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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar a qualidade fisiologica e sanitaria das sementes
de soja e milho inoculadas artificialmente com o fungo Phomopsis sojae e Stenocarpella
maydis, respectivamente, e a viabilidade destes fungos durante seis meses, sob duas condi¢Ges
de armazenamento. As sementes foram inoculadas pela técnica de condicionamento hidrico,
que consiste na manutencao das sementes sobre as col6nias fungicas desenvolvidas em meio
BDA, acrescido de manitol, contido em bandejas de aluminio. As sementes permaneceram
por trés periodos de tempo, 36, 72 e 108 horas, que corresponderam aos diferentes potenciais
de inéculo denominados P36, P72, P108, e o tratamento controle PO (sementes ndo
inoculadas). As sementes inoculadas e ndo inoculadas foram submetidas a duas condicGes de
armazenamento, camara fria e seca (10 °C e 50% UR) e condi¢do natural (laboratdrio), sendo
analisadas a cada 30 dias por um periodo de 180 dias. A qualidade e a viabilidade dos fungos
sobre as sementes foram analisadas pelos testes de sanidade, germinagdo e vigor
(envelhecimento acelerado - EA, condutividade elétrica - CE). Em condicdo natural foi
observada reducdo da incidéncia de S. maydis nas sementes de milho da ordem de 18,5%, no
potencial de inoculo P72, e 80,5% no potencial P108. Com a queda da incidéncia do fungo ao
longo do armazenamento houve um leve incremento do percentual de germinagdo das
sementes. Pelos testes de vigor houve uma confirmacdo do desempenho das sementes,
conforme observado pelo teste de germinagéo padrdo. Pelo teste de envelhecimento acelerado
houve aumento de 19,5% no potencial P72 e 25% no potencial P108. Pelo teste de
condutividade elétrica houve aumento no valor desta variavel de 46%, no potencial P108. Em
ambiente de cAmara fria e seca, a incidéncia do fungo apresentou uma tendéncia semelhante
ao ambiente natural, porém, com menor reducdo quando comparado com a condi¢do natural.
Por sua vez a germinacdo manteve a mesma tendéncia de aumento nos dois ambientes de
armazenamento. Da mesma forma que o ambiente natural, o vigor das sementes apresentou
valores semelhantes na camara fria e seca. Para 0 patossistema Phomopsis sojae — soja, a
incidéncia do fungo apresentou tendéncia de manutencédo dos valores iniciais em condicao de
camara fria/seca. Para o ambiente natural houve queda na incidéncia do fungo aos 180 dias da
ordem de 88% (P36), 28% (P72) e 69% (P108). O percentual de germinacdo na camara
fria/seca apresentou reducdo média de cerca de 67% entre os potenciais de inéculo, e em
ambiente natural 64%. O vigor das sementes avaliado pelo envelhecimento acelerado
apresentou resultados semelhantes a germinacéo padrdo. Por outro lado, o vigor avaliado pela
condutividade elétrica foi mantido nos mesmos niveis iniciais.

Palavras chave: Qualidade. Inoculacdo artificial. Viabilidade fungica. Patologia de sementes.



ABSTRACT

The present study had as objective to evaluate the physiological quality of the seeds of
soybean and maize artificially inoculated by Phomopsis sojae and Stenocarpella maydis
respectively and the viability of these fungi during six months under two storage conditions.
The seeds were inoculated by the water conditioning technique, which consists of maintaining
the seeds on the fungal colonies developed in BDA medium, plus mannitol, contained in
aluminum trays. The seeds remained for three time periods, 36, 72 and 108 hours, which
corresponded to the different inoculum potentials P36, P72, P108 and the control treatment PO
(non inoculated seeds). Inoculated and non inoculated seeds were submitted to two storage
conditions, cold and dry chamber (10°C and 50% RH) and natural condition (laboratory),
being analyzed every 30 days for a period of 180 days. The quality and viability of the seeds
were analyzed by health, germination and vigor tests (accelerated aging - EA, electrical
conductivity - EC). Under natural conditions, a reduction in the incidence of S. maydis was
observed in maize seeds of 18.5% in P72 inoculum potential and 80.5% in P108 potential. As
the incidence of the fungus decreased during storage, there was a slight increase in seed
germination percentage. The vigor tests confirmed the seed performance, as observed by the
standard germination test. The accelerated aging test showed an increase of 19.5% in potential
P72 and 25% in potential P108. By the electrical conductivity test there was an increase in the
value of this variable of 46%, in the inoculum potential P108. In cold and dry chamber
environment the incidence of S. maydis showed a similar tendency to the natural environment,
but with smaller reduction when compared to the natural condition. In turn, germination
presented the same upward trend in both storage environments. Like the natural environment,
seed vigor showed similar values in the cold and dry chamber. For the Phomopsis sojae -
soybean pathosystem the incidence of the fungus tended to maintain the initial values in cold /
dry chamber condition. For the natural environment there was a decrease in the incidence of
the fungus at 180 days of 88% (P36), 28% (P72) and 69% (P108). The germination
percentage in the cold / dry chamber presented an average reduction of about 67% among
inoculum potentials, and in natural environment 64%. Seed vigor evaluated by accelerated
aging presented results similar to standard germination. On the other hand, the vigor evaluated
by the electrical conductivity was kept at the same initial levels.

Key words: Quality. Artificial inoculation. Fungal viability. Seed pathology.
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1 INTRODUCAO

Os fungos Phomopsis sojae (Lehman) e Stenocarpella maydis (Berkeley), séo
importantes agentes fitopatogénicos de ocorréncia frequente no Brasil, sendo os principais
causadores da seca da haste e das vagens em soja, e da podriddo do colmo e das espigas em
milho, respectivamente. As perdas de rendimento ocasionadas por Stenocarpella maydis em
campos de produgdo de milho ultrapassam a 40% dependendo das cultivares utilizadas e
condicdes climaticas favoraveis (COTA et al., 2013; REIS; CASA; BRESOLIN, 2004). Para
o fungo Phomopsis sojae esta perda de rendimento € mais alta, podendo chegar a 100% em
periodos chuvosos associados a altas temperaturas durante o inicio da formagdo da vagem e
na maturacdo (GOULART, 2018; HENNING et al., 2005; KIMATI et al.,1997).

Ambos 0s géneros fungicos tém uma intima associacdo com as sementes de seus
hospedeiros, podendo ser transmitidos eficientemente por esta via (KIMATI et al., 1997
MACHADO,1988), e ocasionar danos na qualidade das sementes tanto em campo de
producdo quanto no armazenamento, quando as condi¢des forem favoraveis a sobrevivéncia
dos mesmos.

A disponibilidade ou acesso as sementes portadoras de agentes fitopatogénicos em
niveis satisfatorios e em épocas adequadas para a realizacdo de estudos diversos, no ambito da
patologia de sementes. encontra grandes dificuldades na pratica. Uma outra dificuldade neste
processo é a falta de controle ou conhecimento prévio dos niveis de ocorréncia dos patdgenos
em lotes de sementes. Neste caso surge a necessidade de se dispor de metodologias
alternativas para a obtencdo de sementes portadoras dos patdgenos de interesse, que possam
suprir estas dificuldades de forma segura e o mais préximo possivel ao que ocorre na
natureza. A inoculacdo artificial das sementes, por diferentes métodos, tem sido utilizada
baseada em estudos anteriores, havendo, no entanto, algumas limitacGes sob diversos aspectos
(TANAKA; MENTEN, 1991).

A técnica de condicionamento hidrico desenvolvida no Laboratério de Patologia de
Sementes da Universidade Federal de Lavras, tem sido uma alternativa das mais relevantes
para obtencdo de sementes contaminadas ou infectadas por patdgenos, principalmente do
grupo dos fungos em estudo, que possibilita obter sementes com niveis de indculo
diferenciados dos patdgenos e em quaisquer épocas de sua necessidade. Esta técnica consiste

na exposicao direta das sementes a colénia do agente patogénico, desenvolvida em meios de
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cultivos modificados com um restritor hidrico, em diferentes periodos de contato
(MACHADO et al., 2003; MACHADO; MACHADO, 2002; CARVALHO, 1999).

Apesar dos avancos obtidos pela técnica de condicionamento hidrico, pouco se sabe
sobre o periodo maximo da viabilidade dos patégenos e das sementes ap0s a inoculacdo por
esta tecnologia durante o periodo do armazenamento. Em termos praticos, é importante saber
0 periodo m&ximo de armazenamento em que as sementes e 0 patdgeno a elas associado,
ainda satisfazem um minimo de qualidade fisiologica e sanitaria, necessario para diversos
fins, conforme ja referenciado anteriormente.

Até entdo, a longevidade de patdgenos em associagdo com sementes armazenadas tem
sido referenciada em literatura para alguns casos, cuja interacdo ocorre de forma natural e néo
induzida artificialmente sob camara fria e seca de armazenamento (WETZEL et al., 2004;
TANAKA, 2001). Em nenhum dos patossistemas relatados em literatura leva-se em
consideracao o efeito de potencial de in6culo dos patdgenos associados as sementes.

Dentre os varios patossistemas de importancia agricola no Brasil, cuja técnica de
inoculacdo via condicionamento hidrico tem se mostrado eficaz para a obtencdo de sementes
infectadas por fungos fitopatogénicos, pouco tem sido feito para investigar o comportamento
das sementes e dos patdgenos durante o armazenamento. Para este estudo foram selecionados
dois patossistemas, Stenocarpella maydis em milho e Phomopsis sojae em soja, considerando
a grande importancia dos mesmos para a agricultura brasileira na atualidade. Para estes casos,
ja foi demonstrada a grande eficacia da técnica de condicionamento hidrico para a obtencao
de sementes infectadas pelos patégenos em foco.

Neste estudo, o proposito foi avaliar a viabilidade das sementes e dos fungos
Stenocarpella maydis e Phomopsis sojae nas sementes de milho e soja, interagidos por meio
do condicionamento hidrico, ao longo de um periodo de armazenamento em condicdes

distintas.



12

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  Aspectos gerais da relacédo do fungo Stenocarpella maydis e sementes de milho

Stenocarpella maydis (Berkeley), Sutton Sin. Diplodia maydis (Berkeley), constitui
um dos principais fungos de ocorréncia comum na cultura de milho, agente causal de
podriddo do colmo e da espiga, principalmente nas cultivares suscetiveis plantadas sob
condicdes favoraveis ao seu desenvolvimento (KIMATI et al., 1997; CASA; REIS;
ZAMBOLIM, 2006).

Este fungo pertence a classe Ascomycetes e ordem Dothideales, sendo encontrado no
campo sob fase anamdrfica (imperfeita ou assexuada) (KUHENM JUNIOR, 2009; CASA;
REIS; ZAMBOLIM, 2006). No entanto, sdo agentes necrotroficos apresentando a fase
parasitaria na planta viva e saprofitica em restos de cultura (KUHENM JUNIOR, 2009). A
coloracdo do micélio varia de branco a cinzento péalido, produz estruturas de reproducao
(picnidio) de coloracdo marrom a preto, contendo esporos bicelulares, elipticos, retos ou
ligeiramente curvados, imersos nas sementes (BRASIL, 2009) e nos internodios abaixo da
superficie do solo em plantas infectadas (CASELA; FERREIRA;DE ALMEIDA, 2006;
KIMATI et al.,1997).

