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RESUMO

CARVALHO, Jodo Custédio Barbosa de. Uso da restri¢@o hidrica na inoculagio
de Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L.) (Dissertag@io - Mestrado em Fitotecnia)*

A presente pesquisa teve como objetivo principal desenvolver
metodologia eficiente de inoculagsio de Colletotrichum lindemuthianum em
sementes de feijoeiro, sendo conduzida em trés etapas: 1) estudo da emissdo de
radiculas de sementes de feijoeiro, em fungdo da desinfestagdo (hipoclorito de
sédio por 1 minuto), do periodo de exposigdo (24, 48, 72, 120 ¢ 168 horas) e da
restrigdo hidrica do BDA (testemunha), modificado pela adigdo de solugdes de
PEG 6.000 ou manitol, em quatro niveis de restri¢io hidrica [ -0,4, -0,6, -0,8 ¢
-1 (MPa)], & temperatura de 20°C e na auséncia de luz; as sementes dos
tratamentos nos quais nio houve emissio de radiculas (ap6s 168 horas de
exposi¢do), foram lavadas, secas e submetidas ao teste de germinagdo; 2) estudo
do crescimento de colbnias de C. lindemuthianum nos mesmos tipos de
substratos utilizados na primeira etapa, nas mesmas condi¢des de temperatura e
fotoperiodo alternado de 12 horas; 3) efeito de diferentes periodos de exposiggo
de sementes de feijoeiro (30, 72, 120 e 168 horas) a BDA + manitol (-1 MPa) ¢ a
BDA (testemunha) por 30 horas (20°C e escuro continuo), na presenga
(inoculagdo) e na auséncia (controle) de imicélio de C. lindemuthianum aos
cinco dias de idade. Foi observado que restri¢des hidricas de -0,8 e -1 MPa do
BDA, pelo uso de manitol, e de -1 MPa, pelo uso de PEG 6.000, foram
eficientes em inibir a emissdo de radiculas, tanto de sementes desinfestadas
como ndo desinfestadas. Entretanto, o desempenho das sementes ndo
desinfestadas, pré-condicionadas sobre BDA + manitol (-1 MPa) durante 168
horas, foi superior ao desempenho daquelas pré-condicionadas em
BDA + PEG 6.000 (- 1 MPa), pelo mesmo periodo de tempo. J4 o didmetro
médio das colbnias de C. lindemuthianum, crescidas em BDA + manitol,
superou os valores observados em BDA (testemunha) e em BDA + PEG 6.000,
nos diferentes niveis de potenciais hidricos testados. O aumento do periodo de
exposicdo de sementes de feijoeiro ao inéculo de C. lindemuthianum em
sbstrato BDA + manitol (-1 MPa), mostrou-se como uma técnica adequada para
aumentar a eficiéncia do processo de infecgio das sementes pelo referido
patégeno, resultando em aumento da transmissibilidade do patégeno para as
plantulas, bem como do grau de associagdo do patdgeno com as sementes,
podendo ser secas e utilizadas para diversas finalidades.

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador). Maria das
Gragas G.C. Vieira — UFLA.



ABSTRACT

Carvalho, Jodo custédio Barbosa de . Use of water restriction in the inoculation
of Colletotrichum lindemuthianum in seed of bean plant (Phaseolus vulgaris L.)
( Dissertation - Master in Plant Science)*

The present research was carried out aiming at to develop a more
efficient methodology to inoculate Colletotrichum lindemuthianum in bean seeds
by using the hidric restriction principle. The research work was conducted in
tree steps. In the fist part, the effect of different hidric restriction levels on PDA
medium amended with PEG 6,000 or mannitol on the seed radicle emission was
investigated. In the second step growth of C. lindemuthianum on PDA
containing the PEG 6,000 or mannitol was measured. The third part of the work
consisted of evaluating the infection level obtained by keeping the bean seeds in
contact with colonies of C. lindemuthianum, 5 days old, developed on PDA
medium amended with mannitol at different concentrations. The results showed
that incorporation of mannitol solution at -1MPa into PDA medium with 5 day
incubation, proved to be efficient to obtain higher levels of bean seeds infected
by the anthracnosis fungous. Growth of C. lindemuthianum was not affected by
the hidric restriction produced by the addition of mannitol, at the maximum level
of -1,0 MPa, into PDA medium. Incorporation of solutions of PEG 6,000 at
hidric restrictions higher than -0,6 MPa into PDA caused reduction in the
development of C .lindemuthianum. Radicle emission of bean seeds was
efficiently impeded on PDA medium containing such components, at hidric
restriction levels of -1MPa for 168 hours.

*Guidance Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Major Professor), Maria
das Gragas G. C. Vieira— UFLA.



INTRODUCAO

O desenvolvimento de métodos eficazes e confidveis para infectar
sementes € de grande utilidade em patologia de sementes. Sementes infectadas
sdo necessdrias, por exemplo, para o desenvolvimento de tecnologias, visando a
detecgdo € o controle de patdgenos transmitidos por sementes, em estudos
epidemiologicos das doengas resultantes da associagdo destes com as sementes,
e em outros estudos ¢ demonstragdes que fazem uso de sementes com
patdgenos. A grande dificuldade em obter niveis adequados de patégenos em
sementes, como por exemplo, Diplodia maydis em sementes de milho,
Diaporthe sojae meridionalis e Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja, e
Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijoeiro, tem gerado a
necessidade do desenvolvimento de métodos de inoculagdo desses fungos em
sementes, visando & conducdo de estudos que tratam desse tipo de interagdo. Os
métodos atuais consistem na inoculagdo de plantas adultas, imers3o de sementes
em suspensdo de esporos € no método de expor as sementes a colonias dos
fungos em desenvolvimento. No entanto, a eficiéncia destes métodos €
questionada pelo grande niimero de fatores que podem interferir na transmissdo
do patdgeno da planta para a semente, no caso da inoculaggo de plantas adultas,
€, no caso de inoculagdo das sementes em pds-colheita, por ocasionar danos as
sementes em embebi¢do, ou mesmo resultar na germinagdo das sementes,
invibializando a secagem das mesmas para utilizagdo posterior. Os métodos
conhecidos para inocular Colletotrichum lindemuthianum em sementes de
feijoeiro revelam baixa eficiéncia no sentido de se obter indices satisfatérios de
transmissibilidade do patbgeno para as plintulas (Oliveira, 1991), ou mesmo
mostram-se ineficientes em evidenciar os efeitos do patégeno nas sementes

(Silva, 1997). O presente trabalho teve como objetivo principal desenvolver



metodologia eficiente para se obter. infecgio de sementes de feijoeiro por

Colletotrichum lindemuthianum, langando mao do principio da restrigdo hidrica.

Foram objetivos especificos:

e a avaliagdo da influéncia da restrig8o hidrica na germinag@o de sementes de
feijoeiro, incubadas sobre substrato agarizado durante sete dias;

¢ a avaliagdo da influéncia da restrigio hidrica do substrato agarizado no
crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum;

e a avaliagio da influéncia da restrigio hidrica do substrato agarizado no
processo de infecgdo de sementes de feijoeiro por Colletotrichum

lindemuthianum.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Qualidade de sementes de feijoeiro em rela¢io a Colletotrichum
lindemuthianum

O termo, qualidade de sementes, pode ser definido de varias maneiras,
dependendo do contexto que se examina. Normalmente, qualidade envolve
algum atributo ou caracteristica da semente, e um padréo pré - estabelecido.

