico da antracnose), Ustilago tritici Pers. (agente
etiolégico do carvdo), Septoria tritici Rob. in Desm. (agente etiolégico da
mancha salpicada da folha) e Stagonospora nodorum (agente etiol6gico da
septoriose, mancha da gluma e mancha do n6) (Reis et al., 2001).

As manchas foliares causam perdas econ6micas podendo atingir até 30%
da produgdio, além de infectar sementes que, dependendo das condigdes
climiticas em que foram produzidas, podem apresentar de 10% a 100% de
infecg@o pelo fungo (Nasser, 1987). Em relagéo a Bipolaris sorokiniana, a taxa
de transmissdo varia de 60% a 90% e, dessa forma, sementes infeciadas sdo
responsdveis pelo estabelecimento de intimeros focos iniciais da doenga no
campo (Forcelini, 1991).

A andlise de sementes visando a avaliagio da qualidade sanitdria de uma
amostra e, consequentemente, do lote que representa, ¢ um pré-requisito bésico
em defesa vegetal, certificagdo de sementes e programas de melhoramento, entre

outros. A escolha do método utilizado na anélise sanitdria depende do tipo de



patégeno, das condi¢des disponiveis e dos prop6sitos do teste.

A detecgio de patégenos em sementes pode ser realizada por diversos
métodos, sendo o de incubagiio em substrato de papel (blotter test) e em meio
agarizado os mais utilizados. Estes métodos s30 aplicados para quase todos os
tipos de sementes, incluindo sementes de cereais, hortaligas, ornamentais e
florestais (Neergaard, 1979). i

Embora o método de incubagdo em substrato de papel com
congelamento seja amplamente utilizado em todo o mundo em andlise de rotina,
ele apresenta alguns inconvenientes. Trata-se de um teste que superestima a
ocorréncia dos fungos presentes nas sementes devido a eliminagiio da resisténcia
por parte do hospedeiro e torna-se obsticulo ao fluxo de um maior mimero de
amostras em curtos periodos de tempo.

Foram estabelecidos como objetivos principais neste trabalho: 1) avaliar
a possibilidade de substituir o método do congelamento “deep freezing blotter
method” pela técnica da restrigdo hidrica em testes de sanidade pelo método de
incubagdo em substrato de papel e 2) avaliar 0 uso da restrigio hidrica em

estudos da relagdo entre fungos e qualidade de sementes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ocorréncia e efeitos de fungos em relagiio & qualidade de sementes de
trigo no Brasil

A cultura do trigo € afetada por grande mimero de doengas associadas a
fungos, bactérias, virus e nematéides. As doengas fiingicas sdo as mais
numerosas, podendo atacar raizes, hastes, folhas e espigas de trigo. Dependendo
da severidade, as doengas podem causar danos de magnitude econdmica,
chegando, em alguns casos, a frustrar totalmente a produgéo (Reis et al,, 1988;
Picinini & Fernandes, 1995). As perdas de rendimento de grdos podem chegar a
44,6% (Picinini et al., 1996).

Os patdgenos fiingicos, em sua maioria, sdo parasitas necrotréficos, os
quais utilizam a semente como veiculo de disseminagdo, abrigo e meio de
sobrevivéncia. Por conseguinte, os microorganismos presentes na semente
podem ser introduzidos em novas dreas e disseminarem-se na populacido de
plantas como focos primirios de doenga, segundo Neergaard (1979), Machado
(1982), Reis (1987b) e Reis & Forcelini (1993).

Viérios autores tém demonstrado que, entre os patégenos, Bipolaris
sorokiniana é o mais importante veiculado pelas sementes de trigo (Luz et al.,
1976; Mehta & Igarashi, 1981; Reis, 1982; Diehl et al., 1983a; Goulart & Paiva,
1996; Reis & Forcelini, 1993 e Reis et al., 2001). As sementes infectadas por
este patégeno podem causar morte de plintulas, podriddo das raizes seminais,
secunddrias e mesocétilo, pois interferem na absorgiio de dgua e nutrientes; mas,
quando ocorre em folhas, bainha, colmos, glumas e aristas, ocorre a
interferéncia dos processos fotossintéticos. O patégeno também pode alojar-se
préximo ao embrifio, constituindo assim, a "ponta preta” do trigo (Mehta, 1978;

Reis et al., 2001).



Os danos causados por B. sorokiniana nas sementes, devem-se 2
diminuigéo da germinagfio, a redugéio de rendimento e de qualidade dos graos,
podendo atingir 20% para a podridio comum da raiz ¢ 80% para
helmintosporiose do trigo (Diehl et al, 1983b; Mehta & Bassoi, 1993). Além
disso, o fato do parasita ter a capacidade de infectar e ser transmitido pela
semente, tomna este fungo de importincia potet}cial para a cultura do trigo e
também para a cultura da cevada (Mehta & Igarashi, 1981; Reis, 1982; Barba et
al., 2002).

Estudos sobre a transmissdo de B. sorokiniana a partir das sementes de
trigo relatam que a passagem do fungo para 6rgios da planta € altamente
eficiente, sendo de até 88% para o coleéptilo (Reis & Forcelini, 1993), de 68%
para o mesocétilo (Forcelini, 1992) e 38% para a plimula (Toledo et al., 1996).

Os estudos de Forcelini (1992) revelaram que a temperatura é fator
importante na passagem do fungo das sementes para as raizes ou érgios aéreos
da planta. Para este mesmo autor, a transmissio ao coleéptilo foi mais acentuada
entre 20°C e 25°C e a temperaturas inferiores afpassagem do fungo foi maior
para o sistema radicular. Barba et al. (2002) em estudos com B. sorokiniana em
sementes de cevada, observaram o desenvolvimento méximo dos sintomas a
temperatura de 20°C e admitiram uma faixa térmica de transmiss&o entre 18°C e
25°C. Contudo, relatos da literatura indicam que'a temperatura 6tima para qﬁe
B. sorokiniana infecte os 6érgéios verdes situa-se na faixa de 22°C a 30°C (Luz' &
Bergstrom, 1986).

As condigdes climéticas existentes nas regides aptas para cultivo do trigo
no Brasil sdo favordveis ao estabelecimento do fungo B. sorokiniana como
fitopatégeno. Devido & sua elevada transmissao, Reis (1987b) considera que o
controle desse fungo deve ser orientado a sua erradicagdo na semente, a fim de
reduzir o inéculo primério na lavoura. ‘

A fusariose ou giberela (agente etiolégico Gibberella zeae, anamorfo:



Fusarium graminearum), ¢ uma doenca importante das espigas de cereais de
inverno, como trigo, cevada, centeio e triticale, causando perdas no rendimento
de grios e na qualidade. Os grios infectados e seus derivados podem ser
téxicos, tanto para o ser humano quanto para animais, devido A presenga de
micotoxinas que ocasionam danos a satide. A giberela ocorre em 6rgdos florais e
seus sintomas caracteristicos sdo espiguetas despigmentadas, de coloragio
esbranquicada ou cor de palha, que contrastam com o verde normal de espigas
sadias (McMullen et al., 1997).

Nos iltimos anos, a doenga tem aumentado em intensidade, ocorrendo
em quase todas as regides do mundo onde se cultivam cereais de inverno (Parry
et al., 1995; McMullen et al., 1997).

Os danos causados pela fusariose ocorrem devido ao aborto de flores ou
a formagdo de grios chochos e enrugados de baixo peso, que diminuem o peso
hectolitrico, teor de protefnas de plantas, poder germinativo, vigor das sementes
e, principalmente, 2 presenga de micotoxinas nos griios (Reis, 1988; Tuite et al.,
1990; Osério, 1992; Bai & Shaner, 1994; Parry et al., 1995). Reis et al. (1996)
quantificaram danos pela doenca de 5,4% e Panisson et al. (2002) quantificaram
danos em trigo de até 25,9%.

Outra doenga de importincia econdmica na cultura do trigo é a mancha
bronzeada do trigo ou mancha amarela, com alta intensidade em lavouras
conduzidas no sistema plantio direto em monocultura. Seu agente etiol6gico,
Drechslera tritici-repentis, sobrevive em sementes ¢ em restos culturais. O
vento € os respingos de chuva sdo os responsdveis pela disseminagdo a curta
distancia. As sementes disseminam o pat6geno a longas distincias. No Brasil,
ainda ndo se dispoem de cultivares resistentes & mancha amarela, por isso,
recomenda-se tratamento de sementes com fungicida em doses eficientes,
rotagio de culturas e eliminagio de plantas voluntérias (Mehta, 1978; Wiese,
1991 e Reis et al. 2001).



A brusone causada pelo fungo Magnaporthe grisea, cujo anamorfo é
Pyricularia grisea, foi observada na cultura do trigo em 1985, no estado do
Parand (lgarashi et al., 1986), constituindo a priimeira ocorréncia dessa doenga
no trigo, em condi¢Ges naturais. Atualmente ela estd presente nas principais
regides triticolas do Brasil e sua importincia pode ser verificada pelos danos na
produtividade da ordem de 10% a 11%, relatadqs por Goulart & Paiva (1990),
havendo, inclusive, relatos de redugéo de 50% m; rendimento de graos (Goulart
etal., 1992). |

As fontes de inéculo mais importantes sao os hospedeiros secundérios e
os restos culturais de plantas cultivadas. Mas, o z;gente etiolégico também pode
sobreviver em sementes infectadas, sendo disseminado a longas distincias e
infestando novas dreas de cultivo (Reis et al., 200i).

O fungo Leptosphaeria nodorum, teleomo:rfo de Stagonospora nodoru‘m,
€ o agente etiol6gico da septoriose, mancha daf gluma ¢ mancha do né. Esta
doenga, assim como a mancha salpicada da folﬁa (agente etiolgico Septoria
tritici), teve maior importincia quando as lavouras eram conduzidas ém
monocultura. Mas, ap6s o produtor adotar a rotagio de culturas e o tratamento
de sementes, elas praticamente deixaram de ser importantes, ocorrendo apenas
esporadicamente (Reis et al., 2001). A septpriose causa diminuigio no
rendimento, decorrente da redugé@o do potcnciai fotossintético e bloqueio do
sistema condutor pelo estrangulamento dos ndés, ‘reduzindo o nimero de graos
por espiga e originando grios chochos. J4 foram relatadas perdas de rendimento
de graos de 30% a 60% para septoriose e de 50% i)ara mancha salpicada, citadas
por Reis (1987a).

A cultura do trigo também possui parasitas obrigalérios, que sobrevivem
nas sementes, podendo, desta maneira, serem disseminados a longas distincias.
Estes pat6genos relatados no Brasil sao Ustilago }ritici e Tilletia caries, agentes

causais do carvio e da cérie do trigo, respectivaménte.



2.2 Metodologias de deteccao de fungos em sementes de trigo

A escolha de um método de detecg@o de fungos em sementes de trigo
depende, dentre vérios fatores, da natureza das espécies destes organismos e da
finalidade da andlise. Para fungos necrotréficos que constituemn a maioria em
trigo, o método de incubagio em substrato de papel, seguido da incubagdo em
meio 4gar, sdo os mais utilizados em todo o mundo (Neergaard, 1973; 1979;
Mathur, 1983). Para fungos de armazenamento, o método de incubag&o em meio
4gar salino é o mais recomendado (Neergaard, 1979; Onions et al., 1986).

O método de lavagem e centrifugacdo € utilizado na detecgdo de
espécies de fungos causadores da cérie do trigo (7illetia spp.). Consiste em
determinar a concentragdo de teliésporos na suspensdo obtida a partir da imers&o
das sementes de trigo em 4dgua destilada (Kietreiber, 1984).

O método de extragio e exame do embrido € utilizado na detecgdo de
Ustilago tritici, agente etiol6gico do carvdao. Consiste na extragiio de embrides
de sementes, clarificagiio e coloragfio, para posterior exame em microscépio
estereoscépico, verificando a presenga de micélio com coloragdo azulada nos
tecidos do embrido (Rennie, 1988).