As perdas de rendimento ocasionadas por Stenocarpella maydis em campos de
producdo de milho ultrapassam a 40% (COTA et al., 2013; REIS; CASA; BRESOLIN, 2004),
dependendo das cultivares e condigBes climaticas como, temperatura entre 22 a 30 °C, alta
precipitacdo e umidade relativa na época da maturacdo dos grdos, que podem ocasionar o
surgimento da doenca (CASELA; FERREIRA;DE ALMEIDA, 2006).

O fungo sobrevive em sementes na forma de micélio no endosperma e embrido
(CASA; REIS; ZAMBOLIM, 2006; CASELA; FERREIRA;DE ALMEIDA, 2006) e em
restos de cultura deixados sobre a superficie do solo da safra anterior na forma de picnidio
(CASA; REIS; ZAMBOLIM, 1998), sobrevivendo por um longo periodo na fase saprofitica,
resultando em novas infecgbes (CASA; REIS; ZAMBOLIM, 2003). As sementes infectadas
constituem fonte de indculo priméario, ao crescer sobre a semente (CASA; REIS;
ZAMBOLIM, 2006).

Os danos causados por Stenocarpella maydis em sementes podem ser expressos e

vistos na germinacgdo, emergéncia e estabelecimento da plantula (REIS; CASA, 2001; CASA,
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2000). O efeito dréstico causado na germinacdo decorre de colonizacdo do embrido pelo
patdégeno (CASA, 1997). No caso em que as sementes infectadas germinam e a plantula
emerge infectada, o seu vigor em campo é comprometido. Apos hidratacdo da semente com o
patdgeno em campo, o fungo é ativado ocorrendo o processo de transmissdo e posterior
colonizagdo das plantulas, ou seja, ao entrar em contato com a agua do solo, o micélio do
fungo que se encontra no endosperma ou no embrido, reassume sua atividade vital e passa a
crescer do interior a superficie da semente. Ao crescer sobre a semente, o fungo acaba
alcancando as raizes e o coleoptilo das plantas, e pela colonizagdo do coleoptilo atinge a
superficie do solo, podendo ser disseminado, causando novas infec¢des (CASA; REIS;
ZAMBOLIM, 2006).

2.2  Aspectos gerais da relacdo do fungo Phomopsis sojae e sementes de soja

Diaporthe phaseolorum Sacc var. sojae (Lehman) Wehm [Sin Phomopsis sojae
(Lehman), constitui um dos importantes fungos da cultura de soja, agente causal de seca da
haste e da vagem, e da podriddo das sementes em varias regides de cultivo (HENNING et al.,
2005; KIMATI et al.,1997; MORGAN, 1992). Os sintomas em plantas aparecem na fase final
do ciclo, sendo caracterizado por pontuagdes pretas (picnidios), que sdo formados linearmente
na haste e peciolo bem como nas vagens (HENNING et al., 2005). Plantas inoculadas com o
fungo podem morrer no periodo de 7 a 10 dias, quando mantidas sob condi¢cbes étimas,
indicando alta patogenicidade do fungo (TORMEN, 2014).

O fungo sobrevive em sementes na forma de micélio dormente ou picnidio em restos
de cultura. A colbnia é de coloracdo branca a marrom palido, flocoso aéreo, de crescimento
rapido, levemente denso, os picnidios se formam abundantemente em grupos de estromas
negros, imersos nas sementes ou haste com conidio alfa unicelulares, hialinos, retos e
fusiformes, comumente arredondados nas extremidades. Os beta-conidios sdo longos,
filiformes, usualmente curvados (LUTREL ,1947 citado por TORMEN, 2014; BRASIL,
2009).

Phomopsis sojae € responsavel por perdas de sementes, que podem chegar a 100%,
especialmente quando ocorrem periodos chuvosos associados com altas temperaturas durante
0 inicio da formagdo e na maturacdo da vagem, quando ocorre 0 atraso da colheita
(GOULART, 2018; HENNING et al., 2005; KIMATI et al.,1997).
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A alta taxa de infeccdo das sementes em campo € refletida pela baixa germinacédo e
emergéncia, originando plantulas fracas e atrofiadas, que apresentam lesdes nos cotilédones.
Quando a infec¢do é superficial (contaminacdo) e as sementes sdo distribuidas em solo umido,
chegam a emergir, porém, o fungo desenvolvido no tegumento impede a abertura dos
cotilédones, dificultando a expansdo das folhas priméarias (TORMEN, 2014; HENNING et al.,
2005; KIMATI et al.,1997).

Neste teste padrdo de germinacao (rolo papel), a temperatura de 25 °C, a reducdo dos
percentuais de germinacdo € ainda mais drastica, 0 que pode ser explicado devido ao maior
tempo de contato do fungo com as partes vivas da semente (GOULART, 2018; MACHADO,
1988).

As sementes infectadas ou contaminadas tém sido a principal via de dispersdo do
patdgeno a longas distancias, e a curta distancia, os esporos sdao disseminados por respingos
de chuva. A contaminagédo da vagem para as sementes em campo ocorre em dias prolongados
de alta umidade relativa, associado a altas temperaturas na maturagdo (HENNING et al.,
2005).

2.3 Inoculacéo de sementes por intermédio da técnica de condicionamento hidrico

A obtencdo de sementes naturalmente infectadas em qualquer época e com niveis de
infeccdo desejaveis tem sido um desafio em patologia de sementes. Uma alternativa é a
inoculacdo artificial que possibilita a obtencdo de sementes com caracteristicas proximas ao
que ocorre na realidade, através de varias técnicas (TANAKA; MENTEN, 1991; TANAKA,;
MENTEN; MARIANNO, 1989).

O uso da técnica de imersdo de sementes em suspensdo de inoculo previamente
preparada € considerado como método tradicional e mais simples, de acordo com Tanaka e
Menten (1991). Outro método que vem sendo utilizado é o de submissdo de sementes em
contato com a col6nia do patégeno em meios de cultivo convencionais ndo modificados
(MACHADO et al., 2011). Ambos os métodos apresentam deficiéncias, pois as estruturas
fangicas ficam em grande parte aderidas externamente ao tegumento das sementes, que é uma
parte ndo viva da semente, resultando quase sempre no processo de contaminacdo e nao
infeccdo dos tecidos vivos, que compdem o embrido (MACHADO et al., 2001a). Outra

desvantagem destes métodos consiste na morte dos conidios aderidos ao tegumento das
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sementes durante o processo de secagem apos este periodo de contato (TANAKA; MENTEN,
1991).

De acordo com Tanaka, Menten e Marianno (1989), o0 método de imersdo de sementes
de algoddo em suspensao de esporos resulta em menor infestacdo de sementes, quando
comparados com 0 método de contato de sementes com col6nias de fungos.

Segundo Machado et al. (2001b), o prolongamento da exposicdo das sementes ao
indculo dos patdgenos seja em suspensdo ou em substrato sélido agarizado, com a finalidade
de induzir o processo de infeccdo, ndo é recomendado, considerando-se que neste periodo
adicional a semente inicia o processo de germinagdo interferindo no processo de infecgéo das
sementes, desqualificando a técnica de inoculag&o.

Atualmente, a técnica de condicionamento hidrico, que foi desenvolvida tendo-se
como base o condicionamento fisiologico das sementes também conhecida como priming,
tem sido utilizada visando potencializar a qualidade fisiologica de algumas espécies de
sementes (MACHADO; LANGERAK, 2002). De acordo com diversos estudos este método
tem proporcionado resultados positivos em varios fitopatossistemas estudados, tornando-se
eficiente para conducdo de diversos trabalhos de pesquisas em patologia de sementes
(MACHADO et al., 2004; COSTA; MACHADO, 2004; CARVALHO, 1999).

A técnica de condicionamento hidrico consiste em submisséo das sementes em contato
direto com col6nias de fungos previamente crescidos em meio de cultivo modificado com
adicdo de um restritor hidrico, o que permite a manutencdo das sementes por diferentes
tempos de exposicdo ao substrato (MACHADO; MACHADO, 2002; CARVALHO, 1999).
Esta técnica € mais eficaz quando comparadas as demais técnicas de inoculacgéo, por permitir
a obtencdo de sementes com diferentes niveis de potencial de in6culo, bem como a posterior
utilizacdo das sementes apds a secagem por um periodo de armazenamento prolongado
(MACHADO et al., 2008). Mesmo no maior tempo de exposi¢do das sementes ao indculo,
ndo h& o processo de germinacdo de semente devido a lenta hidratacdo, o que também néo
prejudica o crescimento da colénia do patdégeno (LIMA, 2015; MACHADO et al., 2004;
CARVALHO, 1999). A inibicdo da germinacdo das sementes proporcionada por esta técnica,
constitui, por outro lado, um dos procedimentos de maior importancia em teste de sanidade,
por impedir ou reduzir o processo de germinacdo das sementes ao longo de um periodo de
incubacdo, permitindo a identificacdo dos fungos ao final deste periodo (MACHADO et al.,
2011).



16

Até o momento, diversos solutos tém sido testados e utilizados como restritor hidrico
como parte da técnica de inoculagdo via condicionamento hidrico, visando inibir e/ou retardar
a germinacao das sementes. Dentre estes produtos estdo: cloreto de sédio (NaCl), Cloreto de
potassio (KCI), manitol, polietileno glicol (PEG) e sacarose (TEIXEIRA; MACHADO;
ORIDE, 2005; MACHADO et al., 2004; COUTINHO, 2000).

Os niveis de potencial hidrico adequados para a inocula¢do de sementes sdo variaveis
de acordo com os patossistemas. Neste caso, 0 estabelecimento dos niveis deve ser baseado
em pesquisas para cada espécie de sementes e dos patdgenos. Fatores como temperatura, pH,
nutrientes, dentre outros, afetam o comportamento dos membros deste tipo de interacéo,
permitindo que 0s microrganismos crescam em menor potencial hidrico (COOK;
PAPENDICK, 1978 citado por MAGALHAES, 2005).

Os estudos iniciais de aplicacdo da técnica de condicionamento hidrico na inoculacao
de S. maydis em sementes de milho foram realizados por Machado et al. (2001a, 2001b).
Trabalho posterior conduzido por Carvalho et al. (2004), com este patossistema, com a
finalidade de avaliar a eficacia do tratamento quimico de sementes no controle do fungo
associado as sementes, comprovou a eficacia desta técnica. Neste trabalho, a presenca do
patdégeno nas sementes em um potencial de indculo correspondente a exposicao das sementes
ao patogeno por um periodo de 96 horas, provocou uma reducdo de 48 % do estande avaliado
pelo teste de emergéncia em substrato de solo sob condigdes controladas.

Dentre os restritores hidricos testados para a inoculacdo de sementes e outros usos em
patologia de sementes, foi concluido por Machado et al. (2003) que manitol se apresentou
como um dos mais eficientes e convenientes para uso em inoculacdo e teste de sanidade.
Trata-se de um produto com propriedades neutras néo interferindo no desenvolvimento dos
fungos dentro de uma faixa de potencial hidrico que é requerido pela técnica de inoculagédo
em foco. Em sementes de soja, niveis variaveis de -0.4 MPa a -1.0 MPa sdo considerados
eficientes para inibir a germinacdo das sementes de soja comparado com o método de
tratamento com o herbicida 2,4 D.
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2.4 Viabilidade de sementes de milho e soja no armazenamento

O armazenamento desempenha um papel fundamental na preservacdo ou manutencao
da qualidade das sementes, no intuito de proporcionar um ambiente no qual as mudancas
fisioldgicas e bioquimicas sejam mantidas em nivel aceitavel, evitando perdas desnecessérias,
tanto no aspecto qualitativo como quantitativo (SCOLARI; BONEMO, 2014; GALLI;
PANIZI; VIEIRA, 2007).