Para Popinigis (1977), a qualidade da semente é o somatério de todos os
atributos genéticos, fisicos, fisiolégicos e sanitarios, que afetam a capacidade
desta em originar plantas de alta produtividade. No processo de produgdo de

sementes, os atributos de qualidade sdo adquiridos na fase de campo
periodo em que é possivel adotar medidas preventivas e corretivas, com intuito

de manter ou preservar as caracteristicas da semente.

A qualidade fisiolégica da semente representa a capacidade desta em
desempenhar fungdes vitais, caracterizada pela germinagdo, vigor e longevidade
(Popinigis, 1977). A qualidade sanitdria refere-se & presenca de microrganismos
associados as sementes, inclusive a presenga de insetos (Menten,1986).

A alta umidade das sementes, associada a presen¢a de microrganismos e
a altas temperaturas, sdo os principais fatores responsaveis pela aceleragdo dos
processos deteriorativos das sementes, podendo causar rapida perda de vigor e
viabilidade das mesmas (Agarval e Senclair, 1987; Bewley e Black, '1994).
Fungos nio crescem em sementes que se encontram em equilibrio com a
umidade relativa do ambiente abaixo de 68% (Bewley e Black, 1994).

Em geral, os danos causados por patégenos as sementes, sdo vistos
como deformagdes, apodrecimento, estromatizagdes, manchas necréticas e
descoloragdo da casca, que levam sempre a perda do poder germinativo, €

constituem focos primdrios de infeccdo no campo (Lucca Filho, 1985;



Machado, 1988).

De acordo com Menezes (1985), a maior parte dos agentes causais das
principais doengas que afetam a cultura do feijoeiro, sdo transmitidos por
sementes. Entre tais agentes encontram-se os fungos: Colletotrichum
lindemuthianum, Phaeoisariopsis griseola, Rhizoctonia solani, Fusarium
incluindo-se F. oxisporum f _sp. Phaseoli, F. solani f sp. Phaseoli,
Macrophomina phaseolina e Sclerotinia sclerotiorum. Destacam-se também,
bacterias fitopatogénicas dos géneros Xanthomonas e Pseudomonas, além de
alguns virus (Kimati, 1980; Rava, Vieira,Costa, ct al. 1981). "

A antracnose do feijoeiro, cujo agente causal é o fungo Colletotrichum
lindemuthianum, € uma doenga de grande importincia em praticamente todas as
partes do mundo, principalmente em regides de clima temperado € subtropical,
podendo causar perdas de até 100% quando utilizam-se sementes severamente
infectadas e de cultivar suscetivel, sob condigdes favoraveis ao desenvolvimento
_ da doenga (Maffia, Carmo e Katsurayama, 1988).

Colletotrichum lindemuthianum pode sobreviver na semente como
micélio dormente no tegumento e cotilédones, ¢ na forma de esporos entre os
cotilédones, constituindo a semente, o principal mecanismo de sobrevivéncia e
de dispersdo desse patégeno (Maffia, Carmo e Katsurayama, 1988).

Sementes infectadas por Colletotrichum lindemuthianum apresentam
lesGes levemente deprimidas, de tamanhos varidveis e de coloragdio parda a
negra, ou muitas vezes podem ndo apresentar sintomas (Kimat, 1980). As
sementes infectadas originam lesGes nos cotilédones das plantulas, hipocétilos,
ou folhas primérias, que podem atuar como fonte de inéculo secundéario no
campo de producdo (Kimat, 1980; Machado, 1988). Em geral, as lesGes sio
caracteristicamente pardo-escuras, com contornos pardo-avermelhados, e
quando as condi¢gdes de umidade e temperatura sfio favoraveis, forma-se uma

massa de esporos de coloragdo rosada ao centro das lesdes (Chaves, 1980;



Kimat, 1980).

O grau de transmissdo de Colletotrichum lindemuthianum por sementes
de feijoeiro, aumenta com a severidade da infecgdo e com fatores que favorecem
o crescimento micelial do patdgeno nos tecidos infectados (Tu, 1992). De
acordo com Bianchini, Maringoni € Carneiro (1997), o desenvolvimento da
antracnose é favorecido por temperaturas entre 13 e 27 °C, com o 6timo a 21°C,
e umidade relativa acima de 91%.

Deste modo, a identificaggo dos microrganismos em associagdo com as
sementes, por testes de sanidade, pode servir como subsidio para tomadas de
decisGes que visam atenuar a a¢fo negativa dos patogenos sobre a qualidade das
sementes (Tanaka e Machado, 1985; Machado,1988).

O método de incubagio das sementes em papel de filtro (“blotter test™),
¢ 0 método do rolo de papel-toalha sdo testes de sanidade recomendados pela
International Seed Testing Association (ISTA,1976) para avaliar a qualidade
sanitiria de sementes de feijoeiro. Menezes e Mohan (1982a) compararam a
eficiéncia desses dois métodos para detecgdio de Fusarium spp, Colletotrichum
lindemuthianum, Macrophomina phaseolina e Rhizoctonia solani, e concluiram
que, o método de incubagio das sementes em papel de filtro, foi mais eficiente e
adequado. Para a detecgdo de Colletotrichum lindemuthianum, o método de
papel de filtro foi capaz de detectar 14% de amostras de sementes de feijoeiro
infectadas, 6,5 de porcentagem méxima de infec¢do, por amostra, e um total de
0,18% de sementes infectadas nas amostras analizadas. Por sua vez, os valores
encontrados pelo método do papel toalha foram de 12%, 5,0% e 0,14%,
respectivamente, para os mesmos pardmetros, anteriormente citados. Salienta-se
que, o método de papel de filtro nem sempre é capaz de informar sobre a
patogenicidade dos fungos constatados, uma vez que vérios patégenos n@o sdo
capazes de produzir sintomas na fase inicial de desenvolvimento
Qdachado, 1988).



A baixa interferéncia de Colletotrichum lindemuthianum, na germinagio
das sementes (Patricio, Borim e Ortolani, 1991), confere 4 semente um eficiente
meio de sobrevivéncia e de transmissio deste patégeno 4 progénie. Menezes e
Mohan (1982b) observaram que sementes com manchas tipicas de antracnose,
apresentaram em média 83% de ocorréncia de Colletotrichum lindemuthianum e,
uma taxa de germinagio de 82%. Sugeriram ainda que, a selegdo visual das
sementes de feijoeiro, descartando-se as sementes enrugadas, mal formadas,
danificadas, com manchas tipicas de antracnose ou outros tipos de manchas,
apresenta-se como uma técnica eficiente e vidvel para reduzir o potencial de
in6culo dos principais patégenos transmitidos por sementes de feijoeiro,
principalmente Colletotrichum lindemuthianum.

Menten (1978) observou uma relagdo inversa entre a incidéncia de
microrganismos como Fusarium, Macrophomina e Rhizoctonia, em sementes de
feijoeiro, e os resultados de testes de vigor e de germinagéo. Neste sentido, em
estudos envolvendo o efeito de patogenos sobre a germinagio de sementes,
Machado (1988) salienta que, ¢ fundamental conhecer nio s6 a condiggio
sanitaria, como também o perfil fisiolégico completo do lote em estudo, pois
lotes com diferentes niveis de deterioragdo podem apresentar diferentes tipos de
respostas ao teste de germinagéo, dependendo dos microrganismos presentes no
lote. O conhecimento do tipo e da posi¢o do inéculo nas sementes, também € de
grande importéncia pois, ndo s6 permite definir os métodos mais adequados para
a detecgdo de patdgenos em sementes, como também permite estimar o modelo

de desenvolvimento das doengas no campo.