Na detecgdo de Stagonospora nodorum, utilizam-se os métodos de
fluorescéncia ou de incubagiio em oxygall dgar. No primeiro, as sementes sdo
mantidas por 3 dias a 18°C e 5 horas a -20°C, com fotoperfodo de 12 horas (luz
negra), seguido por incubagéio no escuro a 28°C por 4-7 dias. Apés este periodo,
verifica-se uma zona fluorescente ao redor das sementes, examinadas sob luz
negra (Kietreiber, 1984 citado por Machado et al., 2002b). O segundo método
consiste em manter as sementes, por um periodo de 7 dias, a 20°C em placas
com meio oxygall dgar. Apds este periodo, sob luz negra, verifica-se
fluorescéncia azulada proveniente do micélio de S. nodorum desenvolvido no

periodo de incubagao (Mathur & Lee, 1978; Cunfer, 1981 citados por Mathur &



Cunfer, 1993).

A incubagdo de sementes em substrato de papel é o método mais
utilizado em andlise de rotina. O método consiste em proporcionar condigbes
favordveis aos pat6genos para estimular a formagdo de estruturas tipicas na
superficie da semente, de tal maneira que, ao serem observadas ao microscépio
estereoscdpico, possibilitem a identificagiio dos referidos patégenos.

Para que essa condigao favordvel aos patégenos seja atingida, combinou-
se o principio da cidmara mida, utilizada em patologia vegetal, ao teste de
germinagdo de sementes. ‘

O teste de incubagfio em substrato de papel consiste em distribuir, de
maneira uniforme, uma quantidade preestabelecida de sementes em recipientes
transparentes esterilizados (placas de Petri de 9 ou 15 cm de didmetro, gerboxes,
etc.), contendo substrato de papel adequado na minuteng::«'io da umidade, durante
o periodo de incubagdio. Os recipientes contendo as sementes sio mantidos
durante 7-8 dias em cimara com temperatura em torno de 20°C e fotoperiodo de
12 horas (Limonard, 1968; Neergard, 1979; Machado, 1988). O comprimento de
onda da luz utilizado estd na faixa de 320 a 400 nandmetros, obtido por
lampadas "luz negra". Nestas condigSes, h4 estimulo a formagio de estruturas
tipicas pela maioria das espécies fiingicas, que possibilita a identificagfio destes
organismos, quando observados ao microscépio estereoscépico com resolugfio
de até 80-100 vezes. A temperatura pode variar de 12°C, para algumas espécies
de sementes de clima temperado a 28°C, para outras de clima tropical e
subtropical (Neergaard, 1979).

A principal limitagdo da incubagio em substrato de papel estd na répida
germinagdo que algumas espécies de sementes apresentam, resultando no
comprometimento da validade do método devido a contaminagSes secundérias
com o exterior do recipiente e entre sementes, com agravante de dificultar a
avaliagdo (Machado, 1988).



Para controlar, ou até mesmo impedir a germinacio das sementes,
utiliza-se o sal de sédio do 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (herbicida 2,4-D) ou o
congelamento das sementes a -20°C (Neergaard, 1973; Limonard, 1968). O 2,4-
D ¢ utilizado para inibir ou reduzir a germinagio de sementes de espécies
dicotiledoneas, enquanto o congelamento € utilizado para inibir a germinagéo de
sementes monocotiledonares (Machado, 1988).

O método modificado de incubag@o em substrato de papel com o uso do
congelamento das sementes (deep freezing blotter method) consiste em incubar
as sementes durante 24 horas a 20°C, ocorrendo o processo de embebicio de
dgua e, nas préximas 24 horas, submeté-las a uma temperatura de -20°C
(Limonard, 1968). Sao formados cristais de gelo que rompem a parede das
células, ocasionando morte do embrido e perda da capacidade germinativa da
semente (Lucca Filho, 1987). Apé6s o periodo de congelamento, as sementes
retornam a cdmara de incubagéo (20°C) por um periodo que pode variar de 5 a 7
dias, sendo entdo examinadas em microscépio estereosc6pico para identificagio
e quantificacio dos patégenos. Esta técnica € bastante utilizada pzira sementes de
cereais (Lucca Filho, 1987).

O uso do congelamento, apesar de solucionar o problema da ripida
germinagio das sementes pelo método de incubagio, apresenta restrigbes devido
a drenagem de exsudados das sementes no papel, que tiveram suas células
rompidas por ocasiio do congelamento, o que favorece o crescimento fiingico
sobre o papel e assim possibilitando a ocorréncia de contaminagGes secundérias
entre as sementes. Neste caso, hd também necessidade da utilizagdo de
antibi6ticos, visando a eliminagio de possiveis contaminagdes por bactérias
saprdfitas, que também sio estimuladas pelo método do congelamento, pelas
razoes j4 citadas, o que torna este método antiecondmico, pelos custos adicionais
desses produtos quimicos (Limonard, 1968).

Soma-se aos inconvenientes mencionados, a manipulagdo adicional das
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amostras devido ao transporte dos recipientes da cimara de incubagéo (20°C) ao

freezer (-20°C), e vice-versa, que ocasiona eventuais movimentagdes das
sementes, promovendo contaminagdes secunddrias. Os custos adicionais com
energia elétrica e o espago restrito do freezer também s3o considerados

inconvenientes do métedo de congelamento. ‘
2.3 Técnica da restricéio hidrica em testes de sanidade de sementes

A germinaglio das sementes no teste de sanidade pelo método de
incubagdo em substrato de papel é indesejdvel devido a contaminagGes
secundérias com o exterior do recipiente e entre sementes, conforme j4 referido.
Métodos altenativos, como congelamento ou uso de 2,4-D, inibem a
germinagiio, porém, apresentam desvantagens j4 comentadas. A técnica da
restricio hidrica tem sido uma altemativa a esses métodos, apresentando
resultados satisfatérios (Machado et al., 2001; Machado et al., 2002a).

No processo de germinagio, caracterizado pela retomada do
desenvolvimento do eixo embrionério interrompido por ocasidio da maturidade
fisiolégica, hé influéncia de fatores extrinsecos & semente, como a temperatura,
disponibilidade de 4gua e oxigénio, e intrinsecos (Bewley & Black, 1994;
Carvalho & Nakagawa, 1988).

A getminagiio de sementes passa por 'trés etapas fisiolégicas. Na
primeira, ocorre répida absorgio de 4gua pelas sementes, devido as forgas
mitricas que aluam nos tecidos das mesmas e infcio da degradagdo das reservas
da semente. A segunda etapa é caracterizada pelo transporte de substincias
metabolizadas na etapa anterior para o tecido meristemético e por pequenas
variagdes no contevido de dgua da semente. Na terceira, ocorre a retomada da
absor¢do de dgua pela semente, o elongamento celular e a emergéncia da

radicula, devido & organizag@o e utilizagdo das substancias metabolizadas e
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transportadas na segunda etapa. Ao final da terceira etapa, o processo
germinativo se completa (Bewley & Black, 1994; Carvalho & Nakagawa, 1988).

O condicionamento osmético (priming) e fisiolégico de sementes é uma
técnica desenvolvida para regular a hidratacio das sementes e,
consequentemente, a germinaciio das mesmas (Braccini et al., 1996; Guimaries,
1991). As sementes sdo distribuidas em recipientes com substrato umedecido
com solu¢des ajustadas osmoticamente em potenciais hidricos adequados para
cada espécie, ocorrendo um controle da absor¢io de dgua pela semente,
permitindo apenas a ocorréncia da primeira e segunda etapas do processo de
germinacdo. Em decorréncia da terceira etapa nao ser atingida, ndo ha o
processo de protrusdo radicular (Bradford, 1986).

Os solutos utilizados para ajustar o potencial hidrico de substratos
podem ser i6nicos (KCl, KNO;, K;PO,, KH,PO,;, MgSQ,4, MgCl,, NaCl) e nao
i6nicos (manitol e polietileno glicol) (Braccini et al., 1996; Guimaries, 1991),

Karaki (1998) verificou o efeito do priming em sementes de trigo e
cevada condicionadas osmoticamente em solugdes de -0,4 a -1,2 MPa com
polietilino glicol 8000. Foi verificado um incremento na porcentagem de
germinagdo e na velocidade de emergéncia das sementes osmocondicionadas,
quando comparadas aquelas que ndo foram tratadas por essa técnica.

Potencial hidrico € um conceito utilizado para definir o comportamento
fisico da dgua no sistema solo-planta-atmosfera, tanto no estado liquido como
de vapor. E expresso em unidades de energia ou pressio, que correspondem 2
diferenca entre o potencial quimico da dgua em um sistema e o potencial
quimico da dgua pura, nas mesmas condicdes de pressdo atmosférica e
temperatura (Duniway, 1979). Foi atribuido o valor zero ao potencial quimico da
dgua pura (Cook & Papendick, 1978). As unidades de medida mais usadas para
expressar o potencial hidrico sdo o megapascal e o bar (1 MPa = 10 bar = 9,87

atmosferas).



O uso da técnica da restrigdo hidrica no teste de sanidade de sementes
pelo método de incubagiio em substrato de papel foi uma adaptagdo dos
conceitos utilizados na técnica de condicionamento osmdtico (priming). Em vez
de utilizar apenas dgua destilada esterilizada (potencial osmético "0,0 MPa")
para umedecer o substrato de papel, utiliza-se un:la solugdo (potencial osmético
negativo), obtida pela adigéio de solutos iénicos ou néio iénicos & dgua destilada.

Em estudos realizados por Coutinho (2000), a restrigéo hidrica induzida
por NaCl, KCI e manitol, nos potenciais osméticos de -0,6 a -0,9 MPa, retardou
a germinagdo ¢ o comprimento de pléntulas dF arroz submetidas a andlise
sanitdria pelos métodos de incubagiio em substrato de papel e 4gar-dgua, ndo
interferindo na detecg@o dos fungos. Os mesmos resultados foram obtidos por
esse autor na incubagdo de sementes de feijdo, quando foram utilizados
potenciais osmdticos de -0,4 a -0,7 MPa.

Machado (2002), utilizando a restrigiio hidrica induzida pelos solutos
manitol e NaCl no potencial osmético -1,0 MPa, verificou que a detecgiio dos
fungos Fusarium oxysporum fsp. vasinfectum, Botryodiplodia theobromae,
Colletotrichum gossypii e C. g. var. cephalosporioides, em sementes de
algodoeiro submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio em
substrato de papel, nio sofreu interferéncia.

Gravena et al. (2002) verificaram que o uso de manitol e KCl no
potencial osmético de -0,9 MPa ndo influenciou na detecgdo de Fusarium
moniliforme em sementes de milho pelo método de incubagio em substrato de
papel. Magro et al. (2002) testaram este mesmo mélodo para sementes de
azevém. Nos potenciais osméticos de -0,4 a -0,8 MPa, a detecgio de fungos em
sementes de azevém nio apresentou diferenga quando comparada ao método
padrdo de incubagio em substrato de papel. Na incubag@o de sementes de soja,
Alves et al. (2002) ndo verificaram influéncia do potencial -0,9 MPa induzido

por KCl e NaCl, na detecgdo dos fungos Fusarium ¢ Phomopsis.
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2.4 Consideragdes sobre a relagio entre potencial de inéculo e qualidade de
sementes

Machado (1988) e Colhoun (1983) relatam que um sério problema
revelado pelos métodos utilizados na detecgio de patégenos em sementes é que
eles oferecem apenas dados qualitativos, como o nimero de sementes
contaminadas ou infectadas. Tais métodos nio quantificam o inéculo infeccioso
em cada semente examinada. Do ponto de vista epidemiolégico, apenas a
informagdo do nivel de incidéncia de determinado patégeno em uma amostra de
sementes ndo € suficiente para estimar a taxa de transmissdo e os danos que
poderdo ser causados por este patégeno. Outros fatores, como a localizagdo do
in6culo na semente, o nivel de resisténcia do hospedeiro, as condigdes do
ambiente e a viabilidade do patégeno, também devem ser considerados no
processo de desenvolvimento da doenga no campo. O sucesso ou nio do
tratamento quimico de sementes pode ser condicionado a quantidade de inéculo
de um pat6geno e sua posi¢ao em relagdo as sementes (Machado, 2000). As

chances de transmissdo sdo maiores na proporgéo em que mais interamente o

patégeno alo_;a—se nas sementes {Machado, 1994).