Sabe-se também, que as sementes de modo geral, exercem um papel fundamental na
preservacdo do indculo de um grande nimero de fungos e outros agentes fitopatogénicos,
permitindo a sobrevivéncia destes agentes por varios anos. Ha de se ressaltar também, que a
viabilidade mais prolongada de patégeno na condicdo dormente, em semente, deve-se
certamente a maior protecdo que essas oferecem, uma vez que ai encontram-se camadas
protetoras e ha concentracdo de reservas nutritivas, este periodo de sobrevivéncia na semente
é varidvel de acordo com o patdgeno, o hospedeiro e as condi¢bes de armazenamento
(MACHADO, 1988).

De acordo com diversos estudos, lotes de sementes durante o processo de
armazenamento estdo sujeitos a transformagdes, deterioracdes e perdas devido a interagoes
entre os fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005).
Esta deterioracdo das sementes no armazenamento € um fendmeno cumulativo, reduzindo o
vigor mais rapidamente do que a viabilidade (WILSON JR., 1994). A deterioracdo provoca
danos genéticos as sementes, que poderdo ou ndo ser expressos imediatamente ou nas
geracOes subsequentes (BASU, 1994).

A temperatura, umidade, disponibilidade de oxigénio, microrganismos, insetos e
roedores, sdo considerados fatores chaves que exercem grande influéncia no ambiente de
armazenamento, afetando o vigor e a germinacdo (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005).
Segundo Bragantini e Goias (2005), a temperatura é o fator mais importante no
armazenamento, visto que, rea¢Ges quimicas nas sementes ocorrem com 0 aumento da
temperatura. Com aumento da umidade na semente e reducdo da temperatura ha inibicdo do
desenvolvimento de microrganismos e insetos, bem como reducédo da atividade metabolica da
semente preservando seu vigor e provavelmente o inoculo por longo periodo.

Além da temperatura, o teor de agua influencia na viabilidade das sementes durante o

armazenamento, havendo determinados niveis criticos dos quais alguns processos fisioldgicos
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podem sofrer interferéncias (COSTA, 2009). De modo geral, teores de umidade em torno de
30% favorecem a germinacdo da semente, teores entre 18% a 30% garantem a deterioragéo
das sementes no armazenamento e no intervalo de 18% a 20% aumenta atividade respiratéria
da semente, gerando calor e potencializando o processo deteriorativo. Por sua vez, valores de
umidade abaixo de 8% a 9% diminuem a atividade de insetos e microrganismos e, abaixo de
4% a 5 %, as sementes se tornam imunes ao ataque de insetos e fungos de armazenamento
(BLACK; BEWLEY, 1994).

Uma boa condicdo de armazenamento das sementes para diversas culturas, segundo
Freitas (2018), implica no uso de temperaturas abaixo de 20 °C para milho e soja. Foi
demonstrado que a cada 5 °C de decréscimo da temperatura, aumenta o dobro de potencial de
armazenamento, e a cada 1% de decréscimo da umidade, aumenta o dobro do potencial de
armazenamento na faixa de 4 a 14%.

Os impactos da associagdo entre fungos e sementes podem ser muito drasticos quando
as sementes sdo submetidas por longos periodos de armazenamento, pois, fungos de
armazenamento, como por exemplo, espécies de Aspergilus e Penicillium, provocam injurias
em ambientes de baixa umidade relativa, interferindo na qualidade da semente (WETZEL,
1987 citado por Celano (2004).

Franca Neto e Henning (1992), relatam reducdo da qualidade fisiologica de sementes
de soja em lotes de alto vigor durante 0 armazenamento, sendo esta reducdo mais acentuada
em sementes gque estavam associadas a Phomopsis. Segundo estes autores, esta reducdo
ocorreu, provavelmente, pela alta capacidade do fungo em colonizar as partes vivas da
semente.

Tekrony et al. (1984) e Henning (2004), afirmam que as sementes inoculadas
naturalmente em campo, quando armazenadas em condi¢bes desfavoraveis, sofrem
interferéncia na sobrevivéncia do patégeno, fazendo com que sejam altamente infetadas,
fiquem com baixa qualidade fisioldgica devido a associacdo com o fungo, restabeleca o vigor.

De acordo com Henning, Neto e Costa (1981), o efeito de tratamento quimico e
qualidade das sementes de soja com altos indices de Phomopsis sp., quando armazenadas por
oito meses, sofre uma redugdo porcentual de incidéncia de Phomopsis, e aumento da
germinacdo, de 54.7% para 82.1%. Neto (2013), observou uma reducdo da qualidade
fisioldgica das sementes de milho inoculadas artificialmente com Stenocarpella maydis, ao

longo de 12 meses do armazenamento em condigOes ambiente.
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No entanto, Wetzel et al. (2004), no teste de germinacdo de sementes de soja
inoculadas com fungo Phomopsis sojae, armazenadas durante 18 meses em trés condicdes
(cdmara fria e seca, laboratorio e congelamento), observaram que as cultivares submetidas a
condicdo camara fria e seca, apresentaram menor germinacdo com a manutencdo do fungo
Phomopsis sojae, e na condicdo laboratorial a germinagdo aumentou até 5 meses, com a
reducdo de 96,5% da incidéncia do fungo na cultivar Davis e, apds este periodo, houve
reducdo da germinacdo. Ao final do armazenamento a incidéncia reduziu em 100%.

Em outro estudo com a cultivar Davis, em duas condi¢des de armazenamento (camara
fria e seca e condigdo do laboratorio), durante 40 meses de armazenamento, foi observado que
nas condicOes frias e secas a média de incidéncia inicial do patégeno de 60% manteve-se por
18 meses (61%), e sO decresceu apOs 32 meses de armazenamento (16%), e aos 40 meses,
atingiu uma incidéncia de 2% (WETZEL et al., 2004). Os autores concluem que, 0
armazenamento das sementes inoculadas naturalmente em temperaturas ambiente e sem
controle de umidade, ou com maior variacdo da umidade relativa, sdo condicoes
desfavoraveis para manutencdo da viabilidade do fungo. Porém, sdo Otimas em condicdes
frias e secas com vista a manutencdo da viabilidade do fungo Phomopsis, condigdes
consideradas 6timas na manutencdo da viabilidade das sementes durante 0 armazenamento
(WETZEL et al., 2004).

De acordo com Tanaka et al. (2000) as condicGes favoraveis de armazenamento de
sementes, com vista a manutencdo da viabilidade por longo periodo de tempo garantem
também a sobrevivéncia de patdgenos associados as sementes.

Para Galli, Panizi e Vieira (2007), analisando a sobrevivéncia de patdgenos associados
naturalmente as sementes de soja armazenadas em camara fria e seca na temperatura 10 °C e
50% de umidade relativa durante 6 meses, apos a inoculacdo da planta por pulverizacdo a
partir de suspensdo de conidio de Phomopsis na parte aérea, revelou uma reducdo da
incidéncia de 24% de Phomopsis sojae ao longo do periodo de armazenamento.

Também Wetzel et al. (2004), no estudo sobre longevidade de Phomopsis sojae
durante o armazenamento de germoplasma de soja, em diferentes condigdes observaram a
reducdo total da incidéncia de Phomopsis sojae, em condicdes de laboratorio apds 12 meses, e
em cémara fria e congelamento uma reducdo de incidéncia em torno de 60% no mesmo
periodo de armazenamento. Os autores concluiram que o0 armazenamento das sementes

inoculadas em temperaturas ambientes, e sem controle de umidade, ou com maior variagéo da
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umidade relativa, sdo condi¢cdes desfavordveis para a manutencdo da viabilidade do fungo,
diferentemente das condigOes frias e secas que proporcionaram a manutengédo da viabilidade
do fungo Phomopsis durante o periodo de armazenamento.

Para Tanaka et al. (2001), no estudo sobre microflora fungica em sementes de milho,
armazenado durante 12 meses sob condicdes frias e secas (14 °C; 40% UR) e ambiente ndo
controlado, houve reducdo da sobrevivéncia dos fungos Bipolaris maydis durante o periodo de
armazenamento, com maior destaque nas condi¢Ges ndo controladas, no qual apos 8 meses
neste ambiente a incidéncia foi nula (0%). Informacdes relativamente antigas, realizadas por
Meronuck (1987), consideram que o tempo de sobrevivéncia do fungo Bipolaris maydis nas
sementes de milho esta diretamente relacionado com as condi¢Ges de ambiente do armazém,
teor de agua na semente, inoculo inicial, variedade bem como estado fisico da semente.

Vale destacar que em nenhum dos trabalhos consultados na literatura, observou-se a
avaliacdo dos efeitos de diferentes niveis de potencial de in6culo dos fungos em associagdo
com as sementes. Isto se deve a incapacidade das técnicas de inoculacdo disponiveis nas
épocas de conducdo dos ensaios. Por meio da técnica de condicionamento hidrico esta
varidvel pode ser avaliada da mesma forma que outros fatores, conforme descritos em

literatura.

2.5 Armazenamento de sementes submetidas ao condicionamento osmético

O uso de substancias quimicas osmoticamente ativas, como forma de controlar a
entrada de &gua nas sementes, tem sido amplamente difundido em tecnologia de sementes
(OLIVEIRA; GOMES-FILHO, 2010). Vérios trabalhos tém mostrado que os efeitos do
condicionamento osmético resultam em uma resposta mais rapida quanto ao tempo para a
germinacdo, principalmente em lotes de sementes deterioradas ou de baixo vigor resultantes
do armazenamento (FESSEL et al., 2002; LOPES et al., 1996). Esta técnica consiste no
revigoramento das sementes por meio de elevacdo da porcentagem e velocidade da
germinacdo, uniformizando o estante através de mecanismos de ‘reparo de membranas’
atuando no processo deteriorativo das sementes, bem como no aumento da capacidade das
sementes em resistir ao estresse durante a germinacdo (ARIF et al., 2014; OLIVEIRA,;
GOMES-FILHO, 2010).
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O aumento da porcentagem de germinacédo foi observado em sementes de milho com
condicionamento em solucdo de polietilenoglicol 6000, e armazenadas por 30 dias nos
potenciais osmético de -0,4; -0,8; -1,2 MPa, portanto, no potencial -0.4 MPa gerou maior
elevacdo da porcentagem da germinacdo em relacdo ao controle na ordem de 14%
(PALLAORO, 2016). Também o aumento da porcentagem de germinacdo foi observado em
sementes de soja condicionadas em PEG 6000, em relacdo as sementes ndo tratadas.
Entretanto, esse aumento da viabilidade é explicado pela reducdo de absorcdo da agua,
prevenido possiveis injurias durante a embebicéo.

Carvalho et al. (2000), ao estudarem o efeito do condicionamento osmdético em
sementes de sorgo, observaram que este processo ndo afeta a qualidade fisioldgica das
sementes. Rossetto e Braz (2008) observaram que o condicionamento osmético mantém o
vigor das sementes de café armazenadas por um periodo de nove meses. Também foram
observados no estudo sobre qualidade fisiologica de sementes de soja, submetidas em
diferentes periodos de hidrocondicionamento durante o armazenamento, no qual constataram
influéncias desta técnica na potencializacdo da germinagdo das sementes, indicando que
maiores porcentagens de germinagdo, em torno de 78%, podem ser obtidas com 24h de
hidrocondicionamento e com 82 dias de armazenamento (GIURIZATTO et al., 2008).
Também Faria (2015) observou melhoria da qualidade fisiol6gica das sementes de girassol
nas épocas quatro e oito meses de armazenamento, quando condicionadas em solugdes de
sacarose, tocoferol, acido ascorbico e combinacdes destas substancias nas diversas

concentracdes com adicdo do acido giberélico (500 ppm).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido nos Laboratérios de Patologia de Semente do
Departamento de Fitopatologia (LAPS) e Laboratério de Andlise de Sementes do
Departamento de Agricultura (DAG), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), entre os
meses de agosto de 2018 a fevereiro de 2019.