2.2 Metodologias de inoculacgdo de fungos em sementes
A inoculagdo de fungos em plantas ou partes de plantas, € um artificio
bastante utilizado por pesquisadores, com vistas ao desenvolvimento de estudos

que envolvem os vérios aspectos da interagdo entre o patdgeno e o hospedeiro.



O procedimento de aplicar suspensdes de esporos em plantas ¢ comum
em estudos envolvendo aspectos de resisténcia de plantas a doengas, e de
transmissibilidade de fungos pelas sementes ( Machado e Carvalho, 1975;
Bastos e Porto, 1982; Lima, Carvalho e Carvalho, 1985; Araiijo, 1988; Tanaka e
Menten, 1992; Pizzinatto e Fuzatto 1994), constituindo um método prético para
os fungos que esporulam facilmente em condi¢gSes de laboratério, além de
permitir padronizagdo no preparo € na aplicagdo do inéculo.

De acordo com Machado e Carvalho (1975), a inoculagdo de
Colletotrichum truncatum em plantas de diferentes cultivares de soja, 30 a 35
dias ap6s a floragdo, proporcionou indices de 18% a 40% de ocorréncia do
referido fungo, nas sementes colhidas ao final do ciclo da cultura, avaliada pelo
plaqueamento destas em meio BDA.

J4 a inoculagdo de Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, em
plantas de diferentes cultivares de algoddo, no estadio fenolégico de magas
formadas, proporcionou indices de 1,5% a 11,5% de ocorréncia do referido
fungo nas sementes produzidas, avaliadas pelo método do papel de filtro.
Quando estas sementes foram plantadas, proporcionaram de 1% a 6,5% de
plantulas com sintomas de ramulose (Tanaka € Menten, 1992).

Bastos e Porto (1982) inocularam Colletotrichum lindemuthianum em
vargens de dois cultivares de feijoeiro, nos estidios de formagio das sementes,
sementes formadas, e inicio da maturagdo fisiolégica. Enquanto que para uma
cultivar (tayhd), ndo foi registrada a transmissdo do referido patégeno pelas
sementes, no outro cultivar (també) foram registrados indices de 20%, 11,25% e
10%, pelo método de papel-toalha, respectivamente para as trés épocas de
inoculagdo das vargens anteriormente mencionadas. Aragdjo (1988) também
encontrou menor ocorréncia de Colletotrichum lindemuthianum em sementes de
feijoeiro, colhidas de plantas inoculadas mais tardiamente, enquanto que,

sementes colhidas de plantas inoculadas no estddio de formagdo das vagens



(R7), resultaram em indices de até 32% de ocorréncia do referido fungo, obtidos
pelo método do papel de filtro.

O conhecimento do estidio de desenvolvimento das plantas, no qual a
infecgdo se traduz em maior transmiss3o do patégeno para as sementes, e destas
para as plantulas, pode ser de grande importincia em trabalhos de inspegdo
sanitaria de campos de producdo de sementes (Machado, 1988). Entretanto, a
utilizagdo destes conhecimentos para a produgdo de sementes infectadas por
fungos, para utilizagdo em estudos posteriores, além de ser um procedimento
demorado, ¢ também de eficiéncia duvidosa, pois de acordo com alguns autores
(Neegaard, 1979; Menten, 1988; Machado, 1994), a transmissio de patégenos da
planta para a semente constitui um processo dinidmico, dependente de vérios
fatores inerentes ao patogeno, ao hospedeiro e a0 meio ambiente.

Sob a visdio da Patologia de Sementes, uma semente encontra-se
infectada quando o inéculo do patégeno esta presente no interior dos tecidos da
mesma, como por exemplo, no tegumento, endosperma ou embrido. Quando o
inéculo estd apenas aderido & superficie externa da semente, considera-se que a
semente encontra-se contaminada (Menten, 1986; Machado, 1988).

O método de imersdo das sementes, em suspensdo de conidios, foi
utilizado por Araijo (1988) para infectar sementes de feijoeiro por diferentes
ragas de Colletotrichum lindemuthianum. O autor constatou através do método
do papel de filtro que, as sementes dos diferentes cultivares testados,
apresentaram maior suscetibilidade ao referido fungo, quando colhidas e
inoculadas no estidio de enchimento de grdos (RS8), ao passo que sementes
colhidas inoculadas no estddio de maturagdo fisiologica (R9) apresentaram
maior nimero de reacdes de resisténcia. Uma outra forma de inocular sementes
de feijoeiro com Colletotrichum lindemuthianum, utilizada por Rava e
Sartorato (1996), foi a infiltragdo do inéculo por meio de vacuo, durante 5
minutos. Neste trabalho foram obtidas taxas de 27% de plantulas com sintomas



de antracnose.

Resultados obtidos por Tanaka (1990), em estudos com Colletotrichum
gossypii e C. g. var. cephalosporioides e sementes de algoddo, mostram que o
aumento do tempo de permanéncia das sementes em suspensZo de conidios, de
30 minutos para 2 horas, proporcionou aumento do grau de infecgdo e do
numero de sementes infectadas pelos respectivos fungos.

Outros métodos de inoculag@o como: mistura de uma formulagio em p6
de caolim + esporos do fungo (Vieira, 1996), ou massa de micélio + esporos as
sementes (Tanaka e Corréa, 1981), também sdo relatados na literatura,
principalmente para fungos de armazenamento. A vantagem do primeiro método
consiste no fato de que as sementes podem ser inoculadas via seca, mantendo a
modificagdes fisicas e fisiologicas das sementes, pelo inicio do processo de
embebicdo das sementes.

Costa (1939) utilizou-se do método da exposi¢do das sementes de
algoddio & coldnias de Colletotrichum gossypii e Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, crescidas em meio de cultura, para infectar as sementes pelos
referidos fungos. Tanaka, Menten ¢ Mariano (1989), avaliando a metodologia
anteriormente mencionada, constataram pelo método do papel de filtro que, a
porcentagem de ocorréncia de C. gossypii var. cephalosporioides € o grau de
associagdo deste fungo as sementes inoculadas, foi diretamente proporcional ao
tempo de exposigdo destas as colonias fungicas em desenvolvimento.

Tanaka (1990) comparou diferentes métodos de inoculagdio de
Colletotrichum gossypii e C. g. var. cephalosporioides em sementes de algodso.
A autora constatou que o método de contato das sementes com as coldnias dos
fungos em desenvolvimento, proporcionou maior nimero de sementes
infectadas do que o método de imersdo destas em suspensio de conidios,

mostrando-se mais eficiente para se obter uma associagio do tipo infecgdo.



A inoculaggio de sementes de feijoeiro, pelo contato destas com col6nias
de Sclerotinia sclerotiorum, por 30 horas de exposi¢do, proporcionou uma
eficiéncia varidvel de zero a 31% de sementes portadoras do referido fungo,
avaliadas pelo método do papel de filtro. J4 para sementes de soja, a eficiéncia
do mesmo método, para o0 mesmo fungo, variou de 35 a 100% (Peres, 1996).