' Alguns trabalhos pioneiros relacionaram o efeito do nivel de in6culo na
semente e a incidéncia da doenca. Heald (1921) encontrou a relagéio entre o
mimero de esporos de Tilletia caries em sementes de trigo com o aparecimento
de plantas com sintomas. Leblond (1948), citado por Colhoun (1983), verificou
uma relagéio direta entre o niimero de esporos de Pyrenophora avenae contidos
em sementes de aveia ¢ a quantidade de plintulas com sintomas da doenga
causados por este patdgeno. Entretanto, ndo foi encontrada correlagéo entre a
porcentagem de plantulas doentes com a incidéncia em plantas adultas, devido
as condigbes climéticas nao terem sido favordveis a essa doenga. Munerati
(1922), citado por Colhoun (1983), concluiu que uma alta quantidade de esporos

de Tilletia transportados pelas sementes ndo € sempre suficiente para determinar
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o nimero de plntulas infectadas. Este mesmo autor verificou que o processo de
transmissdo desse patégeno é influenciado pela -duragﬁo da germinagido da
semente de trigo. Uma germinagdo répida eleva as chances de obtengdo de
plantulas livres de infecgdo. Também relatou que a localizagéo do inéculo € um
outro fator importante na transmissdo do patégeno (semente — plintula).
Quanto mais préximos do embrido os esporos de Tilletia estiverem, maiores
serdo as chances de ocorrer sintomas em pléantulas.

Colhoun (1983) cita vérios procedimentos para quantificar o nivel de
inéculo das amostras de sementes. Sdo eles: 1 - lavagem das sementes e
posterior contagem do mimero de esporos da suspensdo obtida; 2 - o pré-
tratamento das sementes com desinfestante e posterior exame no método de
incubagdo em meio dgar ou substrato de papel; 3 - taxa de crescimento micelial
dos patégenos em meio de cultura especifico; 4 - separagio das sementes em trés
categorias, baseada na produgéio de conidios e micélio de um dado patégeno na
superficie da semente; 5 - exame de secgbes micrométricas da semente; 6 -
extragdo de embrides de sementes de trigo e cevada e posterior exame. Os dois
tiltimos métodos sdo empregados para estimar o nivel de in6culo de patégenos
causadores de "carvoes".

Estudos mais aprofundados relacionando o efeito de diferentes

potenciais de in6culo de patégenos no desempenho mlclal de sementes foram

realizados com o uso da restrigdo hidrica (Celano et al., 2002; Machado &

—— T e e——

—
Machado, 2002 Prado et al, 2002) Esta técnica permmu a obtengdo de

e
sementes, em dlferemes rentes polenciais de méculo, por. meio da exposicdo das

mesmas, por « dlferemes penodos, 4 colbnia fingica de desenvolv:da em meio BDA

osmoticamente modificado. Pode-se, amda, incubar as sementes em substrato de
oditicado.  HICUDE 95 STTNILIRGS I SULSTrato «

papel com restrigdo hidrica e posterior separagio em categorias de acordo com o

e e

potencnal de inéculo ao final do periodo de incubagdo, em fungdo da 4rea

superficial da semente recoberta por estruturas do pat6geno em estudo.
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Para verificar o efeito do in6culo em relagio ao desempenho inicial das
sementes, pesquisadores utilizam métodos . artificiais de inoculagdo das
sementes, em que estas sdo imersas em suspensao de in6culo ou misturadas com
o in6culo em formulagdo seca. A vantagem da técnica da restri¢do hidrica neste
processo € que as sementes infectadas ou contaminadas, do mesmo lote, podem
ser separadas em diferentes classes de potencial de inéculo apés o perfodo de

incubagio (Machado & Machado, 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram realizados no Laborat6rio de Patologia de Sementes
do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
Lavras, MG.

3.1 Avaliacéo dos efeitos da restrigiio hidrica em relaciio & germinaciio de
sementes de trigo, comprimento de raiz seminal e ocorréncia de fungos

Os efeitos da restrigdo hidrica em relagdo & germinagdo e ao
comprimento de raiz seminal de plantulas oriundas de sementes submetidas ao
teste de sanidade foram avaliados, modificando osmoticamente o substrato
utilizado no método de incubagdo em substrato de papel (ISP) pela adigiio de
cloreto de sédio (NaCl) ou manitol. |

Os efeitos da restrigio hidrica em relagiio aos fungos associados as
sementes foram avaliados, comparando-se o método de incubagdo em substrato
de papel com restri¢io hidrica, com o método de incubagio em substrato de
papel padrio e suas modificagSes utilizadas para inibir a germinagéo das
sementes ou reduzir o comprimento das plintulas (congelamento) na deteccéio

dos fungos associados as sementes.
3.1.1 Origem e perfil das sementes utilizadas

Foi utilizada uma amostra de sementes de trigo (Triticum aestivum L.) da
cultivar BR-40, safra 2000, produzida no municipio de Dourados, MS. A

qualidade fisica e fisiolégica foi determinada de acordo com as Regras péra
Andlise de Sementes (Brasil, 1992) (Tabela 1B). |
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3.1.2 Instalacgiio e condugiio dos testes de sanidade
Incubagio em substrato de papel padrao

As sementes foram distribuidas em placas de Petri de 15 cm de didmetro
(25 sementes/placa de Petri) contendo trés folhas de substrato de papel
previamente esterilizadas e umedecidas em 4gua destilada e esterilizada (2,5
vezes 0 peso do substratb de papel seco). As sementes foram incubadas em
ciAmara com temperatura de 20°C t 1°C e fotoperiodo de 12 horas de luz negra

(comprimento de onda préximo a ultravioleta) durante sete dias.
Incubagdo em substrato de papel com restrigao hidrica

Foram distribuidas sementes de trigo em placas de Petri de 15 cm de
didmetro (25 sementes/placa de Petri), contendo trés folhas de papel de filtro
previamente esterilizadas e umedecidas com solugdes osméticas (2,5 vezes o
peso do papel de filtro seco) de cloreto de sédio (NaCl) ou manitol, previamente
esterilizadas. Foram utilizadas solugGes osméticas com potenciais de -0,6 MPa,
-1,2 MPa, -1,8 MPa e -2,4 MPa no umedecimento do papel de filtro usado para
incubar as sementes de trigo. Para calcular a quantidade de NaCl e manitol
utilizada na preparagéo das solugbes, nos diferentes niveis de potencial osmético
testados, foi utilizado o programa SPMM (Michel & Radcliffe, 1995). A
temperatura utilizada no célculo dos potenciais osméticos foi de 20°C, por ser
esta a temperatura da cdmara de incubacdo pelos lestes de sementes. As
concentragdes dos solutos utilizados, em gramas/litro de 4gua destilada, para
obter cada nivel de potencial osmético dos solutos testados, estao apresentadas
na Tabela 1. As sementes foram incubadas nas mesmas condigdes do método de

incubagd@o em substrato de papel padrio.
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TABELA 1 - Quantidade de produto utilizado na preparagiio das solu¢des de
NaCl e manitol, nos diferentes niveis de potencial osmético
testados. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Potencial gL de dgua destilada
osmético
(MPa) NaCl Manitol
0,0 - -
-0,6 7,717 44,878
-1,2 15,673 89,670
-1,8 23,564 134,519
-24 31,292 179,382

Incubagéo em substrato de papel com congelamento

As sementes foram distribuidas em placas de Petri de 15 cm de didmetro
(25 sementes/placa de Petri), contendo trés folhas de papel de filtro previamente
esterilizadas e umedecidas em dgua destilada e esterilizada (2,5 vezes o peso do
papel de filtro seco). As sementes foram inicialmente mantidas por 24 horas 2
temperatura de 20°C + 1°C, depois a -20°C por 24 horas em congelador e,
posteriormente, incubadas a 20 °C % 1°C em cimara com fotoperiodo de 12
horas de luz negra (comprimento de onda préximo a ultravioleta), durante cinéo

dias.
3.1.3 Avaliacoes
Germinagao das sementes e comprimento de raiz seminal

Nos testes de sanidade realizados pelos métodos de incubagio em
_ substrato de papel padrao, congelamento e restri¢@o hidrica, foram avaliados a
porcentagem de sementes de trigo germinadas e o comprimento das plantulas

(raiz seminal), apds sete dias de incubagdo. Foram consideradas como sementes
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germinadas aquelas com sinais visiveis de emissdo de radicula (comprimento
maior que 0,1 cm). As plantulas foram medidas com uma régua (precisdo de 0,1

cm).

Micobiota

A identificagdo e a contagem dos fungos foram realizadas examinando-
se individualmente as sementes ou plantulas em microscopio estereoscépico,
apds sete dias de incubagdio. Em alguns casos, a identificagiio foi confirmada

pela visualizag@o das estruturas morfol6gicas dos fungos em microscépio ptico.

3.1.4 Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualisado em
esquema fatorial 2 x 5 + 1. As combinagGes entre solutos (cloreto de sédio e
manitol) e potenciais osméticos (0,0 MPa, -0,6 MPa, -1,2 MPa, -1,8 MPa, -2,4
MPa) foram utilizadas no método de incubagio modificado com restrigdio hidrica
e um tratamento adicional (método de incubagéo com congelamento). Para todos
os tratamentos, foram utilizadas quatro repeticées de 50 sementes (2 placas de

Petri de 15 cm de difimetro).

3.1.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sisvar
(Ferreira, 2000). Nas andlises de varifincia, foram determinados os efeitos de
solutos, dos niveis de potencial osmético, da interagao entre solutos e potenciais
osméticos e do contraste de interesse (fatorial vs. adicional). Devido a existéncia

de apenas dois niveis (NaCl e manitol) do fator qualitativo (soluto), a
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comparagdo entre as médias destes niveis, quando necessdria, foi realizada pelo
teste F. Equagdes de regressdo foram ajustadas aos dados das varidveis
analisadas quando verificados efeitos significativos (P < 0,05) de potenciais
osmoticos. Quando nio houve normalidade e/ou homogeneidade dos erros, os
dados foram previamente transformados, antes de serem submetidos a andlise de

variancia,

3.2 Avaliaciio dos efeitos da restriciio hidrica, em relaciio ao crescimento
micelial in virro, dos principais fungos que se associam as sementes de
trigo

3.2.1 Obtencio e multiplicacgo do indculo

Os isolados fiingicos utilizados foram obtidos de sementes de trigo
(Triticum aestivum L.) naturalmente infectadas, submetidas a andlise sanitdria
pelo método de incubagio em substrato de papel com congelamento. O
isolamento dos fungos foi realizado por meio de transferéncia direta em ciimara
de fluxo laminar com o auxilio de um microscépio estereoscépico. Os fungos
foram cultivados em placas de Petri de 9 cm de didmetro contendo meio BDA
(extrato de batata-dextrose-dgar) (Anexo C) em incubadora tipo BOD, com

temperatura de 20°C + 1°C ¢ fotoperiodo de 12 horas (luz branca).