3.1  Origem das sementes e obtencdo dos isolados

As sementes de milho utilizadas para o estudo foram da cultivar BM709 PRO2
Embrapa - Sete Lagoas, da safra agricola 2017-2018, e a de soja da cultivar TMG 7062,
obtidas do Campo experimental do Departamento de Agricultura da UFLA. A qualidade
sanitaria e fisioldgica inicial dos lotes das sementes das cultivares em estudo, foram
determinadas como descrito na Regra de Anélise de Sementes (BRASIL, 2009).

Os isolados de fungos foram obtidos da Colecdo Micoldgica do Laboratério de Patologia
de Sementes da Universidade Federal de Lavras, com os seguintes codigos de identificacdo:

Stenocarpella maydis (n°100) e Phomopsis sojae (n°484).

3.2 Procedimento de inoculagéo das sementes de milho e soja

As sementes foram inoculadas pela técnica de condicionamento hidrico, onde utilizou
substrato Batata Dextrose Agar (BDA) acrescido de manitol. As sementes foram previamente
desinfestadas com hipoclorito de sédio 1%, por 2 minutos, em seguida foram lavadas em agua
destilada e colocadas em bandejas contendo trés papéis toalhas, previamente esterilizados,
para secagem durante dois dias em temperatura ambiente.

Para inoculagdo foram utilizadas bandejas de aluminio 1500 mL (270 x 180 mm)
previamente esterilizadas contendo papel germitest umedecido e meio Batata Dextrose Agar
(BDA) (composicdo 40 g dextrose, 20 g de 4gar em 1000 mL de &gua destilada), acrescidos
de manitol. O potencial hidrico utilizado neste processo, foi -1,0 MPa para soja (MACHADO
et al., 2001b), e para inoculagéo das sementes de milho utilizou-se meio aveia agar (OA) (30 g
de aveia, 15 g de &gar para 1000 ml de agua destilada) acrescidos de manitol no potencial
hidrico -1,4 MPa (DE FREITAS, 2006; MACHADO et al., 2001b).
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Em cada bandeja foram colocados 4 discos de micélio dos isolados utilizados no
estudo, em seguida as bandejas foram incubadas durante 7 dias em camara do tipo BOD na
temperatura de 25°+2C e fotoperiodo de 12h. Apds este periodo 150 gramas de sementes
foram distribuidas em camada Unica e mantidas em incubadora a 25 °C e fotoperiodo de 12
horas pelos periodos de 36 h, 72 h, 108 h, correspondentes a quatro potenciais, sendo que, 0
horas (testemunha; Potencial 0 = PQ), 36 horas (Potencial 1 = P1), 72h (Potencial 2 = P2) e
108h (Potencial 3 =P3). Decorridos este periodo, as sementes foram retiradas das bandejas e
secas durante 2 dias em temperatura ambiente. ApOs a secagem as sementes foram
subdivididas em porcdes de acordo com os tratamentos, e em seguida, acondicionadas em
sacos de papel multifoliadas de (tamanho: 55x35cm), de forma separada com base na cultura

e no potencial de indculo.

3.3 Condicoes de armazenamento das sementes inoculadas e ndo inoculadas

Apbs a inoculacdo das sementes foram separadas amostras de 2 kg por potencial de
inéculo em duas sob amostras de 1 kg cada e, posteriormente, armazenadas em dois
ambientes: a) ambiente controlado (cdmara fria e seca), na temperatura 10 °C e 50% de
umidade e; b) condicdo natural (ambiente de laboratorio). As avaliacdes da viabilidade dos
fungos qualidade fisiol6gica e sanitaria foram realizadas a cada 30 dias, durante 6 meses (180

dias) de armazenamento.

34 Variaveis avaliadas

3.4.1 Teste de sanidade (Blotter Test)

Por tratamento, foram utilizadas 200 sementes, divididas em 4 repeticGes de 50, as
quais foram dispostas individualmente sobre camada de papel de filtro (3 discos sobrepostos)
em uma solugdo de 2,4-D (diclorofenoxiacetato de sodio), concentragdo de 5 ppm para
sementes de soja, e para as sementes de milho utilizou-se a técnica de congelamento. As
sementes foram colocadas em placas de Petri de vidro de 15 cm de didmetro mantendo-se
distanciadas 1-2 cm uma das outras e foram mantidas em ambiente com temperatura de 20 +

2°C, fotoperiodo de 12 horas, por 7 dias para as sementes de soja e 5 dias para as sementes de
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milho. Em seguida, as sementes foram examinadas individualmente em microscdpio
estereoscopico (resolucéo de 30-80X) e microscdpio 6tico. Os resultados foram expressos em

porcentagem de sementes infectadas/ contaminadas (BRASIL, 2009).

3.4.2 Teste de germinacéo padrao

Este teste foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes, perfazendo um total de
200 sementes por tratamento. Foi utilizada a metodologia de Rolo de Papel em que o
substrato € umedecido com &gua na proporgdo 2,5 vezes 0 peso do papel. A temperatura
utilizada foi de 25 °C e a avaliagdo feita aos sete dias, seguindo os critérios estabelecidos nas
‘Regras para Analise de Sementes’ do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2009).

3.4.3 Teste de envelhecimento acelerado

As sementes utilizadas foram colocadas em camada Unica, 50 sementes por repeticao,
no total de 200 sementes por tratamento, sobre telas de aluminio, dentro de caixas de acrilico
(gerbox), de tamanho 11 x 11 cm, e no fundo de cada caixa foram colocados 40 mL de &gua
destilada, sem contato direto com as sementes. As caixas foram fechadas e mantidas em
incubadoras do tipo BOD a 42 °C e 100% de UR por 48 horas. Apos esse periodo, foi
realizado teste de germinacdo padrdo com quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento.
Apds cinco dias da germinacdo em rolo papel foram feitas as avaliag6es. Os resultados foram
expressos em porcentagem média de plantulas normais, anormais e mortas para cada
tratamento (BRASIL, 2009).

3.4.4 Teste de condutividade elétrica

Quatro amostras de 50 sementes por tratamento foram previamente pesadas em
balanca de precisdo de 0,001g, em seguida colocadas para embeber em copos plésticos
contendo 70 mL de agua deionizada, e mantidas em camara incubadora tipo BOD por 24
horas a temperatura de 25 °C, no escuro. Apds periodo de embebicdo foram realizadas as
leituras de condutividade elétrica por meio de condutivimetro MS TECNOPON®, modelo

mCA 150 previamente calibrado com solucéo de KCI. Posteriormente & leitura, os resultados



25

foram subtraidos da leitura inicial do controle e divididos pelo peso da amostra, obtendo-se o
resultado final em pS cm™ g* com base na metodologia descrita por Vieira e Franca Neto
(1999).

3.5  Delineamento experimental

O experimento consistiu no delineamento inteiramente casualizado (DIC), onde os
tratamentos seguiram um esquema fatorial (2 x 4 x 7), sendo duas condicdes de
armazenamento (camara fria e seca e condicdo natural do laborat6rio); quatro potenciais de
inéculo (PO = 0 horas; P1=36 horas; P2= 72 horas e P3=108 horas) e; seis periodos de
armazenamento (0, 30, 60, 90, 120, 150 e 108 dias). Os tratamentos consistiram da interacdo
entre os trés fatores, sendo 56 tratamentos com 4 repeticGes correspondentes a 224 unidades

experimentais.

3.6 Andlise estatistica

Anélises estatisticas dos dados foram feitas no pacote estatistico R STUDIO verséao
1.1.423, a andlise da variancia (ANAVA) dos dados de germinagdo (GE), incidéncia (1),
condutividade elétrica (CE), envelhecimento acelerado (EA), foram realizados com base no
teste F a 1 % de probabilidade. A significancia observada nas interacdes entre os fatores
testados nas diversas variaveis em estudo, e apds analise de variancia pelo teste F, foi
realizado o ajuste de superficie resposta destas variaveis em relacdo aos potenciais de indculo
e periodo de armazenamento das sementes sob duas condi¢cdes. A escolha do modelo de
melhor ajuste com vista a estimar a superficie resposta foi com base na significancia dos
coeficientes de regressdo, no coeficiente de determinacdo (R?), na andlise do residuo. O
modelo utilizado foi: f = y0 + a*P + b*T + c*P~2 + d*T”2, sendo que f = variavel
dependente, P = periodo de armazenamento de sementes (Dias), T = potenciais de inoculo
(Horas). O software SigmaPlot versdo 10.0 foi utilizado para a representagdo grafica dos
dados (MAXIMIANO, 2017). A normalidade dos residuos foi realizada de acordo com o
método grafico QQ plot, para o teste de homogeneidade utilizou-se o teste de levene a 5% de
probabilidade. Foram feitas andlises de variancia e comparagdes de medias pelo teste de

Tukey para o fator qualitativo (condigdes de armazenamento) e para fatores quantitativos fez-



26

se anélise de regressdo polinomial, considerando como variaveis dependentes: germinacéo,
condutividade elétrica e envelhecimento acelerado e incidéncia e, como variavel
independente: potencias de inoculo e periodo de armazenamento das sementes.
Posteriormente foram determinados os valores de coeficiente de correlacdo de Pearson entre
os valores de residuos e os dados da distribuicdo normal. Fez-se anélise separada da variavel
incidéncia de milho, considerado tratamento adicional (P0), no qual o teste de comparagéo de

média foi feito de acordo com a diferenca minima significativa (dms).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do perfil das sementes utilizadas neste estudo demonstrou que os fungos
Stenocarpella maydis e Phomopsis sojae estavam ausentes nas mesmas. O teste de
germinagdo padrdo aplicado revelou que as sementes de milho apresentaram niveis de

germinacéo de 100 % e as sementes de soja 96%.

4.1  Ocorréncia de Stenocapella maydis em sementes de milho no decorrer do periodo
de armazenamento

De acordo com a analise da variancia conjunta, houve diferencas significativas entre
os trés fatores em estudo, bem como a sua interacdo em relacdo as variaveis incidéncia e
condutividade elétrica, ndo havendo interacdo entre os fatores para as variaveis germinacéo e
envelhecimento acelerado (ANEXO A). O modelo ajustado foi significativo pelo teste F (P<
1%) para todas as variaveis analisadas, a correlagdo de Pearson entre o residuo e a curva da
distribuicdo normal foi positiva, e de acordo com o gréfico da qq plot, houve normalidade.

Houve interagdo significativa (P< 1%) entre condi¢cdes de armazenamento X periodo
de armazenamento x potencial de indculo em ambas condi¢Ges de armazenamento, isto &, a
reducdo da incidéncia de Stenocarpella maydis em sementes de milho foi influenciada pelos
potenciais de inéculo e dias de armazenamento (FIGURA 1A e FIGURA 2A). A infeccédo das
sementes foi proporcional ao tempo de exposicdo das sementes ao indculo. Este fato
evidencia a eficiéncia da técnica de inoculacdo utilizada em obter sementes infectadas,
demonstrando que a infec¢cdo das sementes ocorreu a partir de 36 horas de exposicao.