Oliveira (1991) avaliou a transmissibillidade de Colletotrichum
lindemuthianum por sementes de feijoeiro, da variedade lustroso, inoculadas por
diferentes métodos. De acordo com os resultados apresentados, o método de
contato das sementes com col6nias fiingicas, pelo periodo de 24 horas, resultou
em indices de ocorréncia do referido fungo de aproximadamente 64,3%, contra
11,4%, no método de imersdo das sementes em suspensdo de conidios durante
2 horas, € 2,1% no método de imers3o por 30 minutos, avaliados pelo método do
papel de filtro (“blotter test”). A transmissibilidade de Colletotrichum
lindemuthianum pelas sementes inoculadas, avaliada em casa de vegetagdo aos
15 dias ap6s a semeadura, foi de 5,7%, 2,8% e 1,4%, respectivamente, para os
métodos acima citados. Entretanto, a ocorréncia de 9,3%, 37,10% e 12,50% de
sementes ndo germinadas, respectivamente, para os mesmos métodos de
inoculacdo anteriormente citados, sugere que a ocorréncia de sementes mortas é
dependente da forma de embebigiio das mesmas. Informagdes especificas a
respeito dos efeitos de tais métodos na qualidade fisiolégica das sementes, sdo
escassas na literatura.

Vieira (1988) comenta que a técnica de embebigdo de sementes de soja
em suspensdo de ascosporos de Sclerotinia sclerotiorum, para a avaliagdo do
comportamento de variedades de soja, pode apresentar resultados variaveis, em
fungdo da causa e do nivel de deterioragio das sementes inoculadas. De acordo
com Kantar, Hbblenthwaite e Pilbean (1996), fatores como a constituicio
quimica e a condigdo fisica do tegumento, danos por embebicio e taxa de
exsudacgo de solutos, sdo fatores que podem facilitar a infecgio da semente por
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ocasido da germinag#o.

Carvalho (1989), considerando trés niveis de qualidade fisiolégica de
sementes de feijoeiro, concluiu que, a auséncia de tegumento € a condigdo
avancada de deterioragdo das sementes, foram fatores importantes para
predisposigdo destas a agfio de patdgenos, entre os quais cita-se Colletotrichum
lindemuthianum.

Silva (1997) verificou que o método de contato das sementes com
colonias de Colletotrichum lindemuthianum, durante o periodo de 48 horas, néo
foi eficiente em evidenciar os efeitos desse patdgeno em seus experimentos.
Porém, a mesma autora relata que, a exposi¢do das sementes sobre meio de
cultura de vagem pelo periodo de 48 horas, causou um efeito fisiolégico
positivo na germinagdo das sementes, apds estas terem sido submetidas ao

envelhecimento artificial. -

2.3 Fundamentos de relacdes hidricas em um sistema biologico

O estabelecimento do conceito de potencial quimico da dgua permitiu a
criagdo de uma linguagem comum e simples entre cientistas, capaz de expressar
o comportamento fisico da dgua no sistema solo - planta - atmosfera. O
movimento da dgua ento, tanto no estado liquido como de vapor, pode ser
definido por um conceito tinico, expresso pelo potencial hidrico.

De acordo com este conceito, o potencial hidrico ( y ), expresso em
unidades de energia ou presséo, corresponde a diferenga entre potencial quimico
da 4gua em um sistema, ou parte do sistema, e o potencial quimico da 4gua pura,
nas mesmas condi¢Ses de pressdo atmosférica e temperatura. Ao potencial
quimico da 4gua pura, atribuiu-se aleatoriamente o valor de zero (Salisbury e
Ross, 1991).

As unidades mais usadas para expressar o potencial hidrico sdo o bar,
atmosferas (atm) (1 bar = 10° dinas. cm? = 107 J. Kg! = 0,987 atm) e o
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megapascal (MPa) (IMPa = 10 bar) (Bewley e Black, 1994). As principais
forgas que atuam sobre a 4gua num sistema biol6gico, podem ser expressas pelo
potencial hidrico (y) na seguinte expressdo (Duniway, 1979; Bewley e Black,
1994):
Y=Ys+ymty,

O potencial osmético (ys) € inversamente proporcional & concentracio de
solutos na solugdio, assumindo valores negativos, ou igual a zero, para a dgua
pura (Salisbury e Ross 1991). Assim, o potencial Wa
diminui¢do do potencial hidrico, em fungdo da_concenuagé‘,o de solutos
dissolvidos no interior da célula (Hall ¢ MacHardy,1981). O potencial métrico

(Wm) resulta da interagdio entre a dgua e certas matrizes, como por exemplo,
proteinas, polissacarideos, argilas e paredes celulares (Solisbury e Ross, 1991).
o potenclal métrico  representa a diminui¢do do potencial hidrico em ﬁmc;ﬁo de
forg:as de adsorc;ad e capllandade (Dumway, 1979). Um coldide seco, ou uma
superﬁcle hxdroﬁhca, tais como papel de filtro, madeira, solo ou gelatina, tém
um potencial métrico extremamente negativo (abaixo de -300 MPa), enquanto
que o0 mesmo material saturado com dgua pura, apresenta potencial métrico igual
a zero (Salisbury e Ross ,1991).J4 o potencial de pressﬁo ( \p,,) ocorre quando a
célula absorve dgua, gerando uma pressﬁo mtema sobre a parede da célula. o
componente de pressdo € portanto, uma forga oposta, de valor posmvo, enquanto
0s componentes métrico e osmético, apresentam valores negativos, mais baixos
que o da 4gua pura. A soma dos potenciais osmético (), métrico () e de
Ewwmvo, exceto em células completamente
tirgidas, onde este valor se aproxima de zero (Bewley e Black, 1994).

De acordo com Salisbury e Ross (1991), a tendéncia natural da 4gua ¢ de

fluir naturalmente por difusio, em um gradiente decrescente de potencial
hidrico, até que o equilibrio se estabelega. Assim, um sistema hidrico em
equilibrio poséui o mesmo potencial hidrico em todas as partes do sistema
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(Ay = 0), mesmo em valores negativos de potencial hidrico.
O potencial hidrico das células vivas em atividade € determinado pelos

componentes osmético e de pressdo, pois o componente matrico ¢

negligencidvel (Hall e MacHardy,1981). Segundo Dumway (1979), as relacdes

hidricas entre  células _fingicas, circundadas por uma membrana

7~~wﬁ_ =

semi - permeave? uma parede rigida, assemelham-se as relagGes hidricas
internas das células de plantas superiores.

Enquanto o baixo potencial hidrico de sementes secas € atribuido a
forgas métricas (Bradford, 1986, Bewley e Black, 1994), o potencial osmético &
o componente mais negativo do potencial hidrico de células fingicas
(Duniway, 1979).

De acordo com Bradford (1986), uma semente seca em equilibrio
higroscépico, com uma atmosfera de 50% de umidade relativa, pode ter um
potencial hidrico em torno de -100 MPa. Tal fato propicia uma ampla faixa de
gradiente hidrico favoravel a absorgdo de 4gua pela semente, quando esta €
colocada em 4gua pura (v = 0), ou em substratos com potenciais hidricos
maiores que - 2,0 MPa.

Da mesma forma, se uma célula microbiana apresenta um potencial

hidrico menor nor que o amblente ‘que a circunda, a célula absorveréd agua até que o

equilibrio se estabeleg:a. O processo inverso também ¢ vélido, e se esta condigdo

égmwﬂ perda de turgor, com posterior dessecagdo e morte da

célula, a ndo ser que o microrganismo desenvolva mecanismos de

osmoregiilagho ou estruturas de resisténcia, que confiram protegio 3 perda de
y.—-\_/_&__*\
dgua (Cook e Papendick, 1978).