3.2.2 Crescimento micelial em meio de cultura osmoticamente modificado

Os efeitos da restrigao hidrica em relagio ao crescimento micelial dos
fungos foram avaliados em placas de Petri de 9 cm de diametro, utilizando-se
meio BDA osmoticamente modificado. Os niveis testados, -0,6 MPa, -1,2 MPa,
-1,8 MPa e -2,4 MPa, foram obtidos adicionando-se NaCl ou manitol ao meio

BDA. Para o cilculo da quantidade de soluto, foi utilizado o programa SPMM



(Michel & Radcliffe, 1995), levando-se em consideragio o potencial osmético
do meio BDA, de aproximadamente -0,35 MPa (Sommers et al., 1970; Wearing
& Burgess, 1979). A temperatura considerada no cdlculo dos niveis de potencial
osmético testados foi de 20°C. As concentragdes dos solutos utilizados, em
gramas/litro de meio BDA, para obter cada nivel de potencial osmético estio

apresentadas na Tabela 2.

TABELA 2 - Quantidade de NaCl e manitol utilizada para ajustar o meio BDA
em diferentes niveis de potencial osmético. UFLA, Lavras, MG,

2003.
Potencial osmético o L de meio BDA

(MPa) NaCl Manitol
-0,35 = -
-0,6 3,203 18,724
-1,2 11,036 63,536
-1,8 18,904 108,380
-2,4 26,812 153,218

Em placas de Petri de 9 cm de didmetro foram distribuidos 25 ml de
meio BDA previamente autoclavados a 120°C/20 minutos contendo diferentes
niveis de potencial hidrico. Ao centro de cada placa foi colocado um disco de
0,4 cm com micélio do fungo testado, crescido em meio BDA (extrato de batata-
dextrose-dgar) por 4-18 dias. As placas foram mantidas em cdmara do tipo BOD,
com temperatura de 20°C £ 1°C e fotoperiodo de 12 horas (luz fluorescente). O
didmetro médio das colonias foi mensurado diariamente, exceto para
Stagonospora nodorum, que foi realizado de trés em trés dias. O periodo final de
avaliacdo para cada fungo foi estabelecido com base no dia anterior dquele em
que o crescimento micelial atingiu as bordas da placa de Petri, sendo 4 dias para
Fusarium graminearum, 5 dias para Bipolaris sorokiniana, 6 dias para

Drechslera tritici-repentis, 7 dias para Epicoccum purpuracens, 8 dias para



Alternaria alternata e 18 dias para Stagonospora nodorum. Realizaram-se as
medigdes com régua (precisdo de 0,1 cm). O indice de crescimento micelial

(ICM) foi determinado pela adaptacio da férmula proposta por Maguire (1962):

ICM =&+&+...+ﬁ. sendo:
N N, Ne

ICM = indice de crescimento micelial

G, C;, C, = crescimento micelial efetivo das col6nias na primeira,

segunda e iltima avaliago

Ni, N2, N, = niimero de dias apés inoculagdo

3.2.3 Delineamento experimental

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualisado em
esquema fatorial 5 x 2. As combinagGes entre solutos (cloreto de sédio e
manitol) e potenciais osméticos (-0,35 MPa, -0,6 MPa, -1,2 MPa, -1,8 MPa, -2,4
MPa) foram utilizadas para ajustar o meio BDA. Foram utilizadas quatro
repetigdes (2 placas de Petri de 9 cm de didmetro para cada repetigdo) de cada

tratamento.
3.2.4 Aniilise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizanf!o-se o programa Sisvar
(Ferreira, 2000). Nas andlises de variincia, foram determinados os efeitos de
solutos, de potencial osmético e da interagio entre solutos e potenciais
osméticos. Devido a existéncia de apenas dois niveis (NaCl e manitol) do fator
qualitativo (soluto), a comparagio entre as médias destes niveis, quando
necessdria, foi realizada pelo teste F. Equagdes de regressio foram ajustadas aos
dados das varidveis analisadas quando verificados efeitos significativos (P <

0,05) de potenciais osméticos.
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3.3. Avaliagiio dos efeitos da restriciio hidrica na ocorréncia (incidéncia e
severidade) de fungos em sementes de trigo

Os efeitos da restrigdo hidrica em relagio aos fungos, associados as
amostras de sementes, foram avaliados, comparando-se o método de incubagdo
em substrato de papel com restrigdo hidrica (solugiio de manitol ajustada no
potencial osmético de -1,10 MPa), com o método de incubagio em substrato de
papel modificado (congelamento) utilizado para inibir a germinagdo das
sementes ou reduzir o comprimento das plantulas na detecgdo dos fungos
associados as sementes, segundo a metodologia do item 3.1.2.

Foram examinadas sessenta amostras de sementes de trigo de diferentes

cultivares originadas de diversas regies do Brasil (Tabela 3).

TABELA 3 - Caracteristicas das amostras de sementes de trigo utilizadas para
avaliagdo do efeito da restrigdo hidrica na ocorréncia (incidéncia e
severidade) de fungos no método de incubagiio em substrato de
papel. UFLA, Lavras, MG, 2003.

n° Cultivar Safra Municipio Estado
1 BRS-209 2002 Xanxeré SC

2 IAPAR-87 2002 Xanxeré SC

3 Funacep-22 2002 Xanxeré SC

4 IAPAR-85 2002 Xanxer8 SC

5 Alcoover 2002 Xanxeré SC

6 BRS-49 2002 Xanxeré SC

7 Alcoover 2002 Arapoti PR

8 CD-104 2002 Arapoti PR
9 Onix 2002 Arapoti PR
10 CD-105 2002 Arapoti PR
11 OR-1 2002 Arapoti PR
12 Avant 2002 Arapoti PR
13 CD-106 2002 Ponta Grossa PR
14 CD-105 2002 Ponta Grossa PR
15 BRS-208 2002 Ponta Grossa PR
16 OR-1 2002 Londrina PR

...continua...
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TABELA 3. Cont.

17 BRS-49 2001 Londrina PR
18 Anahuac 1992 Londrina PR
19 IAPAR-29 1997 ,Londrina PR
20 BRS-192 2002 Ponta Grossa PR
21 BRS-120 2002 - Xanxeré SC
22 Alcoover 2002 Ponta Grossa PR
23 OR-1 2002 Ponta Grossa PR
24 Taurus 2001 Arapongas PR
25 IAC-289 1999 Lavras MG
26 OR-1 2001 Ponta Grossa PR
27 OR-1 2001 Ponta Grossa PR
28 BR-40 2000 Dourados MS
29 BR-40 2000 Dourados MS
30 OR-1 2000 Ponta Grossa PR
31 BRS-49 2001 Ponta Grossa PR
32 BR-40 2000 Pelotas RS
33 Avant 2002 Cambira PR
34 Coodetec 2002 Cambira PR
35 Linhagem 2000 Pelotas RS
36 IAC-24 2002 Avaré SP
37 BR-18 2002 Paraguacu Paulista SP
38 IAC-370 2002 Paraguacu Paulisia SP
39 JAC-24 2002 Avaré SP
40 JIAC-24 2002 Avaré SP
41 BR-18 2002 Paraguagu Paulista Sp
42 IAC-370 2002 Avaré SP
43 1AC-24 2002 Avaré SP
44 1AC-24 2002 Avaré SP
45 1AC-24 2002 Avaré SP
46 BR-18 2002 Paraguacu Paulista SP
47 1AC-24 2002 Avaré Sp
48 BRS-49 2002 Passo Fundo RS
49 BRS-120 2002 Mato Castelhano RS
50 BRS-177 2002 Passo Fundo RS
51 BRS-179 2002 Nio Me Toque RS
52 BRS-194 2002 Sdo Luiz Gonzaga RS
53 1AC-370 2002 Paraguacu Paulista SP
54 JIAC-24 2002 Avaré SP
55 BR-18 2002 Paraguagu Paulista SP
36 1AC-370 2002 Paraguagu Paulista SP
57 1AC-370 2002 Paraguagu Paulista Sp
58 IAC-370 2002 Paraguacu Paulista Sp
59 1AC-24 2002 Avaré sSp
60 IAC-24 2002 Avaré SP
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3.3.1 Avaliagiio da ocorréncia (incidéncia e severidade) dos fungos nas
amostras de sementes

Decorrido o periodo de incubagéio (7 dias), procedeu-se ao exame
individual das sementes ou plintulas, com auxilio de um microscépio
estereoscépico, computando-se o percentual de incidéncia e severidade. Em
alguns casos, a identificagdo foi confirmada pela visualizagio das estruturas
morfolégicas dos fungos em microscépio Gptico.

A severidade baseou-se no percentual da superficie de cada semente

recoberta por estruturas tipicas de cada espécie de fungo, individualmente.

3.3.2 Anilise estatistica

Os dados de incidéncia e severidade foram organizados e representados
por meio de histogramas de distribuigdo de freqii€ncia, compostos por onze

classes de amplitude dez.

3.4 Avaliagio dos efeitos do potencial de inéculo de Bipolaris sorokiniana no
desempenho de sementes de trigo, por meio da técnica da restrigiio
hidrica

Neste trabalho, o objetivo foi avaliar o desempenho inicial de plantulas
de trigo oriundas de sementes infectadas naturalmente por Bipolaris sorokiniana
com diferentes densidades de in6culo. Foram utilizadas as mesmas sementes do
experimento referente ao item 3.1 (BR-40, safra 2000, Dourados, MS), com
perfil sanitdrio determinado pelo teste de incubagdo em substrato de papel com

congelamento, segundo a metodologia descrita no item 3.1.2.

Para a selecio das sementes com diferentes niveis de potencial de
in6culo (Tabela 4), e ainda ndo germinadas, langou-se mido de um método de

incubag@io das sementes em substrato de papel umedecido com solugéio de
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manitol no potencial osmético de -2,20 MPa. Este potencial hidrico foi obtido
com adigdo de 164,47 g.I" (0,9 M), conforme indicagio do programa SPMM

(Michel & Radcliffe, 1995). A temperatura utilizada no célculo dos potenciais
|
osméticos foi de 20°C.

TABELA 4 - Escala de notas utilizada na separagio das sementes de trigo nos

diferentes potenciais de inéculo de Bipolaris sorokiniana. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

Nota Categoria do potencial de inéculo Ponto médio
0 Semente sadia 0
1 1% a 25% 12,5%
2 26% a 50% 37,5%
3 51% a75% 62,5%
4 76% a 100%* , 87,5%

* Area fisica exposta da semente coberta por inéculo de B. sorokiniana.

Para obter sementes com diferentes niveis de iinéculo foram distribuidas
6.000 sementes de maneira uniforme sobre placas de Petri de 15 cm de didmetro
(25 sementes por placa) contendo trés folhas de papel de filtro umedecidas com
solugdo de manitol, colocadas em cémara de incuba;gﬁo com temperatura de
20°C + 1°C e fotoperiodo de 12 horas de luz negra durante cinco dias.

Ap6s o periodo de incubagdo, com o auxflio de um microscépio
estereoscopico, as sementes foram separadas de acordo com as categorias de
potencial de inéculo de Bipolaris sorokiniana desenvolvido na superficie das
mesmas. De cada categoria, parte das sementes foi tratada com o fungicida
difenoconazole na dose de 30 g de i.a./100 kg de sementes. Foram semeadas 100
sementes por tratamento em repeticdes de 25 por vaso (5 L), contendo substrato

(solo:areia:matéria-organica na proporgéo ]:I,S:I,S)Zautoclavado (120°C/60
minutos).
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Os vasos foram mantidos em cdmara de crescimento vegetal, regulada
para uma temperatura de 23°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas (ldmpada
fluorescente) durante 23 dias. No mesmo dia em que as sementes foram
semeadas em vasos, realizou-se a montagem do teste de germinagio em rolo de
papel (germitest) umedecido com dgua destilada esterilizada, 2,5 vezes o peso
do papel seco, em germinador regulado a temperatura constante de 20°C £ 1°C.
As avaliagio foram realizadas seguindo os critérios estabelecidos e

recomendados pelas Regras de Andlise de Sementes (Brasil, 1992).

3.4.1 Avaliagies

No teste de germinag&o em rolo de papel foi determinado a porcentagem
de germinagdo e o vigor das sementes de trigo.