De acordo com os resultados, independentemente das condi¢cdes de armazenamento
das sementes inoculadas, os maiores valores de potenciais de inoculagdo proporcionaram
maiores valores médios de incidéncia do fungo Stenocarpella maydis, ao longo de todo o
periodo de armazenamento (FIGURA 1D). Observa-se, também que a incidéncia do fungo
reduziu com o armazenamento das sementes em ambas condic¢des, sendo que, na condicdo
natural, a reducdo foi mais acentuada em relacdo a camara fria e seca (FIGURA 1C e
FIGURA 2C). Siqueira, Barrocos e Machado (2016), no estudo sobre transmissdo de
Stenocarpella maydis a partir de sementes de milho, observaram que o0 aumento do tempo de
exposicdo das sementes ao inoculo provocou aumento de numero sementes infectadas,

resultando em maior incidéncia do mesmao.
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Resultados similares foram observados por Celano (2004), no estudo sobre

desempenho de sementes de algoddo durante o armazenamento ap6s inoculagdo com

Colletotrichum  gossypii  var.cephalosporiodes pela técnica de restricdo hidrica,

independentemente das condi¢Ges em que as sementes foram armazenadas, o aumento da

incidéncia foi proporcional ao aumento do potencial de indculo das sementes em estudo.

Figura 1 - Incidéncia (%) de Stenocarpella maydis em sementes de milho inoculadas sob

diferentes potenciais de inéculo (HORAS), diferentes periodos de armazenamento
(DIAS) e armazenadas sob camara fria e seca: (A) Superficie de resposta
referentes a incidéncia (%) em funcdo dos potenciais de inéculo (HORAS) e
periodo de armazenamento (DIAS); (B) Valores médios de incidéncia nos
potenciais de indculo em funcdo das condi¢des de armazenamento; (C) Relacédo
entre potenciais de inoculo e incidéncia nos meses de armazenamento; (D)

Relacdo entre periodo de armazenamento e incidéncia nos diferentes potenciais de
indculo (HORAS). UFLA, Lavras- MG, 20109.
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Figura 2 - Incidéncia (%) de Stenocarpella maydis em sementes de milho inoculadas sob

diferentes potenciais de indculo (HORAS), diferentes periodos de armazenamento
(DIAS) e armazenadas sob condicao natural: (A) Superficie de resposta referentes
a incidéncia (%) em funcdo dos potenciais de in6culo (HORAS) e periodo de
armazenamento (DIAS); (B) Relacdo entre periodo de armazenamento e
incidéncia nos diferentes potenciais de indculo (HORAS); (C) Relacdo entre

potenciais de indculo e incidéncia nos meses de armazenamento. UFLA, Lavras-
MG, 20109.
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O efeito do restritor hidrico manitol na qualidade fisioldgica das sementes no
tratamento controle ao longo deste estudo, ndo foi significativo, ou seja, ndo houve influéncia
deste restritor sobre a qualidade das sementes ao longo do armazenamento.

Pelo teste de médias observou-se que os ambientes dentro dos potenciais de indculo
durante o periodo de armazenamento influenciaram a incidéncia do fungo Stenocarpella
maydis. Observa-se também, que na condicdo de cdmara fria e seca, a incidéncia ao longo do
armazenamento em todos potenciais de inoculo foi maior em comparacdo com O
armazenamento em condic¢des de ambiente natural (FIGURA 1B).

Os maiores valores médios de incidéncia de Stenocarpella maydis em camara fria e
seca, ao longo do armazenamento, deve-se certamente ao fato destas condigdes serem mais
favoraveis a sobrevivéncia e manutencdo do fungo associado as sementes.

Observa-se também que, em cémara fria e seca, ocorreu uma manutencdo da
incidéncia do patdgeno até os 60 dias de armazenamento, apds esse periodo houve um
decréscimo gradual sendo que, até aos 90 dias de armazenamento a porcentagem de
incidéncia estava em niveis acima de 50% nos maiores potenciais de indculo P72 e P108.
Decorridos 108 dias de armazenamento a ocorréncia do fungo foi de 30% (FIGURA 1D).
Para 0 ambiente de armazenamento em condi¢do natural, observa-se um decréscimo linear
acentuado da incidéncia do fungo a partir de 30 dias ap6s inicio do armazenamento, sendo
que aos 180 dias de armazenamento, no maior potencial de indculo (P108), a incidéncia foi de
2.5%, o nivel de incidéncia do patégeno foi mantida acima de 50% até 60 dias de
armazenamento (FIGURA 2B).

Em outros estudos envolvendo diferentes patossistemas, constata-se que, embora néo
se tenha levado em conta os niveis de potenciais de in6culo, houve a mesma tendéncia de
comportamento das interacdes como no presente caso. Tanaka (2001), em estudo sobre
microflora fungica em sementes de milho armazenadas, concluiram que as condices de
ambiente frio e seco (14 °C; 40% UR) foram mais favoraveis para a manutencéo dos niveis de
incidéncia dos fungos Alternaria alternata, Bipolaris maydis, Cephalosporium acremonium,
Cladosporium herbarum, Fusarium moniliforme e Rhizoctonia solani, em comparacdo com o
ambiente de natural de armazenamento. Os autores enfatizam que, o0 ambiente ndo controlado,
além de reduzir o inodculo nas sementes, acelera o processo de deterioracdo das sementes,
enquanto que a camara fria e seca favorece a manutencdo da viabilidade dos fungos,

comprometendo por sua vez, a qualidade sanitaria das sementes para uso posterior.
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Segundo Wicklow, Weaver e Throne (1998) e Berjak (1987), o tempo de
sobrevivéncia da Stenocarpella maydis em sementes de milho esta diretamente relacionado
com as condi¢cdes de ambiente do armazém, teor de agua, inoculo inicial, tipo de espécie ou
variedade do hospedeiro, estado fisico das sementes dentre outros fatores.

Tanaka (2001) observaram a reducdo acentuada de sobrevivéncia de Stenocarpela
maydis presente nas sementes em associagdo espontanea em condi¢cGes de ambiente néo
controlado, em comparacdo com a camara fria e seca durante 12 meses de armazenamento.
Vale ressaltar, que nestes estudos ndo foram levados em consideracao o efeito ou influéncia
do fator nivel de potencial de in6culo dos patdgenos inicialmente presentes nas sementes.
Celano (2004), também observou que as sementes inoculadas com fungo Colletotrichum
gossypii var. cephalosporiodes, e armazenadas durante 8 meses sob duas condicBes de
armazenamento, camara fria e seca e condicdo natural, mantiveram a viabilidade do patdgeno

no nivel de 58% sob camara fria e seca e 4% sob condi¢do ndo controlada.

4.1.1 Germinacdo das sementes de milho ao longo do armazenamento

N&o houve diferencas significativas (P < 1%) na porcentagem de germinagéo entre as
condigdes de armazenamento das sementes e periodo de armazenamento, bem como ndo
houve influéncia do periodo de armazenamento e potenciais de indculo sobre a germinacéao de
sementes de milho (FIGURA 3A). Porém, houve influéncia do periodo de armazenamento
nos potenciais de indculo sobre a germinacdo das sementes. O maior potencial de indculo
(P108) em ambas as condicdes de armazenamento provocou uma reducdo drastica da
germinacdo das sementes ao longo do armazenamento (FIGURA 3B), o que reafirma
resultados de trabalhos anteriores sobre a eficacia comprovada da técnica de condicionamento
hidrico, em possibilitar a obtencéo de sementes com diferentes niveis de infeccdo. Em um dos
estudos anteriores, conduzidos por Guimardes (2016), o maior potencial (P96), do fungo
Stenocarpella maydis em sementes de milho, resultava na maior perda de germinacdo até 11

em comparagdo aos outros potenciais (PO= 94 %, P24 = 74,5% e P48= 62%).
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Figura 3 - Germinagdo (%) em sementes de milho inoculadas sob diferentes potenciais de
inéculo (Horas de indculacdo), diferentes condi¢Bes de armazenamento (cdmara
fria e seca e condicdo natural) e diferentes perédos de armazenamento (dias): (A)
Superficie de resposta referentes a germinagdo (%) em fungé@o dos potenciais de
indculo (Horas) e periodo de armazenamento (Dias); (B) Relacdo entre periodo de
armazenamento e germinagdo nos diferentes potenciais de indculo (Horas); (C)

Relacéo entre potenciais de indculo e germinacdo nos meses de armazenamento.
UFLA, Lavras- MG, 2019.
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Baseando nos valores medios da percentagem de germinacdo nos potenciais de
indculo, o armazenamento sob cAmara fria e seca obteve altos valores de germinacdo quando
comparados com o0 armazenamento sob condic¢do natural, sendo que, em cémara fria e seca,
teve um incremento na ordem de 6% (P0), 7% (P36), 8% (P72) e 3% (P108).
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Embora a cAmara fria e seca favoreca a sobrevivéncia de fungos, como Stenocarpella
maydis em sementes de milho, a porcentagem de germinacdo das sementes, neste ambiente,
ndo sofreu influéncia significativa quando comparada ao armazenamento em ambiente nao
controlado. Isto se deve, provavelmente, a baixa taxa de deterioracdo das sementes neste
ambiente, que resulta da conservagdo da integridade da membrana celular, dificultando a
penetracdo do fungo e destruicdo dos tecidos internos da semente.

De modo geral, sabe-se que temperatura e umidade atmosférica no ambiente de
armazenamento exercem grande influéncia na qualidade final das sementes. Para muitos
pesquisadores como Bragantini e Goids (2005) e Plazas, Medina e Novo (2003), a
temperatura do armazenamento influencia na taxa de deterioracdo das sementes, sendo
ressaltado que altas temperaturas elevam as atividades metabdlicas, interferindo na quebra da
integridade da membrana celular das sementes e consequente perda do vigor.

Carvalho et al. (2010), no estudo sobre qualidade fisiol6gica de sementes de milho,
sob duas condi¢cfes de armazenamento, observaram que, quando o milho ndo inoculado foi
armazenado por 180 dias em condicdes frias (20 °C) houve manutencdo da porcentagem de
germinacdo em torno de 94.66% em relacdo a condicao natural que foi de 3.86%.

Observa-se, também uma reducdo da porcentagem de germinacdo até aos 60 dias de
armazenamento em funcdo dos potenciais de in6culo. Apds 60 dias de armazenamento, com a
reducdo da incidéncia do patdgeno, as sementes mantiveram a porcentagem de germinacdo
em ambas as condicdes, embora em niveis baixos quando comparados ao tratamento controle
(ndo inoculado) (FIGURA 3B). Decorridos 180 dias de armazenamento, a germinacgdo foi
restabelecida em todos os potenciais de indculo, sendo que, 0s menores potenciais obtiveram
boa germinacéo (FIGURA 3C).

Resultados semelhantes foram observados por Celano (2004), onde o autor constatou
0 aumento da germinacdo em sementes de algoddo de 29%, com a queda da viabilidade do
indculo de Colletotrichum gossypii var. cephalosporiodo nas sementes ao longo dos 8 meses
(230 dias) de armazenamento sob condicdes frias e secas.