O ajustamento osmético, ou osmoregulacgio, € o fendmeno pelo qual as

células :ajustam-se a grandes mudangas no potencial osmético do ambiente,

através de uma regulacdo das quantidades de solutos osmoticamente compativeis

dentro das células (Salisbury e Ross, 1991). O acimulo de solutos € encontrado
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em bactérias, fungos, plantas ¢ animais, indicando que a maioria, ou todos os
organismos, sdo capazes de ajustes osméticos, até certo ponto (Thomas, Sepahi,
Arendall, et al. 1995).

2.4 Germinacio e restri¢iio hidrica em sementes

O processo de germinagfio ¢ influenciado por uma série de fatores,
internos a semente, como a dorméncia, e externos, como a temperatura e a
disponibilidade de 4gua e de oxigénio (Bewley e Black, 1994). E necessério
entdo, que ocorra um conjunto de condigdes favoraveis para que este processo
seja bem sucedido (Popinigis, 1977).

A semente seca, em estado quiescente, € caracterizada por possuir um
baixo conteiddo de dgua e por ser quase inativa metabolicamente (Mayer e
Poljakoff - Mayber, 1989). A entrada de dgua na semente constitui a primeira
etapa de uma séric de eventos, como ativagio enzimitica, degradacdo,
translocagdo e consumo do material de reserva, que culmina com a retomada do
crescimento do eixo embriondrio (Bewley e Black, 1994).

A velocidade de reidratagdo da semente depende, entre outros fatores, da
espécie, da permeabilidade do tegumento & dgua, da composi¢do quimica da
semente, da disponibilidade hidrica no estado liquido ou gasoso, da temperatura,
da pressdo hidrostatica (Vertucci e Leopold, 1983; Carvalho e Nakagawa, 1988),
do grau de umidade inicial da semente (Hobbs e Obendorf, 1972) e da qualidade
fisiolégica da semente (Toledo e Marcos Filho, 1977; Carvalho e Nakagawa,
1988). A caracteristica estrutural da semente também € um importante fator pois,
certas espécies de leguminosas como Vicia e Phaseolus sp, absorvem mais dgua
pela micrdpila do que pelo resto do tegumento (Bewley e Black, 1994).

A maioria das sementes quando colocadas para germinar, em condi¢des
ambientais ideais, apresentam um padrdo trifisico de embebicio, segundo o
modelo apresentado por Bewley e Black (1994). Na fase inicial da embebi¢io
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(fase I) ocorre uma répida absor¢do de dgua pelas sementes, decorrente das
forgas matricas que atuam nos tecidos das mesmas, independente destas serem
vidveis, invidveis ou dormentes, quando a causa da dorméncia ndo for a
impermeabilidade do tegumento. Ocorre entdo, o inicio da degradagdo das
reservas da semente.

A medida que inicia-se o processo de embebigdo, as sementes exsudam
ions e constituintes orgdnicos, o que pode estimular o crescimento de
microrganismos ¢ levar a deterioragio das mesmas. Neste sentido, o tegumento
da semente desempenha uma importante fungfo protetora durante a embebigio
das sementes, pois este, funciona como uma barreira ao efluxo de solutos,
quando estas sdo embebidas (Bewley e Black, 1994).

Ao atingirem valores de umidade entre 35 e¢ 40%, as sementes
cotiledonares iniciam a fase II de embebi¢dio (Carvalho e Nakagawa, 1988). O
potencial hidrico da semente na fase II ¢ resultante da intera¢do entre o potencial
osmético (ys) e o potencial de pressdo (y,) das células metabolicamente ativas,
pois nestas, o potencial métrico (yy,) assume valores despreziveis (Bradford,
1986). Este periodo € caracterizado pelo transporte ativo das reservas
desdobradas e pelo pequeno acréscimo no conteido de agua das sementes
(Bewley e Black, 1994). A fase II pode ser de 8 a 10 vezes mais longa do que a

primeira fase de embebigdo, e quando as sementes cotiledonares atingem valores
| de umidade entre 50 e 60 %, inicia-se a fase III, alcangada apenas por sementes
vidveis e ndo dormentes (Carvalho e Nakagawa, 1988). Nesta etapa ocorre a
retomada da absor¢do de agua pela semente, o elongamento celular e a
emergéncia da radicula, o que indica que a germinagdo foi completada (Bewley
e Black, 1994).

De acordo com Bradford (1986), a emergéncia da radicula estd
relacionada & obtengéo de um nivel minimo de umidade na semente (fasell), que

praticamente estabiliza-se, at€ o momento exato da emiss#o da radicula. O grau
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de umidade minimo exigido para a emissfo da raiz priméria, em sementes de
feijoeiro, situa-se na faixa de 48 a 50% (Shioga 1990).

A desidratagdo das sementes durante as primeiras fases da embebigio,
ndo provoca danos irrepardveis ao embrifio, porém, a partir da fase III, os danos
provocados pela secagem podem ser irreversiveis (Bewley e Black, 1994). Neste
aspecto, Senaratna e Mckersie (1983) observaram que a desidratagio de
sementes de soja & 10% de umidade, apés a embebi¢do em substrato de papel
umedecido com é4gua destilada, por 36 horas a 25°C, foi letal para as sementes.
No entanto, a perda da viabilidade s6 foi observada para sementes que foram
secas a valores de umidade inferiores a 20%, ap6s estas serem embebidas por 12
horas ou mais.

O crescente interesse em tratamentos que envolvem o inicio das
atividades pré - germinativas, levou ao desenvolvimento de vérios estudos
envolvendo técnicas que permitem controlar a hidrata¢do e a germinagdo das
sementes. Entre estes estudos, destaca-se a técnica do condicionamento
osmético, relatada para sementes de diferentes espécies (Eira, 1988;
Guiniar?m,l99l; Braccini, 1996), também referida como “priming” (Heydecker,
Higging e Turner, 1975), condicionamento fisiolégico (Marcos Filho, 1986;
Doni Filho, 1992; Vazquez, 1995), entre outras denominagdes.

A técnica do condicionamento osmético consiste em colocar as
~ sementes em contato com um substrato, com o potencial hidrico ajustado para
que a semente absorva igua até um nivel, em que, todos os processos
preparatérios a germinagdo ocorram, sem contudo, atingir a fase de elongamento
celular e, conseqilentemente, a emissdo da radicula (Heydecker, Higging e
Turner, 1975; Bradford, 1986).

Virios produtos ja foram utilizados para o ajuste do potencial hidrico de
substratos em estudos envolvendo o condicionamento osmético de sementes de
diferentes espécies. Entre estes, cita-se sais como MgSO,, NaCl, MgCl,, K;PO,,
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KH,PO,, glicerol, manitol e polietileno glicol (Pill, 1994).

O potencial hidrico de uma solugdo € designado de osmético (y;), €
refere-se ao nivel de energia da dgua em solugo. Para solugdes verdadeiras,
como por exemplo, de sais e manitol, o potencial osmético da solug@o pode ser
calculado pela formula de Van’t Hoff (Salysbury e Ross, 1991). Entretanto, de
acordo com Steuter, Mozafar ¢ Goodin (1981), as forcas matriciais sdo os
principais componentes do potencial hidrico de meios de polietileno glicol. Uma
equacdo empirica foi deduzida para calcular as relagdes entre temperaturas,
potenciais hidricos, e concentragdes de PEG 6.000 (Michel e Kaufmann,1973), e
de PEG 8.000 (Michel, 1983). De acordo com os mesmos autores acima citados,
ha efeito sinergistico no potencial hidrico de preparagdes de polietileno glicol na
presenca de outros solutos. Assim, o potencial hidrico de preparages de
polietileno glicol em mistura com outros solutos, sais € manitol por exemplo, sdo
mais negativos do que a soma dos valores individuais de cada soluto (Michel e
Kaufmann 1983; Michel, 1983).