Em cimara de crescimento vegetal, determinou-se¢ o findice de
velocidade de emergéncia (Maguire, 1962) até a estabilizagido da populagio e,
aos 23 dias ap6s a semeadura, foi avaliado o estande final, a altura, o peso de
matéria fresca e peso de matéria seca da parte aérea e de raiz das plantulas de
trigo. Para o peso seco, as plantulas foram secas em estufa de circulagio de ar, a

58°C durante trés dias, quando houve estabilizagio de peso.
3.4.2 Delineamento experimental

Para o teste de germinagiio em rolo de papel, o delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) e para o experimento em cimara
de crescimento vegetal foi o de blocos ao acaso (DBC) e, em esquema fatorial
4 x 2 + 2, sendo as combinagdes entre niveis de potencial de in6culo obtidas
(0%, 12,5%, 37,5% e 62,5%) e tratamento de sementes (com ou sem fungicida).

Os tratamentos adicionais (Saproéfitas), continham sementes isentas de Bipolaris
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sorokiniana, porém, com alta severidade de fungos saprofiticos (Alternaria
alternata, Cladosporium cladosporioides e Epicoccum purpuracens) (Tabela
2B). Cada parcela experimental foi constituida por um vaso com capacidade de

cinco litros ou um rolo de papel, ambos com 25 !sementes, totalizando 100
sementes por tratamento.

3.4.3 Anilise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Sisvar
(Ferreira, 2000). Nas andlises de varidncia, foram dfterminados os efettos de
potencial de inculo, do tratamento de sementes e da iﬂtelagz'lo entre potencial de
inéculo ¢ tratamento de sementes. Para o fator qualitativo (tratamento de
semente), utilizou-se o teste de Tukey na comparagﬁol das médias. Equagdes de
regressdo foram ajustadas aos dados das varidveis analisadas quando verificado

efeito significativo (P < 0,05) do potencial de in6culo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagdo dos efeitos da restricio hidrica em rela¢do & germinacio de
sementes de trigo, comprimento de raiz seminal e ocorréncia de fungos

4.1.1 Germinagfo e comprimento de raiz seminal

Na avaliagio da germinagfio de sementes de trigo pelo método de
incubagdo em substrato de papel, foi verificado apenas efeito significativo
(P<0,01) no fator potencial osmético (Tabela 1A). Nio foi verificada diferenga
entre os solutos NaCl e manitol (Tabela 5). Nos potenciais osméticos mais
negativos, a germinagio das sementes decresceu, em ambos os solutos
analisados (Figura 1). O potencial de -2,4 MPa foi o que mais reduziu a
porcentagem de germinagdo das sementes (Figuras 2, 3 e 4).

Dentre os fatores considerados, apenas o fator potencial osmético
influenciou o comprimento de pléntulas de trigo (P<0,01) (Tabela 1A); os
solutos utilizados apresentaram efeitos iguais no mesmo potencial osmético
(Tabela 5). Pela Figura 1 é possivel verificar que, quanto maior a concentragio
do soluto na solugdo utilizada para umedecer o substrato de papel, menor foi o
comprimento da raiz seminal das plantulas de trigo submetidas ao método de
incubagdo no presente caso.

O percentual médio da germinagio de sementes do tratamento adicional
(congelamento) foi de 13% (Tabela 5). Este valor pode ser considerado elevado,
porém, verifica-se que a média do comprimento da raiz seminal foi de 0,5 mm
(Tabela 5). A explicagdo para o elevado valor do percentual de germinagao est4
relacionada com aquelas sementes que germinaram antes de serem colocadas no
freezer. No entanto, ap6s o congelamento, ocorreu a morte de todo material,

incluindo a raiz. Deve-se ressaltar que, neste estudo, considerou-se como
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sementes germinadas aquelas com protrusdo radicular maior que 0,1 cm.
Verifica-se, portanto, que as sementes de trigo apresentam um periodo menor

que 24 horas para emissdo de raiz seminal, em, condi¢des de suprimento
adequado de dgua.

TABELA 5 - Valores médios do percentual de germinagiio e comprimento da
raiz seminal de plantulas oriundas de sementes da cultivar de
trigo BR-40 submetidas ao teste de sanidade pelos métodos de

incubag@o em substrato de papel padrdo, com restrigdo hidrica e
congelamento. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Potencial osmético (MPa)

Varidveis Tratamentos 00 06 -12 -18 =24 Média

Germinagio NaCl 980 99,5 94,5 830 380 82,6a

(%) Manitol 99,5 990 980 92,0 26,0 829a
Congelamento 13,0 - - - - 13,08

Comprimento NaCl 574 240 50 13 04 176a
de raiz seminal Manitol 589 26,1 6,8 1,6 03 187a
(mm) Congelamento 0,5 - - - - 05B

Médias com a mesma letra, na coluna, séo estatisticamente iguais pelo teste F (P <0,05)
B = teste F significativo a 1% de probabilidade para o contraste fatorial vs. adicional

Virios autores verificaram a redug@o da germinagio e comprimento de
pléntulas no método de incubagdo em substrato de papel para diversas espécies,
como algoddo (Machado, 2002), arroz e feijao (Coutinho, 2000), azevém
(Magro et al., 2002), milho (Gravena et al., 2002), soja (Alves et al., 2002) e

trigo (Del Ponte et al., 2001), quando wilizaram potenciais osméticos em tomo
de -1,0 MPa, obtidos por diversos solutos.
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FIGURA 1. Anilise de regressio relacionando o comprimento da raiz seminal
(A) e a germinagio de sementes (B) em diferentes niveis de
potencial osmético nos solutos NaCl e manitol pelo teste de
incubagéo em substrato de papel. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 2. Germinagio de sementes de trigo submetidas a incubagdo em
substrato de papel padrdo (a), método do congelamento (b),
restri¢do hidrica com NaCl no potencial osmético de -0,6 MPa (c),

-1,2 MPa (d), -1,8 MPa (e) e -2,4 MPa (f). UFLA, Lavras, MG,
2003.

FIGURA 3. Germinagdo de sementes de trigo submetidas a andlise sanitdria
pelos métodos de incubagdo em substrato de papel padrio (a), com
congelamento (b) e restrigao hidrica com manitol nos potenciais de

-0,6 MPa (c), -1,2 MPa (d), -1,8 MPa (e) e -2,4 MPa (f). UFLA,
Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 4. Plantulas oriundas de sementes de trigo submetidas & andlise
sanitaria pelos métodos de incubagiio em substrato de papel padrio
(a), com restricdo hidrica (manitol / -1,1 MPa) (b) e com
congelamento (c). UFLA, Lavras, MG, 2003.



4.1.2 Ocorréncia de fungos

O tnico fungo palogénico encontrado nas Esementes de trigo, cultivar
BR-40, foi Bipolaris sorokiniana. O efeito dos scﬂutos NaCl e manitol nos
diferentes potenciais osméticos avaliados ndo influenciou a incidéncia deste
fungo (Tabela 1A). Mesmo os potenciais osméticos mais negativos nao afetaram
a porcentagem de incidéncia (Tabela 6), sendo um indicativo de que a técnica da
restrigéo hidrica no método de incubagéo de sementes em substrato de papel ¢

promissora na detecgdo de Bipolaris sorokiniana.

TABELA 6 - Incidéncia de Bipolaris sorokiniana em sementes do cultivar de
trigo BR-40 submetidas ao teste de sanidade pelos métodos de
incubag@o em substrato de papel padrio, com restrigiio hidrica e
congelamento. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Potencial osmético (MPa)

Varidveis Tratamentos 00 06 -12 -18 -24 Média

Incidéncia  NaCl 53,5 51,5 585 550 500 53,7a

(%) Manitol 485 580 595 550 57,5 557a
Congelamento 56,5 - - - - 56,5

Médias com a mesma letra na coluna sdo estatisticamente iguais pelo teste F (P < 0,05)

Del Ponte et al. (2001) verificaram que nao houve influéncia dos niveis
de restrigdo hidrica estudados (-0,4 a -1,0 MPa), obtida por meio dos solutos
manitol, KCl, NaCl, sacarose ¢ PEG 8000 na detecgdo de fungos em sementes

de trigo pelo método de incubagio em substrato de papel.

Léngaro et al. (2001), pelo método osmético de incubagio em substrato
de papel com sacarose (-1,43 MPa), também nfio verificaram influéncia deste
método na incidéncia de B. sorokiniana quando comparado ac método do meio

!
seletivo de Reis e incubagio em meio BDA.
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4.2 Avaliagiio dos efeitos da restri¢io hidrica no crescimento micelial in
vitro des principais fungos que se associam s sementes de trigo

Os resultados referentes aos indices de crescimento micelial (ICM) dos
fungos Bipolaris sorokiniana, Fusarium graminearum, Drechslera tritici-
repentis, Stagonospora nodorum, Alternaria alternata e Epicoccum
purpurascens, em meio BDA e meio BDA modificado osmoticamente com
NaCl e manitol, estdo apresentados na Tabela 7.

Verificou-se na andlise de varifincia (Tabela 2A) do indice de
crescimento micelial de Bipolaris sorokiniana, que todas as fontes de variagdo
foram significativas (P<0,01). Comparando-se o efeito dos solutos manitol e
NaCl, em um mesmo nfvel de potencial osmético (Tabela 7), o NaCl adicionado
ao meio BDA, nos potenciais osméticos -0,6, -1,2, -1,8 e -24 MPa,

proporcionou valores inferiores aos do manitol (Figura 5).

Bso _ r 40
yManitol = 2,1758x + 29,071 | a5
R?=0,75"
o - 30
f_\__ D >4 . 25
=
20 &
] - 15
yNaCl = 4,5286x + 28,671 o Manitol | .,
R? = 0,9963"
+ NaCl - 5
) L) T L 0
2,4 -1,8 1,2 0,6 0,0
Potencial osmético (MPa)

FIGURA 5. Anilise de regressio relacionando o indice de crescimento micelial
(ICM) de Bipolaris sorokiniana em diferentes niveis de potencial
osmético nos solutos NaCl e manitol. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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TABELA 7 - Indice de crescimento micelial in vitro de fungos que se associam
as sementes de trigo em diferentes niveis de potencial osmético

promovidos pela adi¢iio de NaCl ou manitol ao meio BDA. UFLA,
Lavras, MG, 2003. '

Potencial osmético (MPa)

Solto 035 06 -2 18 24 M
Bipolaris sorokiniana
NaCl 26,96a 2594b 2332b 20,87b 17,53b 22,92
Manitol 27,19a 2945a 2583a 2521a 23,87a 26,31
Fusarium graminearum:
NaCl 325a 342a 32,1a 298a 263a 31,0
Manitol 32,5a 352a 31,5a 270b 2350 30,0
Drechslera tritici-repentis
NaCl 246a 225b 17,7b 142b 11,2b 18,0
Manitol 238a 263a 257a 248a 225a 24,6
Stagonospora nodorum
NaCl 18,1a 169a 134b 84b 100D 13,4
Manitol 184a 19,1a 21,1a 213a 24,1a 20,8
Alternaria alternata
NaCl 199a 172b 93b 8,1b 78b 12,4
Manitol 19.5a 21,6a 238a 243a 22,7a 22,3
Epicoccum purpuracens
NaCl 25,la 153 9,3b 7,3b 6,1b 12,6
Manitol 2482 26,52 26,2a 25,7a 24,7a 25,6

Médias com a mesma letra na coluna sio estatisticamente iguais pelo teste F (P <0,01)
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Na andlise de varidncia do indice de crescimento micelial de Fusarium
graminearum foi verificado efeito significativo (P<0,01) da interagdo dos fatores
soluto e potencial osmético (Tabela 2A). O indice de crescimento micelial
(ICM) do soluto manitol, quando comparado ao NaCl, nos potenciais osméticos
mais negativos (-1,8 MPa e -2,4 MPa) apresentou valores inferiores (P<0,01).
Quando comparados os niveis de potencial osmético para cada soluto, em ambos
0s casos, pelas curvas de regressdo (P<0,01), o ICM foi inferior nos potenciais
osméticos mais negativos (Figura 6 e 11). Os pontos de méximo obtidos a partir
da primeira derivada das equagbes foram de -0,11 MPa e -0,55 MPa para o
soluto manitol e NaCl, respectivamente.