Segundo Henning (2004), esta perda rapida de viabilidade do fungo durante o
armazenamento, principalmente em condi¢Oes de ambiente natural, e 0 aumento gradual da
porcentagem de germinacdo em laboratorio, depende, também, da qualidade fisioldgica inicial

das sementes.
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4.1.2 Avaliacdo da viabilidade pelos testes de vigor

4.1.2.1 Condutividade elétrica das sementes ao longo do armazenamento

Houve interacdo entre os trés fatores sobre a condutividade elétrica em sementes de
milho (P < 1%) (ANEXO A). Isto é, os ambientes de armazenamento, potenciais de indculo e
periodo de armazenamento de sementes influenciaram, de forma simultanea, a quebra de
integridade da membrana e a liberacdo de ions (FIGURA 4A e FIGURA 5A). Na céamara fria
e seca, observa-se aumento acentuado de condutividade elétrica no maior potencial de indculo
(P108), manutencéo de liberacdo de ions ao longo do periodo de armazenamento nos tempos
de exposicao das sementes com o fungo (FIGURA 4C), e o aumento de liberacdo de ions nas
sementes ndo inoculadas (controle) (FIGURA 4D). Em camara fria e seca, a maior perda de
deterioracdo da semente foi observada ap6s 120 dias de armazenamento com liberacdo de
29,5uS cm™ g de fons no P108 (FIGURA 4C).

O alto valor da condutividade elétrica observado no maior potencial de inoculo das
sementes, pode ser explicado pela alta incidéncia do fungo, que possivelmente tenha rompido
a integridade estrutural da membrana protetora. Resultados estes, que corroboram com 0s
verificados por Guimardes (2016), onde, nesse patossistema, o controle obteve maior
condutividade em relagdo aos potenciais intermediarios (P24 e P48) e maior valor, dessa
variavel, no maior potencial de inéculo (P96).

O armazenamento sob condi¢do natural resultou na alta taxa de deterioracdo das
sementes, culminando na perda da integridade da membrana celular no maior potencial de
inéculo, quando comparados com armazenamento sob camara fria e seca (FIGURA 4B). O
tratamento controle apresentou maior liberagdo de fons, em torno de 21 pS cm™ g*, em
relacdo aos potenciais indculo intermediarios (P36 e P72) em ambas condi¢bes de
armazenamento, o que revela o efeito priming do manitol no rearranjo da integridade da
membrana celular, onde, de acordo com Vieira e Krzyzanowski (1999), quanto menor o
resultado da condutividade elétrica, mais organizadas encontram-se as membranas celulares,
ndo permitindo a passagem de solutos do meio interno das sementes para 0 meio externo.

O efeito manitol no rearranjo da membrana das sementes, restringindo a absorcéo de
agua foi observado por Carvalho (1999) em sementes de feijdo. Por este estudo, a absorcdo de

agua nas sementes, nos potenciais mais negativos, era reduzida e, assim, havendo inibi¢do da
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emissdo da radicula. Neste trabalho, os menores potenciais de indculo de S. maydis ndo

exerceram influéncia sobre a deterioracdo das sementes de milho, tanto em cémara fria e
seca, bem como na condicdo natural (FIGURA 4B).

Figura 4 - Condutividade elétrica (uS cm™g™) em sementes de milho inoculadas sob

diferentes potenciais de indculo (Horas), diferentes periodos de armazenamento
(Dias) e armazenadas sob camara fria e seca: (A) Superficie de resposta
referentes a condutividade elétrica (uS cm™g™) em funcéo dos potenciais de
inoculo (Horas) e periodo de armazenamento (Dias); (B) Valores médios de
condutividade elétrica nos potenciais de indculo em fungdo das condigdes de
armazenamento; (C) Relacéo entre potenciais de inoculo e condutividade elétrica
nos meses de armazenamento; (D) Relacdo entre periodo de armazenamento e

condutividade elétrica nos diferentes potenciais de inéculo (Horas). UFLA,
Lavras- MG, 2019.

g a
~ ‘\ .:: 30 _E_
E — 2

-~ R 2505 a a 3
- % — g o 20 E

% 241 . 20 'g -,' i d 3

g | s 7] g g s

5 /24 L=

2 i 4

£ =—p 5 '~"'='?_ 10

% ==

-] a 2

£ & 5

3 IO

2 / & 0

O G Sl OH 36H TH 108H

Ll S Potenciais de Ingculo (Horas)
¥ )
O neigis 20 Lo &
le I,,;c ulo . 0 q°° D
Oras) C

CE = 18,8402 + 0,0536P - 0,2124P - 0,0002P" - 0,0020T° A B
R*=026ns

W Cdmara Seca [Fria @ Condigdo Matural

O Y(PO) =4E-06x"+0,0417x + 17,432

30 | o Y(P36) =-0,0003x+0,0374x + 15357
2 A R =064
—_ L AY(PT2)=-0,0002x = 0,0396x + 15,263
g A é 25 RE=080%*
20 7 &
1 20
= @
S £
e ot £1s
S | 0Y0) =00012¢-0127x + 18,108 -
S0 | o TE0= 0000k - 0,085+ 17,382 5
£ R? =097+ 210
5 | ATY(60)=00015% - 0,1415x + 20,472 =
'EI RI=(07** E
= 150 = 25% - 0.2793% + 2 5
S | X0 =0,0019x - 0,005 - 22,089 © Y10 09X 0202306 B 5 | ¢ v(P108) =-0.0004x + 0,0955x + 18,104
RE=000%* v = R*=0,63%=
x ¥(120)=0,0031x* - 02097 + 22,054+ ¥(180) =0,003x" - 0,3330x + 24,633 5
. Ree 000+ RF=080%* o
0 20 40 50 &0 100 120 0 30 60 %0 120 150 180
Potenciais de Indculo (Horas) Periodo de armazenamento (Dias)

Fonte: Do autor (2019).



36

Figura 5 - Condutividade elétrica (uS cm™g™) em sementes de milho inoculadas sob

diferentes potenciais de indculo (Horas), diferentes periodos de armazenamento
(Dias) e armazenadas sob condicdo natural: (A) Superficie de resposta referentes
a condutividade elétrica (uS cm™g™) em funcdo dos potenciais de indculo
(Horas) e periodo de armazenamento (Dias); (B) Relacdo entre periodo de
armazenamento e condutividade elétrica nos diferentes potenciais de inoculo

(Horas); (C) Relacdo entre potenciais de indculo e condutividade elétrica nos
meses de armazenamento. UFLA, Lavras- MG, 20109.
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Para 0 armazenamento em condicdo natural, houve influéncia em todos os potenciais

de inoculo sobre a degradacdo da

integridade da membrana das sementes e,

consequentemente, determinando maior liberacdo de ions ao longo do armazenamento,

guando comparado com o armazenamento em camara fria e seca (FIGURA 5B). A maior

perda de deterioracdo da semente foi observada decorridos 180 dias de armazenamento com a

liberacdo de 34,8 uS cm™ g de fons no P108 (FIGURA 5C).
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Houve uma tendéncia linear crescente dos valores de condutividade elétrica em todos
0s potenciais de inéculo ao longo dos periodos de armazenamento, no qual, o coeficiente de
determinacdo foi alto em quase todos os potenciais (FIGURA 5B). Isto indica maior
influéncia dos meses de armazenamento no aumento da condutividade elétrica.

Percebe-se neste estudo, que a temperatura no armazenamento de sementes atuou de
maneira significativa na perda de vigor das sementes, fato também constatado em outro
trabalho, como o de Faroni, Barbosa e Cardoso (2005), pelo qual o aumento da temperatura
do armazenamento de sementes na faixa de 20 a 40 °C, provocou um aumento proporcional
ao valor da condutividade elétrica.

A perda de integridade da membrana e, consequentemente, aumento na liberagéo de
ions em sementes de milho na condi¢do ndo controlada ao longo do armazenamento, pode ser
explicada pela incidéncia do fungo, bem como por estresse devido a variacao da temperatura,
resultando no aumento da taxa da atividade metabdlica das sementes, culminado com a perda
de vigor. Esta informacdo é sustentada pelos autores Plazas et al. (2003) e Bragantini (2005),
que afirmam que a temperatura exerce maior efeito na deterioracdo de sementes armazenadas,
por isso, devem ser mantidas em niveis baixos.

A incidéncia do fungo nas sementes e sua viabilidade no armazenamento contribuiram
de forma significativa na degradacdo da membrana, resultando na maior lixiviagdo de
eletrolitos ao longo do periodo. Este resultado é confirmando por Frigeri (2007) no estudo
sobre interferéncia dos patdgenos em teste de vigor em sementes de feijdo, o autor observou
que a infeccdo de sementes de feijao por Macrophomina phaseolina pelo periodo de 16 horas
e de C. dematium f. sp. truncata e C. lindemuthianum por 48 horas com o uso de manitol (-1,0
MPa), é suficiente provocar interferéncia desses organismos na condutividade elétrica.

Frigeri (2007), no mesmo estudo, verificou que em lotes de sementes de feijdo com O,
25, 50, 75 e 100% de incidéncia de C. Lindemuthianum, a liberacdo de ions foi notoria a partir
de 25% para cultivar FT Nobre e 75% para as sementes da cultivar Carioca. Fessel et al.
(2010), no estudo sobre efeito da temperatura e do periodo do armazenamento no teste de
vigor (condutividade elétrica), em sementes de soja, observaram que, com 0 aumento da
temperatura até 30 °C, durante 15 meses, aumentava-se também os niveis ions liberados.

Independentemente das condi¢cbes do armazenamento das sementes, ndo houve
diferenga de condutividade elétrica até 60 dias de armazenamento, este resultado deve-se

provavelmente a ndo variagdo da incidéncia e do teor de umidade nas sementes nos potenciais
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de indculo. Faroni, Barbosa e Cardoso (2005) também ndo observaram variacdo da
deterioracdo de gréos de milho pela medigdo de condutividade elétrica no mesmo periodo de

armazenamento.

4.1.2.2 Envelhecimento acelerado ao longo do armazenamento

N&o houve influéncia dos trés fatores sobre a germinacdo ap6s o envelhecimento
acelerado de sementes de milho inoculada (ANEXO A). Porém, houve diferencas
significativas (P< 5%) dos ambientes de armazenamento dentro dos potencias de indculo, bem
como influéncia dos periodos de armazenamento e potencial de in6culo sobre a germinacao
apos o envelhecimento acelerado em ambas as condi¢des. O aumento dos potenciais de
indculo reduziu a percentagem de germinacgdo, entretanto, ao longo do armazenamento, esta
porcentagem de germinacdo foi se restabelecendo em ambas as condicdes (FIGURA 6A e
FIGURA 6B).

No armazenamento sob condicdo seca e fria, houve maior taxa de germinacdo ao
longo do armazenamento, mesmo com a deterioracdo promovida pelo acondicionamento das
sementes em ambiente com altas temperaturas (42 °C) (FIGURA 6C). Em condicdo natural de
armazenamento houve maior perda de germinagdo quando comparados com o0 armazenamento
sob camara fria e seca. E, independentemente da condi¢cdo de armazenamento, 0S maiores
potenciais de inoculo tiveram maior perda de germinacdo de sementes, comprovando
novamente o efeito drastico do maior tempo de contato das sementes com a colbnia fungica
(FIGURA 6D e FIGURA 6 E).

A maior taxa de germinacdo em condicBes secas e frias, mesmo apds o estresse
forcado das sementes, comprova o efeito do controle de temperatura na preservacao do
indculo nas sementes e na qualidade das sementes, minimizando os danos, garantindo o vigor,
embora em niveis baixos quando comparado com as sementes ndo inoculadas (controle).