Sais ¢ manitol t€m sido extensivamente utilizados como solutos
osmoéticos, mas ambos podem ser absorvidos pelas sementes, resultando em
alteragdo do gradiente de potencial hidrico, e efeitos téxicos em alguns casos.
Conseqlientemente, por ser de alto peso molecular, o polietileno glicol
(PEG 6.000 — 8.000) tem sido extensivamente utilizado para controlar o
potencial hidrico do meio externo em estudos envolvendo a germinagdo de
sementes (Bradford, 1995).

Prisco e Oleary (1970) mostraram que o polietileno glicol
(Carbowax 1540) foi mais efetivo em inibir a emissdo de radicula de sementes
de feijoeiro do que solugdes de NaCl, que por sua vez, causou efeitos t6xicos.
Del Giudice (1996) evidenciou em seus estudos que, o uso de solugdes de
polietileno glicol (PEG 6.000), foi mais efetivo em inibir a emissdo de radiculas

de sementes de soja do que soluges de manitol, em potenciais osméticos
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similares. O mesmo autor observou ainda, uma alta incidéncia de sementes
infectadas por microrganismos nos tratamentos com manitol, especialmente em
potenciais osméticos mais negativos, e a partir do quarto dia de
pré - condicionamento das sementes.

De acordo com Bradford (1986), a emergéncia da radicula ocorre
quando o conteido de dgua da semente atinge um platd, que depende de um
potencial hidrico de equilibrio especifico, entre a semente € o meio externo. Em
um experimento com sementes de alface, o autor relata que, a emergéncia da
radicula ocorreu eventualmente em similar conteido de 4gua (aproximadamente
a 90% de umidade, com base no peso seco) a -0,5 ou -1 MPa . Observou ainda,
que a variagdo no “periodo lag” a diferentes potenciais hidricos, representa o
tempo necessério para gerar solutos o suficiente, para reduzir o potencial
osmético da semente até o nivel necessirio, para que esta atinja 90% de
umidade.

As condigdes favordveis ao condicionamento osmético variam
amplamente em fungdo das caracteristicas das sementes de cada espécie e
cultivar, e possivelmente, entre lotes de um mesmo cultivar, em fungio dos
processos fisiol6gicos e bioquimicos envolvidos (Heydecker, Higging e
Turner, 1975; Bradford, 1986).

2.5 Crescimento de fungos em condig¢des de estresse hidrico

’ Doengas causadas por Macrophomina phaseoli, e algumas espécies de

Fusarium, Penicillium ¢ Aspergillus sdo favorecidas em condigdes de solo

seco, enquanto doencas causadas por Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii,

 Sclerotinia sclerotiorum sdo favorecidas em condi¢des imidas. J4 espécies como

Pythium e Phytophthora sio favorecidas em condigdes de solo encharcado
(Cook e Papendick, 1972).

Interesses especificos de alguns pesquisadores tém levado ao
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desenvolvimento de trabalhos que relacionam respostas fungicas ao estresse
hidrico induzido em diferentes substratos (Adebayo e Harris, 1971; Cook e
Papedick, 1972; Mexal e Reid, 1973; Cooke e Papedick, 1978; Moley, Williams
e Price 1993; Gao e Shain, 1995; Alam, Joyce e Wearyng 1996).

O ajuste do potencial hidrico de substratos agarizados, em relagdo ao
desenvolvimento de microrganismos, normalmente, é feito pela adi¢do de
solutos osmoticamente ativos, como CaCl, (Alam, Joyce e Wearyng 1996), KCl,
sacarose ou mistura de sais (NaCl, KCI, Na,SO; =5 : 3 : 2) (Ioannou, Schneider
e Grogan, 1977; Wearing e Burgess, 1979; Morley, Williams e Price, 1993; Gao
e Shain 1995; Alam, Joyce e Wearyng, 1996), ou pela adi¢do de polietileno
glicol (Mexal e Reid, 1973; loannou, Schneider e Grogan, 1977; Brownell e
Schneider, 1985; Alam, Joyce e Wearyng, 1996), mais utilizado em meios
liquidos, pois o 4gar ndo solidifica-se em altas concentragdes de polietileno
glicol, como verificado por Brownell e Schneider (1985).

Alam, Joyce e Wearyng (1996) observaram que o didmetro médio de
colénias de Botrytis cinerea e Altenaria alternata, crescidas em meio de cultur a
modificado pela adigdo dos varios solutos osmoticos, foi estimulado na faixa de -
-0,36 MPa a -1 MPa, ao passo que em valores mais negativos, o didmetro das
colonias decresceu progressivamente. Crescimento do didmetro médio de
colonias entre zero e -2 MPa, e posterior queda com a diminui¢do do potencial
osmoético, também foram descritos para outros fungos como Phytophthora
cinnamomi, Alternaria tenuis, Fusarium roseum “graminearum,” Ascochyta
paspali, Aspergillus niger, Fusarium moliniforme, Cryphonectria parasitica,
Botrytis cinerea e Alternaria alternata (Adebayo e Harris, 1971; Wearing e
Burgess, 1979; Morley, Williams e Price, 1993; Subbardo, Michailides e
Morgan, 1993; Gao e Shaim, 1995; Alam, Joyce e Wearyng, 1996).

De adordo com Alam, Joyce e Wearyng (1996), o efeito estimulador no

crescimento de coldnias de B. cinerea e de A. alternata, em potenciais
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osmoéticos entre -0,36 a -1,0 MPa, foi devido a absorgdo de solutos, € a um
melhor ajuste osmético das células fiingicas, proporcionando maior turgor para a
extensdo celular. J4 o declinio no didmetro médio, das colénias encontradas para
os varios solutos, 4 medida que o potencial osmético foi diminuindo, evidencia
os efeitos diretos do potencial osmético no crescimento dos fungos.

O crescimento de colénias de P. cinnamomi e A. tenuis foi inibido na
faixa de potenciais osméticos de -40 bar (4 MPa) a -50 bar (-5 MPa), ¢ de
-130 bar (-13 MPa) a -140 bar (-14 MPa), respectivamente (Adebayo e
Harris, 1971). Morley, Williams e Price (1993) relataram que o crescimento de
coldnias de 4. paspali decresceu a partir do potencial osmético de -1,2 MPa, e
foi inibido a -4,5 MPa. J4 o crescimento de col6nias de C. parasitica foi inibido
em potenciais osméticos de -9 MPa, para todas as seis ragas do fungo estudadas
(Gao e Shaim, 1995).

Inibicdo completa do crescimento de colonias de B. cinerea e
A. alternata foi constatada por Alam, Joyce e Wearyng (1996), a -8 MPa, em
meios corrigidos com CaCl,. Este efeito foi atribuido ao ion de Calcio (Ca2 3
ndo observado para os demais solutos, utilizados no ajuste da restri¢do hidrica
do substrato. Gao e Shaim (1995) salientaram que o crescimento reduzido de
C. parasitica, em meios que contém sédio, sugere um efeito téxico deste ion,
quando comparado com meios que contém outros solutos osméticos.