Para o fungo Drechslera tritici-repentis houve efeito significativo nos
fatores soluto, potencial e sua interagio (P<0,01). Realizada a anilise do
desdobramento de soluto dentro de cada nivel de potencial osmético, verifica-se
pelo teste F (P<0,01), que as médias do ICM do soluto NaCl nos potenciais
osméticos -0,6, -1,2, -1,8 e -2,4 MPa sio inferiores as médias do manitol, em
todos potenciais osméticos (Tabela 7). A andlise de varifincia revelou efeito
significativo (P<0,01) dos diferentes niveis de potenciais osméticos dentro de
cada nivel do fator soluto (Tabela 2A). Pela equagéio linear (Figura 7 e 11) em
relagdo ao soluto NaCl, observaram-se efeitos negativos dos niveis de potencial
osmético no ICM. Nota-se que manitol nio causou redugio significativa do
desenvolvimento de Drechslera tritici-repentis, sendo o valor -1,16 MPa o
ponto de miximo. A coloragdo das colonias desse fungo apresentou variagdo
quando desenvolvidas no soluto NaCl, nos potenciais osméticos de -1,2, -1,8 ¢
-2,4 MPa.

Para Stagonospora nodorum, verifica-se que a interagio dos fatores
estudados foi significativa pelo teste F (P<0,01) (Tabela 3A). A andlise do
desdobramento de soluto dentro dos niveis de potencial osmético estdo

apresentados na Tabela 7. Os valores médios do indice de crescimento micelial
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nos trés potenciais osméticos mais negativos (-1,2, -1,8 e -2,4 MPa) foram
inferiores para o NaCl quando comparados aos valores do manitol. Pelo
desdobramento dos niveis de potencial osmético dentro de soluto (Figura 8 e
11), observa-se um efeito contrério no crescimento micelial, quando compara-se
a equagdo linear do manitol com a do NaCl. A adigdo de altas concentragdes de
manitol ao meio BDA estimulou o crescimento de S. nodorum; jé NaCl, em altas

concentragdes, provocou reducdo do desenvolvimento desse fungo.
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FIGURA 6. Anilise de regressdo relacionando o indice de crescimento micelial
(ICM) de Fusarium graminearum em diferentes niveis de potencial
osmético nos solutos NaCl e manitol. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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No caso de Alternaria alternata (Tabela 1A), foi verificado efeito
significativo (P<0,01) de todas as fontes de variagﬁo na andlise de varidncia do
indice de crescimento micelial. Quando comparados os valores das médias do
ICM de cada soluto dentro dos niveis de potencial osmdtico estudados,
verificou-se efeito negativo do soluto NaCl nos quatro ultimos niveis mais
negativos de potencial osmético (Tabela 7). Pela andlise de regressio dos
potenciais osméticos nos niveis de soluto, 4 medida que a concentragéo de NaCl
€ aumentada, ocorre redugéo do ICM. A equacdo de regressio desse soluto
possui ponto minimo de -1,99 MPa (Figura 9). O soluto manitol apresentou
ponto méximo de -1,63 MPa. A partir deste ponto, ocorreu uma pequena

reducgdo do ICM de A. alternata.
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FIGURA 7. Anilise de regresséo relacionando o indice de crescimento micelial
(ICM) de Drechslera tritici-repentis em diferentes niveis de
potencial osmético nos solutos NaCl e manitol. UFLA, Lavras,

MG, 2003.
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FIGURA 8. Anilise de regresséo relacionando o indice de crescimento micelial
(ICM) de Stagonospora nodorum em diferentes niveis de potencial
osmético nos solutos NaCl e manitol. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Para o crescimento micelial de Epicoccum purpuracens, foi verificado
efeito significativo da interagio soluto x potencial osmético (Tabela 2A). O
soluto manitol proporcionou um maior crescimento micelial quando comparado
aos resultados do soluto NaCl nos niveis -0,6, -1,2, -1,8 e -2,4 MPa (Tabela 7).
Na anilise de regressdo (Figura 10), verificou-se que, nos potenciais osméticos
do meio BDA mais negativos, o ICM reduziu drasticamente. Em contrapartida,
esse efeito negativo ndo foi verificado quando utilizou-se manitol incorporado
ao meio BDA. Como pontos de minimo (NaCl) e mdximo (manitol), foram

obtidos, respectivamente, valores de -1,96 MPa e -1,22 MPa.
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Fazendo-se uma andlise conjunta dos fungos avaliados, verificou-se que
o NaCl reduziu o indice de crescimento micelial de todos os fungos,
principalmente nos potenciais osméticos mais negativos, ou seja, onde a
concentragdo deste soluto era mais alta. O soluto manitol reduziu o
desenvolvimento de Fusarium graminearum nos potenciais mais baixos. Para os
demais fungos, doses crescentes de manitol adicionadas ao meio BDA nio
interferiram no ICM dos fungos estudados, chegando a estimular alguns, como
A. alternata e S. nodorum.

A osmorregulagdo ¢ um importante mecanismo dos microorganismos,
servindo para manter o turgor das células e equilibrar o potencial hidrico entre
suas células e o ambiente (Cook & Papendick, 1978). Muitos estudos do
crescimento micelial in vitro de diversos fungos indicam que 0s organismos
diferem na habilidade de absorver dgua do ambiente e cada espécie possui uma
faixa adequada de potencial hidrico para o desenvolvimento (Brownell &
Schneider, 1985; Woods & Duniway, 1986; Kackley et al., 1990). Isto
comprova a variagao do comportamento do crescimento micelial dos fungos
estudados no presente trabalho.

A alta inibigdo do crescimento micelial dos fungos, observada em todos
0s potenciais osméticos quando o soluto utilizado foi o NaCl, deve-se nio s6 ao
efeito direto da restrigio hidrica no meio BDA, mas principalmente ao efeito
toxico do cition sédio (Na'). Gao & Shaim (1995) destacaram que o
crescimento reduzido de Cryphonectria parasitica, em meios que contém sédio,
foi devido ao efeito toxico deste fon, quando comparado a outros solutos. Porém,
um outro elemento pode também estar contribuindo com a reduzida taxa de
crescimento no meio em que se utilizou NaCl como soluto, sendo este o fon
cloro (CI).

Ao contrério do efeito do cloreto de s6dio, manitol, mesmo no nivel de

potencial osmético mais reduzido, proporcionou condi¢des de estimulo ao

43



crescimento micelial da maioria dos fungos estudados. Neste caso. o produto
deve ter sido utilizado pelos organismos como fonte adicional de carbono
(Griffin, 1981; Moore-Landecker, 1982: Gow & Gadd, 1995). Constatacio neste
sentido foi também verificada por Carvalho (1999) em estudos com
Colletotrichum lindemuthianum, que desenvolveu-se melhor em meio BDA com
manitol. Um outro soluto que pode ter efeito semelhante ¢ a sacarose. Gao &
Shaim (1995), utilizando sacarose para modificar osmoticamente o meio BDA
com manitol, verificaram um maior crescimento micelial de C. parasitica.
Adebayo & Harris (1971) também observaram um desenvolvimento vigoroso de
Phytophthora cinnamomi e Alternaria tenuis em meio agarizado contendo
sacarose.

O indice de crescimento micelial de Fusarium graminearum foi
semelhante ao observado por Cook & Papendick (1972). Estes autores relataram
que o fungo Fusarium roseum f.sp. cerealis "Culmorum" apresentou acréscimo
no crescimento até o potencial osmético -0,8 MPa. Apés este valor, houve
redugdo em 50% do crescimento, observado no potencial -5,0 MPa. Os solutos
utilizados nesse estudo foram sacarose, KCl, NaCl e Na,SO,.

Wearing & Burgess (1979) verificaram que F. graminearum foi
estimulado em seu crescimento até o potencial osmdtico de -2,0 MPa (sacarose),
diferenciando do resultado encontrado no presente trabalho. Sugere-se que isto
seja devido & diferenga da temperatura utilizada nos dois trabalhos. Os ltimos
autores realizaram o experimento a 25°C ¢ a temperatura utilizada no presente
trabalho foi de 20°C.

Um aspecto de interesse particular neste estudo foi a mudanca de
coloragdo de Drechslera tritici-repentis de marrom-acinzentado (BDA) para
alaranjado (BDA + NaCl) em todos os niveis de potencial hidrico. Este efeito foi
menos evidente quando utilizou-se manitol. Outros trabalhos também relataram

a mudanga de coloragio da colénia fiingica em fungiio dos solutos e potenciais
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osméticos. Por exemplo, este aspecto foi registrado por Alam et al. (1996) em
relagdio a coldnias de Alfernaria alternata que modificaram a coloragdo em
fungdio do soluto utilizado. Em meios corrigidos por sacarose, eram quase
brancas, em contraste com a coloragdo marrom-escura e castanho-claras quando
foram utilizados CaCl, e KCl, respectivamente.

O uso de NaCl em meios de cultivo, em‘ielevadas concentragdes que
propiciem potenciais hidricos baixos, provoca uma redugfo do desenvolvimento

i
dos fungos considerados de campo. Em outros trabalhos, nestes potenciais
prevalecem os fungos considerados de amaze'ﬁamento como espécies de

Aspergillus e Penicillium. Por outros estudos tem se verificado também que

potenciais hidricos de até -2,0 MPa, para a maior%ia dos fungos, incluindo de
campo € armazenamento, nio sdo afetados estatistic:flmente.

E vélido lembrar que a restrigéio hidrica, qtie se configura pelo teste de
incubagdo em substrato de papel, durante o transcorrer do periodo de incubagdo,
é um fator favordvel para a esporulagdo por llaarte dos intimeros fungos
Hyphomycetes, caso de espécies de Drechslera, ?Itemaria, Pyricularia, etc.

(Limonard, 1968). |
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FIGURA 11. Crescimento micelial em meio BDA dos fungos Fusarium
graminearum  (A), Drechslera tritici-repentis (B) e
Stagonospora nodorum (C) com NaCl (placas superiores) e
manitol (placas inferiores) nos potenciais de -0,35 MPa (a), -0,6
MPa (b), -1,2 MPa (c), -1,8 MPa (d) e -2,4 MPa (e). UFLA,
Lavras, MG, 2003.
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4.3 Avaliagio dos efeitos da restrigiio hidrica na ocorréncia (incidéncia e
severidade) de fungos em sementes de trigo |

A Tabela 8 contém o nimero de lotes em hue foi verificada a presenca
dos fungos Bipolaris sorokiniana, Drechslerc{i tritici-repentis, Fusarium
graminearum, Pyricularia grisea, Penicillium spp., Aspergillus ochraceus,
Alternaria alternata, Cladosporium cladosporioides ¢ Epicoccum purpuracens,
detectados pelo método de incubagfio em substrato de papel modificado com

congelamento e em substrato de papel com restrigo hidrica.

TABELA 8 - Ocorréncia de fungos em sementes de 60 lotes de trigo
provenientes de diferentes regides do Brasil, submetidas ao
teste de sanidade pelo método de incubagio em substrato de
papel com congelamento e substrato de papel com restrigio
hidrica. UFLA, Lavras, MG, 2003.