Para Delouch e Baskin (1973) citados por Celano (2004), qualquer estresse sofrido
pelas sementes decorrente do ambiente de armazenamento, temperatura, umidade, presenca de
microrganismos, influencia na taxa de deterioracdo. Mc Donald, Gupta e Schmitthenner
(1993) e Marcos Filho (1994), comentam que o aumento da temperatura e umidade
proporcionados pelo teste de vigor em uso neste trabalho, pode inibir alguns microrganismos

de campo, fazendo com que o teste de germinacdo apoOs envelhecimento acelerado seja
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superior em relacdo a germinagdo normal antes do envelhecimento acelerado com as mesmas
amostras de sementes.

Figura 6 - Envelhecimento acelerado (%) em sementes de milho inoculadas sob diferentes
potenciais de indculo (Horas), diferentes condigdes de armazenamento (cdmara
fria e seca e condicdo natural) e diferentes periodos de armazenamento (dias): (A)
Superficie de resposta referentes a envelhecimento acelerado em sementes de
milho armazenadas sob camara fria e seca em funcdo dos potenciais de inoculo
(Horas) e periodo de armazenamento (Dias); (B) Superficie de resposta referente a
envelhecimento acelerado em sementes de milho armazenadas sob condicédo
natural em funcéo dos potenciais de indculo (Horas) e periodo de armazenamento
(Dias); (C) Relacéo entre periodo de armazenamento e envelhecimento acelerado
em ambos ambientes; (D) Relacdo entre potenciais de inoculo e envelhecimento
acelerado em ambos ambientes; (E) Valores médios de envelhecimento acelerado

nos potenciais de inéculo em funcdo das condi¢cBes de armazenamento.UFLA,
Lavras- MG, 2019.
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4.2 Analise de sementes de soja inoculadas

4.2.1 Ocorréncia de Phomopsis sojae em sementes de soja, no decorrer do periodo de
armazenamento

De acordo com a andlise da variancia conjunta (ANEXO B), houve diferencas
significativas pelo teste F (P< 1%) entre os trés fatores em estudo, em relagdo as diferentes
variaveis testadas, e também se observou efeito significativo na interacdo tripla para a
varidvel incidéncia, ndo havendo interacdo para a germinacao, envelhecimento acelerado e
condutividade (ANEXO B). O modelo ajustado foi significativo para todas as varidveis
analisadas, a correlacdo de Pearson entre o residuo e a curva da distribuicdo normal foi
positiva, e de acordo com o grafico da qq plot, houve a normalidade.

Para a variavel incidéncia do fungo, o efeito significativo entre condicGes de
armazenamento x periodo de armazenamento x potencial de in6culo, em ambas as condi¢des
de armazenamento, indica que os fatores atuam de forma simultanea sobre a incidéncia do
fungo Phomopsis sojae nas sementes de soja, isto é, a reducdo da incidéncia de Phomopsis
sojae em sementes de soja foi influenciada pelos potenciais de indculo e dias de
armazenamento (FIGURA 7A e FIGURA 8A). Houve manutencdo da incidéncia do fungo na
camara fria e seca em funcdo dos potencias do inoculo e periodo de armazenamento
(FIGURA 7A), e reducdo da incidéncia, embora ndo acentuada, na condicdo natural em
funcdo dos potenciais de inéculo ao longo do armazenamento (FIGURA 8A). Ndo se
observou efeito significativo do restritor hidrico manitol sobre a qualidade fisiologia das
sementes de soja.

De acordo com os resultados, independentemente das condi¢des de armazenamento
das sementes inoculadas, os maiores valores de potenciais de in6culo proporcionaram maiores
valores médios de incidéncia do fungo Phomopsis sojae ao longo de todo o periodo de
armazenamento (FIGURA 7D), e na condicdo de camara fria e seca houve manutencéo de
valores mais elevados de incidéncia do fungo. em todos os potenciais de indculo. quando
comparado com o armazenamento em condicdo natural (FIGURA 7B).

Observa-se de acordo com as Figuras 7C e 7D, gque nesta condi¢do de armazenamento
a incidéncia do fungo encontra-se acima de 50% até 180 dias de armazenamento nos

potenciais de indculo P72 e P108, quando comparado com as condi¢cBes de ambiente ndo
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controlado que mantém este nivel de incidéncia até 150 dias nos mesmos potenciais de
indculo (FIGURA 8B).

Figura 7 - Incidéncia (%) de Phomopsis sojae em sementes de soja inoculadas sob diferentes

potenciais de indculo (Horas), diferentes periodos de armazenamento (Dias) e
armazenadas sob camara fria e seca: (A) Superficie de resposta referentes a
incidéncia (%) em funcdo dos potenciais de inoculo (Horas) e periodos de
armazenamentos (Dias); (B) Valores médios de incidéncia nos potenciais de
indculo em funcédo das condigcdes de armazenamento; (C) Relacdo entre potenciais
de indculo e incidéncia nos meses de armazenamento; (D) Relacdo entre periodo

de armazenamento e incidéncia nos diferentes potenciais de indculo (Horas).
UFLA, Lavras- MG, 2019.
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Figura 8 - Incidéncia (%) de Phomopsis sojae em sementes de soja inoculadas sob diferentes

potenciais de indculo (Horas), diferentes periodos de armazenamento (Dias) e
armazenadas sob condicdo natural: (A) Superficie de resposta referentes a
incidéncia (%) em funcdo dos potenciais de indculo (Horas) e periodo de
armazenamento (Dias); (B) Relacéo entre periodo de armazenamento e incidéncia
nos diferentes potenciais de inoculo (Horas); (C) Relagdo entre potenciais de
inoculo e incidéncia nos meses de armazenamento. UFLA, Lavras- MG, 2019.
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Estes resultados comprovam as observacOes de Wetzel et al. (2004), no estudo sobre a

longevidade de Phomopsis sojae durante o armazenamento no germoplasma de soja, 0s

autores observaram reducdo total de incidéncia do fungo nas sementes, apos 12 meses de
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armazenamento em condic&o de laboratério, na temperatura 18-28 °C, umidade 30-90%; e nas
condicBes de armazenamento em camara fria e seca (12 °C e 30%) e congelamento (-18 °C)
observaram reducdo na ordem de 60% de incidéncia no mesmo periodo de armazenamento.

Os referidos autores também confirmaram que o0 armazenamento das sementes
inoculadas em temperaturas de condigdo natural, sem controle de umidade, ou com maior
variacdo da umidade relativa, ndo oferecem condicGes favordveis a manutencgdo da viabilidade
do fungo (WETZEL et al., 2004).

Com base nos dados da Figura 7D, observa-se também que, a incidéncia do fungo
manteve-se quase constante em todos os potenciais de inoculo na cAmara fria e seca, isto é,
ndo se observou grandes variagdes da ocorréncia do fungo no inicio e até 180 dias de
armazenamento. A porcentagem de incidéncia para cada potencial de inoculo foi de 44,3%
(P36); 77,5% (P72); 88,1% (P108), decorridos 180 dias do armazenamento observa-se a
manutencdo desta incidéncia nos mesmos potenciais de in6culo com porcentuais de 38,33 %
(P36); 71,2 % (P72) e 90 % (P108).

A mesma tendéncia de resultados foi observada por Wetzel et al. (2004), em estudos
nesta linha de pesquisa, nos quais foi verificado a manutencdo da incidéncia do fungo
Phomopsis sojae nas condigdes frias e secas durante 18 meses de armazenamento, sendo a
média de ocorréncia inicial de 60% e ap6s 18 meses 61%, decrescendo ap6s 32 meses de
armazenamento para 16%, e 40 meses para 2%.

Na condicdo de ambiente natural a incidéncia do fungo foi crescente até 60 dias, apos
este periodo houve reducdo significativa, sendo que, no inicio do armazenamento, as
incidéncias por potenciais de indculo foram de 44,3% (P36); 77,5% (P72); 88,1% (P108), e
decorrido 180 dias houve um decréscimo acentuado desta incidéncia inicial em todos 0s
potenciais de indculo tais como: P36: 5% (P36); 21,8% (P72); 27,5% (P108) (FIGURA 8C).

Estes resultados revelam mais uma vez a influéncia das condi¢Ges de armazenamento
na sobrevivéncia e manutencdo da viabilidade de patdgeno em sementes, conforme
comunicado por Wetzel et al. (2004), o armazenamento de sementes inoculadas sem controle
de temperatura e umidade ou com maior variacdo desses fatores. sdo condicBes desfavoraveis

a manutencdo e viabilidade do fungo.
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4.2.2 Germinagdo das sementes ao longo do armazenamento

N&o houve diferencas significativas (P < 1%) da percentagem de germinacdo das
sementes soja em relacdo as condicbes de armazenamento das sementes, bem como néo
houve influéncia do periodo de armazenamento, potenciais de in6culo e condi¢Ges de
armazenamento sobre a germinacdo de sementes de soja, isto €, a germinacdao das sementes
nos potenciais de inoculo ao longo do periodo, foi quase nula em ambos os ambientes
(FIGURA 9A). Porém, no tratamento controle (sementes ndo inoculadas), houve relacdo do
periodo de armazenamento sobre a germinacdo de sementes de soja. Neste tratamento, com o
armazenamento das sementes, a percentagem de germinacdo decrescia em ambos o0s
ambientes (FIGURA 9B). Também foi observado que as sementes ndo inoculadas (PO)
mantinham os valores de percentagem de germinacdo em niveis altos em ambos os ambientes,
em todos os periodos de armazenamento, quando comparados com as sementes inoculadas
(FIGURA 9C).

A inexisténcia de diferenca significativa da germinacdo, independentemente das
condi¢cdes de armazenamento nos potenciais de inoculo, pode ser atribuida, em parte, a
sensibilidade diferenciada do método Rolo de Papel utilizado neste trabalho, cujos valores de
germinacdo podem ser subestimados segundo estudos realizados por Henning (2004), Goulart
(2018) e Machado (1988). Embora seja um método descrito e recomendado nas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), para sementes de soja, tem sido demonstrado que 0
contato direto do tegumento contaminado com P. sojae e os cotilédones das sementes por
periodo de 7 dias, faz com que o fungo seja favorecido em sua acdo parasitaria, determinando
a morte das sementes nestas condi¢fes. Uma alternativa para solugdo deste problema é o uso
de outros métodos de germinacdo, como a emergéncia em areia, que evita o contato do

tegumento e cotilédones por periodos mais prolongados durante o desenvolvimento do teste.
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Figura 9 - Germinacdo (%) em sementes de soja inoculadas sob diferentes potenciais de

inéculo (Horas de indculacdo), diferentes condi¢Bes de armazenamento (cdmara
fria e seca e condicdo natural) e diferentes perédos de armazenamento (dias): (A)
Superficie de resposta referentes a germinagéo (%) em funcdo dos potenciais de
indculo (Horas) e periodo de armazenamento (Dias); (B) Relacdo entre periodo de
armazenamento e germinagdo nos diferentes potenciais de indculo (Horas); (C)

Relacédo entre potenciais de indculo e germinacdo nos meses de armazenamento.
UFLA, Lavras- MG, 2019.
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4.2.3 Avaliagéo da viabilidade pelos testes de vigor

4.2.3.1 Condutividade elétrica das sementes ao longo do armazenamento

Nao houve interagao tripla (P < 5%) entre a condi¢cdo de armazenamento, periodo de
armazenamento e potencial de inoculo sobre a condutividade elétrica. Porém, houve relagdo
entre o periodo de armazenamento e o potencial de inoculo sobre a perda de integridade da
membrana da semente e liberacdo de ions (ANEXO B). Em ambos os ambientes de
armazenamento, a condutividade elétrica foi crescendo com o aumento do potencial de
indculo até aos 90 dias, apos este periodo, houve reducao (FIGURA 10A e FIGURA 10B).