Os efeitos combinados da permeabilidade seletiva da membrana, e da
compatibilidade ou toxidez de solutos, tanto internamente quanto externamente a
membrana celular, provavelmente respondem, em grande parte, ao crescimento
diferenciado de fungos aos vérios solutos osméticos (Duniway,1979).

O uso de sacarose para ajustar o potencial osmético do meio de cultura,
proporcionou um efeito estimulador no didmetro médio de colonias de
C. parasitica (Gao e Shain, 1995), de B. cinerea e A. alternata (Alam, Joyce e
Wearyng , 1996), quando comparado com a utilizagdo de sais ou mistura de sais
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em potenciais hidricos similares. Gao e Shain (1995) atribuiram esta diferenca a
fonte adicional de carbono fornecida pelo agticar.

De acordo com Duniway (1979), o suprimento energético ¢ um
importante pardmetro para o crescimento de fungos em baixos potenciais
osméticos. Wearing e Burgess (1979) constataram que os limites absolutos de {“)
potencial hidrico para o crescimento de F. roseum “Graminearum” sdo/
influenciados pela temperatura, nutrientes e pelo tempo de incubagdo, como
também observado, posteriormente, por Subbardo, Michailides e Morgan (1993) j‘
para F. moliniforme. As exigéncias para o crescimento de cada microrganismo, f

|
em relagéo ao potencial hidrico do substrato, pode variar com o pH, temperatura, :

entre outros fatores, e quanto mais favoravel a nutri¢do e 0 ambiente, mais baixo i
¢ o potencial hidrico no qual os microrganismos podem crescer (Cook e
Papendick, 1978).

Mexal e Reid (1973) comentam que o polietileno glicol (PEG - 4000) é
um soluto apropriado para induzir o estresse hidrico em fungos, pois, embora
possa ser absorvido em menor extensdo, nio é metabolizado como agucares, e
ndo ¢ toxico em altas concentragdes, como os sais podem ser.

Outro fato observado por Alam, Joyce e Wearyng (1960) é que a cor das
coldnias de A4. altenata foi influenciada pelos varios solutos osméticos, enquanto
que 0 mesmo ndo ocorreu para B. cinerea. Em meios corrigidos por sacarose,
~ colénias de 4. alternata eram quase brancas, ao passo que em meio corrigido
por CaCl,, as coldnias apresentavam coloragdo marrom-escura, enquanto que em
meios corrigidos por KCI ou mistura de sais, era castanho-claras.

De acordo com Morley, Williams e Price (1993), a coloragdo de
colonias de 4. paspali ndo foi afetada pelos diferentes sais, porém, variou com o
potencial hidrico, apresentando coloragdo marrom-escura a -0,25 MPa,
adquirindo tonalidades rosa a4 medida que o potencial hidrico foi decrescendo,

tornando-se rosa a -2,8 MPa.
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EIBLIOTECA CENTRAL - UFLA

Cook e Papendick (1978) comentam que o potencial hidrico pode
diminuir a velocidade ou parar a patogénese, fato este, também observado por
Alam, Joyce ¢ Wearyng (1996) para B. cinerea ¢ A. alternata em baixos
potenciais hidricos, pela redu¢do ou supressio do crescimento micelial dos
fungos.



3 MATERIAL E METODOS

Os trabathos foram realizados no Laboratério de Anélise de Sementes do
Departamento de Agricultura, e no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras - MG, no
periodo de fevereiro a julho de 1998. Este estudo foi dividido em trés etapas:
na primeira foi avaliada a eficiéncia da restri¢éo hidrica do substrato agarizado
em inibir a emissdo de radiculas de sementes de feijoeiro; na segunda foi
avaliado o crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum em fungéo
da restri¢gio hidrica do substrato agarizado; e na terceira etapa foi avaliado o uso
da restri¢éio hidrica do substrato agarizado na obten¢do de sementes de feijoeiro
infectadas por C. lindemuthianum.

3.1 Origem e caracterizacio das sementes utilizadas

As sementes utilizadas foram obtidas de lavoura comercial de feijdo
cultivar carioca, safra 1997/98, no municipio de Cana Verde — MG. As sementes
foram colhidas, debulhadas manualmente, e classificadas em peneiras de crivos
oblongos; foram utilizadas aquelas que ficaram retidas em peneira 12 x %.
Posteriormente, foi efetuada uma selecio manual, em que as sementes
quebradas, enrugadas, com trincas no tegumento, manchadas, descoloridas, e as
que ndo obedeciam o padrdo da cultivar em estudo, foram descartadas. Apés
homogeneizadas manualmente, as sementes foram armazenadas em cimara fria
e seca (10°C e 50% UR), até a realizagio do experimento. De acordo com testes
padrdes, recomendados e descritos nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
1992) e International Seed Testing Association (ISTA, 1976), as sementes
utilizadas apresentavam as caracteristicas indicadas na tabela 1.



Tabela 1. Caracterizagio da qualidade inicial das sementes de feijdo.

UFLA - Lavras - MG - 1999.

Parametros Valores médios
Germinagédo (%) 100,00
Potencial de vigor (%) 100,00
Potencial de viabilidade (%) 100,00
Grau de umidade (%) 12,30
Peso de cem sementes (g) 26,05
Sanidade:

o Papel de filtro (%)

Aspergillus flavus 3,50
Aspergillus glaucus 2,00
Aspergillus ochraceus 8,00
Cladosporium cladosporioides 52,00
Fusarium sp 29,00
Penicillium sp 1,75

¢ Rolo de papel (%)

Incidéncia de plantulas infectadas 0

3.2 Obtengdo e multiplica¢io do inéculo

As culturas puras iniciais de C. lindemuthianum, foram obtidas da
micoteca do Setor de Resisténcia de Plantas e Doengas do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras - M.G. Foi utilizado o isolado 1001,
identificado como pertencente a ra¢a 89 de C. lindemuthianum patogeno, pelo
sistema bindrio proposto por Habgood (1970), e pelas plantas diferenciadoras
recomendadas pelo Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT). A
multiplicagdo do inéculo foi realizada, inicialmente, através da repicagem de
fragmentos de micélio de tubos da micoteca para placas de Pétri, de vidro, de 9
cm de didmetro, contendo M3 (Junqueira, Chaves, Zambolin et al., 1984). A
partir das colénias desenvolvidas, apés 7 dias de incubagdio em BOD, a
temperatura de 20°C e fotoperiodo alternado de 12 horas, foi efetuada a
repicagem definitiva do in6culo, constituido de suspensdo de conidios, para os

24



mesmos tipos de placas, contendo 0 mesmo substrato e submetidas as mesmas

condi¢des de incubagdo jé referidas.