- Ocorréncia

Fungos n° de lotes (%)

Patogénicos Bipolaris sorokiniana 56 93,3
Drechslera tritici-repentis 15 25,0

Fusarium graminearum 39 65,0

Pyricularia grisea 18 30,0

Armazenamento  Penicillium spp. 17 28,3
Aspergillus ochraceus 22 36,7
Sapréfitas Alternaria alternata 60 100,0
Cladosporium clodosporioides 56 93,3

Epicoccum purpuracens 52 86,7

Os valores médximos de incidéncia e severidade de fungos detectados nas
sessenta amostras de sementes avaliadas pelos métodos de incubagiio em

substrato de papel com restrigio hidrica e com congelamento estio na Tabela 9.
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TABELA 9 - Valores maximos encontrados de incidéncia e severidade de
fungos em sementes de 60 lotes de trigo, submetidas ao teste de
sanidade pelo método de incubagdio em substrato de papel com
congelamento (Freezer) e substrato de papel com restrigao
hidrica (RH). UFLA, Lavras, MG, 2003.

Incidéncia (%) Severidade (%)
Fungos Freczer RH Freezer RH

Patogénicos Bipolaris sorokiniana

65,0 61,5 29,1 34,1

Drechslera tritici-repentis
21,0 8,0 10,3 4,7
Fusarium graminearum
71,5 67,5 38,0 33,8
Pyricularia grisea

33,5 43,5 30,9 25,1
Armazenamento Penicillium spp.

24,5 51,0 5,1 7,6

Aspergillus ochraceus

12,0 28,0 8,2 10,9
Saprofiticos Alternaria alternata

96,0 96,0 33,7 29,1

Cladosporium cladosporioides
51,5 56,5 11,8 11,7
Epicoccum purpuracens
61,0 70,0 15,6 12,9

Entre as sessenta amostras avaliadas, Bipolaris sorokiniana e Fusarium
graminearum foram os fungos patogénicos de maior ocorréncia, sendo
detectados em 93,3% e 65,0% das amostras, respectivamente (Tabela 8).

Os fungos de armazenamento estavam presentes, em média, em 32,5%
das amostras analisadas. Porém, os valores da média de incidéncia de
Aspergillus ochraceus e Penicillium spp. sio baixos, sendo de 6,41% e 2,85%,

respectivamente (Tabela 10).
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TABELA 10 - Médias de incidéncia e severidade de fungos em sementes de 60
lotes de trigo provenientes de diferentes regides do Brasil,
submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio em
substrato de papel com congelamento (Freezer) e substrato de
papel com restrigo hidrica (RH). UFLA, Lavras, MG, 2003.

Incidéncia (%) Severidade (%)
Fungos Freezer RH Freezer RH
Patogénicos Bipolaris sorokiniana
9,13 9,13 12,61 11,22
Drechslera tritici-repentis
3,10 090 | 553 1,87
Fusarium graminearum
18,15 14,15 19,13 17,49
Pyricularia grisea
7.42 10,61 19,80 16,29
Armazenamento Penicillium spp.
2,85 6,41 1,99 3,16
Aspergillus ochraceus
1,55 6,30 2,07 4,86
Saprofiticos Alternaria alternata
57,64 54,43 22,17 19,46
Cladosporium cladosporioides
21,60 2530 7,08 7,51
Epicoccum purpuracens
22,57 26,69 8,24 8,54

Os histogramas de distribuigio de freqiiéﬁcia de todos os fungos

avaliados estéio representados nas Figuras 12 a 20.
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FIGURA 12. Nimero de lotes para cada classe de incidéncia (A) e severidade
(B) de Bipolaris sorokiniana nos testes de sanidade, pelos
métodos de incubagio em substrato de papel com congelamento e
restri¢do hidrica. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 13. Nimero de lotes para cada classe de incidéncia (A) e severidade
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FIGURA 14. Nimero de lotes para cada classe de incidéncia (A) e severidade
(B) de Fusarium graminearum nos testes de sanidade, pelos
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FIGURA 5. Niimero de lotes para cada classe de incidéncia (A) e severidade
(B) de Pyricularia grisea nos testes de sanidade, pelos métodos de
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FIGURA 16. Niimero de lotes para cada classe de incidéncia (A) e severidade
(B) de Penicillium spp. nos testes de sanidade, pelos métodos de
incubagdo em substrato de papel com congelamento e restrigiio
hidrica. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 19. Nimero de lotes para cada classe de incidéncia (A) e severidade
(B) de Cladosporium cladosporioides nos testes de sanidade,
pelos métodos de incubagio em substrato de papel com
congelamento e restrigdo hidrica. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 20. Niimero de lotes para cada classe de inc
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(B) de Epicoccum purpuracens nos testes de sanidade, pelos
métodos de incubagio em substrato de papel com congelamento e
restricdo hidrica. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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O método de incubagiio em substrato de papel com restrigdo hidrica,
comparado ao método com congelamento, foi menos sensivel na detecgiio de
Drechslera tritici-repentis (Tabelas 8, 9 e 10). O maior valor de incidéncia
obtido a partir da avaliagdo das 60 amostras de sementes de trigo no método de
congelamento e restrigdo hidrica foi de 21% e 8%, respectivamente. O valor
médio de incidéncia das 60 amostras, para este mesmo patégeno, foi de 3,1% e
0,9% para o métedo do congelamento e restrigdo hidrica, respectivamente. D.
tritici-repentis apresentou dificuldade em formar conidiéforos e conidios nas
sementes submetidas ao teste de sanidade com restrigdo hidrica. Com isso, sua
detec¢ao e quantificagiio foram dificultadas.

Brodal (1997) relatou que na Noruega e Suécia é muito utilizado o teste
de sanidade de incubagio em substrato de papel umedecido com solugdo
osmética de sacarose 0,5 M "osmotic blotter" na detecgdo de Drechslera spp.
Este método, ao contririo do método com congelamento, tem como fundamento
examinar a coloraglio do substrato de papel logo abaixo das sementes em
avaliagdo. Algumas espécies de Bipolaris e Drechslera, desenvolvidas em meio
de cultura, produzem pigmentos conhecidos por antraquinonas (Sivanesan,
1987).

Brodal (1995) relatou que foram avaliadas 57 amostras de sementes de
cevada, entre os anos de 1990-93, pelo Grupo Nérdico de Patologia de Sementes
(Nordic seed pathology group). Foi comparado o método osmético (sacarose 0,5
M) com o método de incubagio com congelamento. O primeiro método foi 40%
mais eficiente na detecgdo de Drechslera spp., com a vantagem de retardar a
germinagao das sementes.

Em estudo realizado por Brodal (1997), o método osmético foi mais
eficaz na deteccdo de Drechslera spp. em sementes de cevada, quando
comparado ao congelamento e meio dgar. O mesmo autor salientou que o

método osmético € rdpido e de fécil condugdo, pois nao hd necessidade do
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auxilio de microscépio estereoscépico na avaliagio das sementes.

No presente trabalho foi observada coloragdo rosa-claro do substrato de
papel com restri¢do hidrica abaixo de sementes que pertenciam a lotes em que,
por meio do método do congelamento, foi detectado D. tritici-repentis.

Sugere-se avaliar a incidéncia desse fungo baseando-se na coloragio do
papel de filtro, quando utilizado o método de incubaggo com restrigéio hidrica, ao

contrério da esporulagdo, que € observada no método do congelamento.
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4.4 Avaliacio dos efeitos do potencial de inéculo de Bipolaris sorokiniana no
desempenho de scmentes de trigo por meio da técnica da restricio
hidrica

A inclusdo de um fungicida (difenoconazole) (Tabela 3B), aplicado as
sementes neste estudo foi realizada com o intuito de se contar com um
componente auxiliar nas avaliagdes dos reais efeitos de diferentes potenciais de
inéculo de Bipolaris sorokiniana. Isto porque este aspecto ndo tem sido
considerado em estudos sobre tratamento de sementes. A eficédcia deste produto
j4 tem sido comprovada em outros estudos realizados no Brasil para controle do
referido fungo. Os valores de germinagio e vigor, obtidos no teste de
germinagdo, estdo apresentados na Figura 21, Tabelas 11 e 4A. Verificou-se, em
todas as classes de potencial de inéculo onde B. sorokiniana estava presente, que
os tratamentos onde néo foi aplicado o fungicida na semente foram inferiores

aos que receberam o tratamento quimico.

TABELA 11 - Avaliagio da qualidade fisiolégica de sementes de trigo
submetidas ao teste de germinagio. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nivel de potencial Germinacgao (%) Vigor (%)
de inéculo T NT T NT
0% 100 A 9% A 100 A 98 A
1% a 25% 21 A 78 B 922 A 86 A
26% a 50% 89 A 65 B 89 A 78 B
51% a 75% 85 A 58 B 8 A 66 B

Média 91 74 91 82
Sapréfitas 98 A 93 A 99 A 94 A

CV (%) 8,25 ; 6,55

Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05) *T Tratada **NT Nio tratada
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FIGURA 21. Anilise de regressao relacionando a germinagio (A) e o vigor (B)
de sementes de trigo, obtidos pelo teste de germinagio em rolo de
papel, em diferentes niveis de potencial de in6culo. UFLA,
Lavras, MG, 2003.
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Observando-se os valores entre potenciais de inéculo, na auséncia do
tratamento quimico das sementes (NT), verifica-se que o efeito dos niveis de
potencial de in6culo foram significativos pelo teste F'(P<0,05) e modelos de
regressdo foram ajustados. Em niveis crescentes da densidade de inéculo, a
germinagdo e o vigor das sementes de trigo foram decrescentes (Figura 21).
Com a técnica da restrigdo hidrica, hd possibilidade de estudar o efeito isolado
das classes de potencial de in6culo. Com excegdo da classe "0%", as sementes
de todas as demais classes apresentaram incidéncia de B. sorokiniana de 100%.

O desempenho das sementes de trigo, representado pelas varidveis
estande final aos 23 dias ap6s a emergéncia, indice de velocidade de emergéncia
(Maguire, 1962) e altura de plantulas, obtidas através da avaliagdo dessas em

cAmara de crescimento vegetal, encontra-se na Tabela 12, Figuras 22 e 23.

TABELA 12 - Avaliagio do desempenho de sementes de trigo desenvolvidas em
cimara de crescimento vegetal. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nivel de Estande final IVE Alra
potencial (%) (Maguire) {mm)
de indculo T NT T NT T NT
0% 99 A 98 A 58A 6,1 A 230 A 220 A

1%a25% 99A 9B 57A 46B 242 A 168 B
26%a50% 94A 62B 54A 35B 236 A 139B
51%a75% 93A 64 B 53A 35B 229 A 142 B

Média 96 76 5,6 17,7 234 167
Sapréfitas 100 A 89B 59A 535A 264 A 205B
CV (%) 6,94 749 15,21

Médias scguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05) *T Tratada **NT Nio tratada .
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FIGURA 22. Anilise de regressio relacionando o estande final (A) e o indice de
velocidade de emergéncia (B) de plantulas de trigo, desenvolvidas
em cimara de crescimento vegetal, em diferentes niveis de

potencial de inéculo. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 23. Anilise de regressio relacionando a altura de plantulas de trigo,
desenvolvidas em ciimara de crescimento vegetal, em diferentes
niveis de potencial de indculo. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Em todas as varidveis estudadas, quando sao comparadas as médias entre
os niveis de potencial de indculo, na presenga do tratamento quimico (T),
diferengas niio foram detectadas pelo teste F (P<0,05) e nenhum modelo de
regressdo foi ajustado, indicando uma eficaz agiio do fungicida utilizado. Porém,
na auséncia do tratamento quimico (NT), consegue-se distinguir o efeito de
niveis crescentes da densidade de indculo de B. sorokiniana. Em densidades
crescentes, o desempenho das sementes de trigo foi reduzindo gradativamente
(Figuras 22, 23, 24, 25 ¢ 26).