A reducdo da liberacdo de ions apds 90 dias de armazenamento, em ambas as
condicdes de armazenamento, nos diferentes potenciais, pode ser explicada pela
reorganizacgdo das estruturas da membrana celular das sementes com a perda de umidade,
reduzindo os niveis de liberagdo inicial.

Esta informacéo é sustentada por Fessel et al. (2010), os autores afirmam que com o
passar do tempo de embebicdo apds o armazenamento das sementes de soja, a condutividade
pode reduzir com a reorganizacdo da membrana retornando a configuracédo estavel.

Na céamara fria e seca ao zero dia de armazenamento, a condutividade das sementes
foi em média 137.4 pS cm-! g-!, ap6s 180 dias aumentou para 168.3 pS cm-* g-*, na condicéo
natural, no mesmo perfodo de armazenamento observou-se no inicio 137.4 puS cm-! g-* de
fons liberados e, no final do armazenamento, um aumento de 182.4 uS cm-! g-* (FIGURA
10C).

Portanto, a condicdo natural proporcionou maiores valores de liberacdo de ions em
sementes de soja quando comparados com a camara fria e seca, 0 que indica a perda de
integridade da membrana celular da semente resultante da deterioracdo (FIGURA 10D).

Estes resultados confirmam, de certa forma, estudos anteriores nesta linha de pesquisa,
pelos quais a condutividade elétrica em sementes de soja armazenadas aumenta em funcdo das
temperaturas em que forem submetidas, isto €, quando as sementes de soja sdo armazenadas
em temperatura 30 °C e variacdo da temperatura de 30 °C/10 °C, independentemente da
qualidade fisioldgica e sanitaria inicial das sementes, hd uma influéncia na deterioracdo das
sementes e, consequentemente, maior liberacdo de ions quando comparado com temperatura
10 °C e sem variacéo de temperatura (FESSEL et al., 2010).
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Figura 10 - Condutividade elétrica (uS cm-' g-!) em sementes de soja inoculadas sob

diferentes potenciais de indculo (Horas), diferentes condi¢fes de armazenamento
(cdmara fria e seca e condicdo natural) e diferentes periodos de armazenamento
(dias): (A) Superficie de resposta referentes a condutividade elétrica em
sementes de soja armazenadas sob camara fria e seca em funcéo dos potenciais
de indculo (Horas) e periodo de armazenamento (Dias); (B) Superficie de
resposta referente a condutividade elétrica em sementes de soja armazenadas sob
condicdo natural em funcdo dos potenciais de indculo (Horas) e periodo de
armazenamento (Dias); (C) Relacdo entre periodo de armazenamento e
condutividade elétrica em ambos ambientes; (D) Relacdo entre potenciais de
indculo e condutividade elétrica em ambos ambientes.UFLA, Lavras- MG, 20109.
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4.2.3.2 Avaliagéo do envelhecimento acelerado ao longo do armazenamento

Ndo houve diferenca significativa das condi¢cbes de armazenamento sobre a
germinacdo apos o envelhecimento acelerado de sementes de soja inoculado de acordo com o
teste F (P < 5%), bem como ndo houve influéncia dos fatores periodo de armazenamento,
potencial de in6culo e condigBes de armazenamento sobre a germinacdo apos envelhecimento
acelerado das sementes de soja, isto é, a germinacdo apds envelhecimento acelerado nos
potenciais de inoculo ao longo do periodo de armazenamento foi quase nula em ambos os
ambientes (FIGURA 11A). Porém, houve relacdo do periodo de armazenamento e potencial
de in6culo sobre a germinacao apds envelhecimento acelerado (ANEXO B).

Nas sementes ndo inoculadas (PO), houve uma relacdo significativa do periodo de
armazenamento sobre a germinacdo apds envelhecimento acelerado das sementes de soja.
Neste tratamento, com o0 armazenamento das sementes, a percentagem de germinagdo apos o
envelhecimento acelerado decresceu em ambos ambientes (FIGURA 11B). Também foi
observado que as sementes ndo inoculadas (PO) mantiveram os valores de percentagem de
germinacdo em niveis altos em ambos os ambientes, em todo o periodo de armazenamento,
quando comparadas com as sementes inoculadas, embora abaixo dos 50% apds 90 dias de
armazenamento (FIGURA 11C).

O percentual de germinacdo das sementes inoculadas em todos os potenciais de
indculo foi reduzido drasticamente apos o envelhecimento acelerado, quando comparado com
o0 tratamento ndo inoculado (PO) (FIGURA 11B), o que indica ndo so efeito da temperatura e
umidade na deterioracdo da semente, mas também o efeito do fungo na degradacdo da
membrana e tecidos vivos, resultando em morte da semente

O efeito drastico da germinacdo apos o envelhecimento acelerado era de se esperar,
pois comprova o efeito deste teste na deterioracdo das sementes pelo aumento das atividades
metabdlicas devido a elevacdo da temperatura e umidade, ocasionando morte das sementes.

Estes resultados foram comprovados por Dias e Marcos Filho (1996), que relataram
que a exposicdo das sementes a elevada temperatura e umidade, provoca sérias alteraces
degenerativas no metabolismo da semente, desencadeando a desestruturagédo e perda da

integridade do sistema de membranas celulares, ocasionando perda da qualidade da semente.
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Da Silva e Da Silva (2000) afirmam que as condi¢cdes impostas pelo teste de

envelhecimento artificial ndo agiriam apenas no comportamento das sementes, mas também

influenciariam na acéo de microrganismos participantes da deterioracao.

Entretanto, a exemplo do que foi relatado para os resultados do teste de germinagédo

via Rolo de Papel, o teste de envelhecimento acelerado, que emprega também este método,

faz com que os resultados de germinagdo das sementes sejam subestimados.

Figura 11 - Envelhecimento acelerado (%) em sementes de soja inoculadas sob diferentes

potenciais de indculo (Horas de inbculacdo), diferentes condi¢cBes de
armazenamento (camara fria e seca e condicdo natural) e diferentes perddos de
armazenamento (dias): (A) Superficie de resposta referentes a envelhecimento
acelerado em funcdo dos potenciais de inoculo (Horas) e periodo de
armazenamento (Dias); (B) Relacdo entre periodo de armazenamento e
envelhecimento acelerado nos diferentes potenciais de inoculo (Horas); (C)
Relacdo entre potenciais de indculo e envelhecimento acelerado nos meses de
armazenamento. UFLA, Lavras- MG, 2019.
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5 CONCLUSOES

As condi¢des de armazenamento, potenciais de inoculo e periodo de armazenamento,
apresentaram forte e variavel influéncia na viabilidade (incidéncia) dos fungos inoculados em
sementes de milho e soja.

A incidéncia do fungo Stenocarpella maydis permaneceu em niveis superiores a 50%
até 90 dias de armazenamento em camara fria e seca, nos potenciais de indculo mais elevados
P72 (62,5%) e P108 (63,1%). Nas condi¢bes naturais de armazenamento, esse nivel de
incidéncia se mateve até 60 dias nos mesmos potenciais P72 (65%) e P108 (81,8%).

Com a queda de incidéncia do fungo Stenocarpella maydis em sementes de milho, ao
longo do armazenamento houve um leve incremento do percentual de germinacdo das
sementes, confirmados pelo teste de vigor tanto em camara fria e seca quanto em condigéo
natural.

Para o patossitema Phomopsis sojae — soja, a incidéncia do fungo apresentou
tendéncias de manutencdo dos valores iniciais em condi¢cdes de camara fria e seca. Para
condigdo natural houve queda na incidéncia do fungo aos 180 dias da ordem de 88% no
potencial de indculo P36, 28% no potencial P72, e 69% no potencial P108.

O percentual de germinacdo de soja portadora de P. sojae em camara fria/seca
apresentou reducdo média de cerca de 67% entre os potenciais de in6culo, e em ambiente
natural 64%. O vigor das sementes avaliadas pelo envelhecimento acelerado apresentou
resultados com tendéncia semelhante a germinacéo padrdo. Por sua vez, os resultados do teste
de condutividade elétrica indicaram que a qualidade fisioldgica das sementes foi mantida nos

mesmos niveis iniciais em ambos os ambientes de armazenamento.
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ANEXO A

Tabela 1 - Anava conjunta dos efeitos dependente e independente dos fatores em relacédo as
variaveis testadas nas sementes de milho inoculado.

QM
Fv GL Incidéncia  Condutividade Germinagdo Envelhecimento
CondicOes de Armazenamento 1 6644.6 ***  205.5*** 196.8 ns 4959 .4***
Periodo de Armazenamento 6 12880.4**  70.3*** 396.4** 625.7***
Potencial de inoculo 3 167.61**  851.4*  24958.5**  30114.5**
Cond. Armaz x Periodo Armaz =~ 6 499.5*** 27.9** 176.9* 45,7

Cond. Armaz x Potenc. Inéculo 3 774.1%** 89.3*** 914 1% 3427+
Periodo. Armaz x Potenc. Inéculo 18 1663.2 **  16.6™** 334.6*** 610.9***
Cond .Armaz x Periodo.Armaz 18 247.9 *** 12.3*** 77.7ns 32.7ns

x Potencial de Inéculo

Residuals 168 31.2 7.1 111.6 81.7
Total 223
cv 6.7 % 124 % 2,2% 4.9%

***Diferengas significativo a 1%; **significativo a 5%; * significativo a 10%; ns n&o significativo
Fonte: Do autor (2019).
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ANEXO B
Tabela 1 - Anava conjunta dos efeitos dependente e independente dos fatores em relacao as

variaveis testadas nas sementes de soja inoculado.
QM

FV GL

Incidéncia Condutividade Germinagdo Envelhecimento

Condigbes de Armazenamento 1 6172.2** 7091.6* 270.1ns 54.0 ns
Periodo de Armazenamento 6 2994.5**  7900.9**  6082.9"*  482.6™*
Potencial de Indculo 3 85799.9"* 118264.5** 52634.8**  25570.4***
Cond. Armaz x Periodo Armaz 6 1193.8***  2759ns 367.3"** 85.9 ***
Cond. Armaz x Potenc. Inéculo 3 7004 ** 8345 676.6ns 58.3ns
Periodo. Armaz x Potenc. Inéculo 18 540.9**  1334.8** 14981  1167.7*
Cond.Armaz x Periodo Armaz. 18 288.4™* 395.3ns 250.5ns 3.5ns

x Potencial de Indculo

Residuals 168 18.984 14.79 20.48 29.31
Total 223
cv 342 % 1.86% 6.21 % 15.58 %

***Diferencas significativo a 1%; **significativo a 5%; * significativo a 10%; ns n&o significativo
Fonte: Do autor (2019).
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ANEXO C

Tabela 1 - Andlise de variancia da varidvel incidéncia de Stenocarpella maydis usando
tratamento adicional (Tempo de Inoculagéo, Oh)

Teste: Dunnett

Trat Frio(Med) Dif.(trat)>dms Natural(Med) Dif. DMS:11.59
3 108 63,1 (3-4) Significativo 46,3 Significativa

2 72 52,0 (2-4) Significativo 38,6 Significativa

1 36 39,5 (1-4) Significativo 26,1 Significativa

4 0 0,0

Fonte: Do autor (2019).