O tratamento com fungicida das sementes foi eficaz (P<0,05) para as
varidveis peso de matéria fresca e peso de matéria seca da parte aérea e raizes

(Tabelas 13, 14, 6A e 7A), quando avaliados em cidmara de crescimento vegetal.
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Nos tratamentos em que nio foi utilizado tratamento quimico (NT), na presenga
de B. sorokiniana e em nijveis crescentes de potencial de in6culo, o efeito deste
fungo foi negativo no desenvolvimento das plantulas. Sendo esse um patégeno
que afeta a raiz das plantulas de trigo, a absor¢@o de nutrientes foi prejudicada,
debilitando a produgdio de massa vegetal (Figuras 24, 25 e 26).

Machado & Machado (2002) verificaram resultados semelhantes aos
encontrados no presente trabalho. Verificou-se que os efeitos negativos de
Fusarium verticillioides no desempenho de sementes de milho foram

proporcionais ao aumento da densidade de indculo deste patégeno.

TABELA 13 - Avaliagio do desempenho de sementes de trigo desenvolvidas em
cimara de crescimento vegetal. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nivel de potencial ~ Peso fresco parte aérea (g)  Peso seco parte aérea (mg)

de inéculo T NT T NT
0% 0,240 A 0,250 A 283 A 29,5 A
1% a 25% 0,275 A 0,162 B 33,7 A 20,1 B

26% a 50% 0,285 A 0,156 B 340 A 19,6 B
51% a 75% 0,263 A 0,139 B 305 A 164 B

Média 0,266 0,177 31,6 214
Saproéfitas 0,308 A 0,278 A 358 A 329 A
CV (%) 22,61 20,34

Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05) *T Tratada **NT Nio tratada

Os resultados deste trabalho evidenciam a importéncia do potencial de
inéculo de B. sorokiniana. Em boletins de andlise sanitdria apenas é informado o
valor da incidéncia de um determinado fungo em uma amostra de sementes.
Porém, esta informagéo é incompleta quando pretende-se, a partir destes
boletins, efetuar uma recomendagdo de tratamento quimico de sementes ou,

ainda, rejeitar ou ndo um lote.
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FIGURA 24. Andlise de regressio relacionando o peso de matéria fresca (PMF)
(A) e o peso de matéria seca (PMS) (B) da parte aérea de plintulas
de trigo, desenvolvidas em cimara de crescimento vegetal, em
diferentes niveis de potencial de inéculo. UFLA, Lavras, MG,

2003.
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TABELA 14 - Avaliagdo do desempenho de sementes de trigo desenvolvidas em

cémara de crescimento vegetal. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nivel de potencial Peso fresco da raiz (g) Peso seco da raiz (mg)
de inéculo T NT T NT
0% 0,292 A 0,344 A 223 A 298 A

1% a 25% 0,367 A 0,238 B 340 A 193 B
26% a 50% 0,358 A 0,218 B 31,8 A 20,2 B
51% a75% 0,283 A 0,144 B 22,7 A 12,1 B

Média 0,325 0,236 27,7 204
Saproéfitas 0,309 A 0,342 A 243 A 272 A
CV (%) 20,45 25,86

Médias seguidas de mesma letra nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05) *T Tratada **NT Nio tratada
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FIGURA 25. Anélise de regressdo relacionando o peso de matéria fresca (PMF)
da raiz de pléntulas de trigo, desenvolvidas em cimara de
crescimento vegetal, em diferentes niveis de potencial de in6culo.

UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 26. Andlise de regressdo relacionando o peso de matéria seca (PMS)
da raiz de plintulas de trigo, desenvolvidas em cimara de
crescimento vegetal, em diferentes niveis de potencial de inSculo.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Devido & sua ocorréncia constante em nfveis de até 100% (Goulart &
Paiva, 1996) e eficiente transmisséo (Reis & Forcelini, 1993), B. sorokiniana é o
alvo principal do tratamento de sementes, cujo sucesso depende da eficdcia do
fungicida, do tratamento propriamente dito e do manejo dispensado 2 cultura
(Forcelini, 1991). Sementes com alta incidéncia podem nio germinar ou as
plintulas produzidas podem morrer precocemente, reduzindo a densidade de
plantas a campo (Lasca et al., 1986).

Goulart & Paiva (1996) testaram diversos produtos para o tratamento
quimico das sementes de trigo no controle de B. sorokiniana e Pyricularia
grisea. Difenoconazole, como os demais fungicidas testados, foi eficaz no
controle dos patégenos testados, obtendo emergéncia e rendimento de graos

satisfat6rios, quando comparados a testemunha sem fungicida.
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Forcelini (1992) nédo observou correlagio entre diferentes percentuais de
incidéncia de B. sorokiniana na semente com a transmissao deste patégeno para
pléntulas. Porém, o autor ndo considerou o potencial de inéculo da semente.
Podem existir casos em que um lote com maior incidéncia de determinado
patégeno, quando comparado a outro lote de mesma cultivar e qualidade
fisiol6gica, apresente melhor desempenho no campo devido ao lote com menor

incidéncia possuir maior potencial de inéculo por semente.
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5 CONCLUSOES

O método de incubagdo em substrato de papel com restrigdo hidrica
induzida pela adi¢io de manitol ao substrato, no potencial osmético -1,10 MPa,
nao influenciou na detecgéio dos principais fungos veiculados por sementes de
trigo. Isso equivale a dizer que a tecnologia da restri¢do hidrica pode substituir o

método convencional de congelamento em testes de sanidade.

Por intermédio da técnica de restrigio hfdrica foi possfvel avaliar os
efeitos de niveis crescentes do potencial de inéculo de Bipolaris sorokiniana em
relagéo ao desenvolvimento inicial das sementes de lrigo e estabelecimento de
plantulas nos testes de germinagio em laboratério. Os efeitos, nestes casos,

|
foram inversamente proporcionais aos potenciais de inéculo do fungo em foco.
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TABELA 1A. Resumo da anilise de varifincia dos dados referentes 3 germinagdio de sementes, comprimento da raiz

seminal de plantulas de trigo e incidéncia de Bipolaris sorokiniana no teste de incubagiio em substrato de
papel. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Quadrado médio
FV GL Germinagio'  Comprimento da raiz seminal Incidéncia (%)
{mm) Bipolaris sorokiniana
Soluto 1 2747 ns 12,66 ns 40,00 ns
Potencial 4 4023,89 ** 4784,33 ** 66,35 ns
Soluto x potencial 4 60,59 ns 1,82 ns 52,25 ns
Fatorial x adicional 1 9189,08 ** 1129,79 #** 11,78 ns
(Tratamento) (10) 2555,18 ** 2028,70 ** 52,62 ns
Residuo 33 44,24 4,22 42,82 ns
CV (%) 9,98 12,40 11,93

tdados transformados em arc sen ,/ x/100

** teste F significativo a 1% de probabilidade
ns = teste F ndo significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 4A. Resumo da anélise de varidncia dos dados referentes  porcentagem de germinagdo e vigor de sementes de
trigo submetidas ao teste de germinagZo em rolo de papel. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Quadrado médio
FV GL Germinacéo (%) Vigor (%)

Potencial de inéculo 3 1054,00 ** 779,33 **
Fungicida 1 2312,00 ** 722,00 **
P. inéculo x fungicida 3 222,67 * 107,33 *
Fatorial x adicional 1 1040,40 ** 608,40 **
Entre adicionais 1 50,00 ns 50,00 ns
(Tratamento) 9 803,60 ** 448,93 **
Residuo 30 49,47 33,73

CV (%) 8,25 6,55

** teste F significativo a 1% de probabilidade
* teste F significativo a 5% de probabilidade
ns = teste F nédo significativo a 5% de probabilidade
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TABELA 5A. Resumo da anflise de varifincia dos dados referentes ao estande final, fndice de velocidade de emergéncia
¢ altura, aos 23 dias ap6s a emergéncia de plantulas de trigo desenvolvidas em cimara de crescimento

vegetal. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Quadrado médio
FV GL Estande final (%) IVE Altura (mm)

Potencial de inéculo 3 761,33 ** 4,45 ** 2725,21 ns
Fungicida 1 3.362,00 ** 9,76 ** 36.046,13 **
P. in6culo x fungicida 3 390,00 *x* 1,95 ** 3.066,88 *
Fatorial x adicional 1 462,40 ** 3,27 ** 7.209,23 *
Entre adicionais 1 242,00 * 0,41 ns 6.962,00 *
(Tratamento) ) 835,60 ** 3,62 *=* 7.510,40 **
Bloco 3 22,80 ns 0,39 ns 12.539,77 =**
Residuo 27 37,02 0,15 997,34
CV (%) 6,94 7,49

** teste F significativo a 1% de probabilidade
* teste F significativo a 5% de probabilidade
ns = teste F néo significativo a 5% de probabilidade
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ANEXOB

TABELA 1B. Qualidade fisica e fisiol6gica das sementes de trigo da cultivar

TABELA 2B.

TABELA 3B.

BR-40, safra 2000, produzidas no municipio de Dourados, MS.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Cultivar U PMS PH G
(%) ® (kg/100 1) (%)
BR-40 10,38 24,24 79,29 96,0
U = umidade ‘

PMS = peso de mil sementes
PH = peso do hectolitro
G = germinagfio

Qualidade sanitédria das sementes de trigo da cultivar BR-40, safra

2000, produzidas no municipio de Dourados, MS. UFLA, Lavras,
MG, 2003.

Fungos Incidéncia (%)
Bipolaris sorokiniana 65,5
Alternaria alternata 40,5
Cladosporium cladosporioides 37,0
Epicoccum purpuracens 15,5

Descri¢éo do fungicida utilizado no tratamento quimico das
sementes de trigo. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nome técnico Difenoconazole
Nome comercial Spectro®
Grupo quimico Triaz6is
Férmula bruta CisH17N3O4
Massa molecular 406,27
Modo de agdo Fungicida sistémico
Classe toxicolégica 11
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ANEXO C

Meio BDA (extrato de batata-dextrose-4gar)

Batata descascada.........c.oeveerennnereesesessoroncsasaseones 200¢g
DEXIIOSE.....cuerererenreresnnsassessssessasrisrnsssssnrarersrerarsasnas 20g
AGAT et sasessrassssnes 20g
Agua destilada...........coucreeneerescemnceresenenernnee 1000 mL

Boletins de garantia dos regentes utilizados

Cloreto de sédio crist.

Férmula bruta NaCl
Peso molecular 58,44
Teor (argentométrico) min. 99,5%
pH (5% é4gua) 5-8%
Sulfato (SOy) méx 0,001%
Fosfato (PO4) méx. 0,0005%
Brometo (Br) méx. 0,005%
JTodeto () méx. 0,001%

Hexacianoferrato (Fe(CN)g)
Nitrogénio total (N)

mix. 0,0001 %
max. 0,001%

Metais pesados
Chumbo (Pb) méx. 0,0005%
Ferro (Fe) miéx. 0,0001%
Bério (Ba) méx. 0,001%
Cilcio (Ca) mix, 0,002%
Magnésio (Mg) méx. 0,001%
Potassio (K) mix. 0,005%
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Boletins de garantia dos regentes utilizados

Manitol P.A.
Férmula bruta CsH 1406
Peso molecular 182,17
Teor minimo 99,0%
Rotacdo especffica [&]p> 423,3°a 24,3°
Acicares redutores Passa no teste
Materiais insoldveis méx. 0,01%
Perda por secagem a 105°C méix. 0,05%
Residuos ap6s igni¢do méx. 0,01%
Acidos tituldveis méx. 0,0008 meq/g
Métais pesados (como Pb) méx. Sppm.

D (+) Glucose Anidra P.A. (Dextrose)

Férmula bruta CeH 206
Peso molecular 180,16
Rotaciio especffica 25/25° min. 52,5°C méx. 53,0°C
Perda por secagem a 105°C max 0,2%
Acidez (como CH;COOH) méx. 0,0015%
Cloreto (CD) méx. 0,01%
Sulfato e Sulfito (como SOy) méx. 0,005%
Amido passa no teste
Arsénico (As) mix. 0,00004%
Metais pesados

Chumbo (Pb) méx. 0,0005%

Ferro (Fe) méx. 0,0005%
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