3.3 Preparo do meio de cultura basico e restri¢éio hidrica

O meio de cultura bésico utilizado foi 0 BDA (extrato de 400g de
batatas, 40g de dextrose e 40g de agar), pH 5,8. Para a obtencgdo dos tratamentos
de restrigdo hidrica do referido meio, foram utilizadas preparagdes de
polietileno glicol (PEG 6.000) em &gua, e solugdes de manitol (peso molecular
182,17g). Para efeito de cdlculos, foram consideradas, inicialmente, a
temperatura de 20°C, e os potenciais hidricos de -0,4, -0,6, -0,8 e -1 (MPa). As
concentragdes necessarias para a obtengdo das preparagdes de polietileno glicol,
em cada potencial hidrico acima mencionado, foram obtidas através da equagéo
de Michel e Kaufmann (1973): \
y=-(1,18x102)C- (1,18 x 10*)C% +(2,67x10*)C T +(8,39x 10 ")C* T,

onde:

y = Potencial osmético (bars)

C = Concentragéo (g de PEG / kg de dgua)

T = Temperatura (°C)

As concentragbes necessarias para a obtengdo das solugSes de manitol,
nos mesmos potenciais hidricos e temperatura, acima citados, foram obtidas pela
férmula de Van’t Hoff (Salisbury e Ross,1991):

Po=-CiRT,

onde:

Po = Potencial osmético (MPa)

i = Constante de ionizag&o

R = Constante geral dos gases (0,00831 xKgx MPax mol” xK™)

T = Temperatura absoluta (°C + 273)

C = Concentragdo (moles / Kg de 4gua)
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Os valores das concentragdes ( "C" ), calculadas para cada potencial

hidrico e soluto, como acima descrito, foram utilizados em dobro (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragdes das preparagdes de PEG 6.000 e de manitol, utilizadas
para a obtengdo dos niveis de restrigdes hidricas do meio de cultura bdsico.
UFLA - Lavras - MG - 1999.

Restri¢do hidrica do meio de cultura basico ( MPa )

Soluto -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
PEG 6.000 338 * 427 502 568
Manitol 60 * 90 120 150
* Gramas do soluto por quilo de dgua

Em condigbes assépticas, um volume da preparagdo de cada nivel de
restri¢do hidrica e soluto, como acima descrito, foi diluido a um mesmo volume
de meio de cultura basico fundente, obtendo-se o dobro do volume de meio de
cultura (BDA + PEG 6.000 e BDA + manitol) nas restri¢des hidricas calculadas
inicialmente (-0,4, -0,6, -0,8 e -1 MPa). Considerando que o tratamento
testemunha (BDA) foi constituido pela adi¢éio de um volume de 4agua destilada,
ao mesmo volume de meio de cultura basico fundente, as possiveis interagdes
entre o potencial hidrico inicial do BDA, e o potencial hidrico das preparagdes
de PEG 6.000 ou de manitol, foram desconsideradas.
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3.4 Primeira etapa: Pré-condicionamento de sementes de feijoeiro em

relacdio a restri¢éio hidrica do substrato agarizado N

3.4.1Tratamentos e instalacio do ensaio

Os tratamentos consistiram em expor, por diferentes periodos de tempos,
sementes de feijoeiro, desinfestadas e ndo desinfestadas, sobre 9 tipos de
substratos, constituidos por 4 niveis de restrigdo hidrica do BDA (-0,4, -0,6, -0,8
e -1 (MPa)), pelo uso de 2 diferentes solutos (BDA + PEG 6.000 e
BDA + manitol), e 1 tratamento em BDA (auséncia de PEG 6.000 e de
manitol) como testemunha, totalizando 18 tratamentos. O tratamento de assepsia
superficial das sementes, consistiu em imergir estas em solug@o de hipoclorito de
sédio a 1% durante 1 minuto e, posteriormente, lavar 3 vezes em 4gua destilada
esterilizada. Foram utilizadas 4 placas de pétri de vidro, de 15 cm de didgmetro,
para cada tratamento. Cada placa , contendo 40 ml de substrato e 25 sementes
eqiiidistantes entre si, foi considerada uma parcela experimental. As parcelas
foram distribuidas ao acaso em uma incubadora do tipo BOD, onde
permaneceram por 168 horas a temperatura de 20°C e escuro continuo. As
sementes dos tratamentos, nos quais ndo houve emissdo de radiculas, apés as
168 horas de pré - condicionamento, foram lavadas 3 vezes em 4gua destilada e
secas ao ar, pelo periodo de 3 dias; em seguida, foram submetidas ao teste de

germinacdo no sistema de rolos de papel-toalha, umedecidos com dgua destilada

na proporgio de 2,5 vezes o peso do papel seco, em 4 repeticdes de 25 sementes,
e a temperatura de 25°C.

3.4.2 Avaliagdes
Foram feitas dois tipos de avaliagdes: a primeira consistiu em anotar o
numero total de sementes germinadas em cada placa apos 24, 48, 72, 96, 144 ¢

168 horas de pré-condicionamento das sementes, considerando como
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germinadas as sementes com sinais visiveis de emissio da radicula
(comprimento > 0,1cm); a segunda consistiu em avaliar, aos 5 dias ap6s a
semeadura, o nimero de pléntulas normais e de sementes mortas, seguindo os
critérios estabelecidos pelas Regras para Andlise de Sementes (Bfasi.l, 1992). Os

resultados de ambas as avaliagGes foram expressos em porcentagem.

3.4.3 Anilise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado, e
os tratamentos referentes & emissdo de radiculas consistiram de 1 tratamento
testemunha em BDA (auséncia de PEG 6.000 e manitol), e um arranjo fatorial,
com 1 fator quantitativo (restricio hidrica) em 4 niveis (-0,4, -0,6, -0,8 e
- -1(MPa)) e 2 fatores qualitativos que foram: o tipo de substrato
(BDA + PEG 6.000 ¢ BDA + manitol) e o tratamento de assepsia superficial
(sementes desinfestadas e nfio desinfestadas). A varidvel resposta refere-se a
propor¢do de emissdo de radiculas de sementes de feijoeiro, acumulada em
diferentes periodos de tempo de exposigio das mesmas (o tempo de exposigdo
das sementes foi considerado como varidvel regressora). Os residuos seguem
uma distribui¢do binomial, ajustado a um modelo linear generalizado com a
fungdio ligadora canénica logit. A anélise de “devidnce”, testes de razdo de
verossimilhangas para as fontes de variagdo controladas no modelo, conforme
Nelder e Wedderburn, (1972), foi realizada de forma seqiiencial (tipo 1),
e a proporgdo (varidvel resposta) foi estimada como segue:
p = [exp (nij) / 1+exp (nij)], em que n; é o melhor preditor linear ajustado. O
ajuste foi realizado com o auxilio da “PROC GENMOD do SAS (SAS Institute
Inc., 1992). O delincamento utilizado para os tratamentos referentes a
germinacdo das sementes secas, apds o pericdo de 168 horas de exposi¢do das
mesmas aos diferentes substratos, foi o inteiramente casualisado, em um arranjo

fatorial entre 2 modalidades de pré-tratamento de assepsia das sementes
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(desinfestadas e nédo desinfestadas) e 2 tipos de substratos a restri¢io hidrica de -
1 MPa (BDA + PEG 6.000 ¢ BDA + manitol), e 2 tratamentos adicionais &
restri¢do hidrica de -0,8 MPa (sementes desinfestadas e ndo desinfestadas ). Os

dados referentes a porcetagem de sementes mortas foram transformados
em+/ X +0,5, e as analises de varidncia dos dados, realizadas com o auxilio da

PROC GLM do SAS, acima citado.

3.5 Segunda etapa: Crescimento micelial de Colletotrichum lindemuthianum

em relagdo a restricio hidrica do substrato agarizado

3.5.1Tratamentos e instala¢do do ensaio

Os tratamentos foram constituidos por 4 niveis de restri¢do hidrica do
BDA (-0,4, -0,6, -0,8 ¢ -1 (MPa)), pelo uso de dois diferentes solutos
(BDA + PEG 6.000 ¢ BDA + manitol), e 1 tratamento em BDA (auséncia de
PEG 6.000 e de manitol) como testemunha, totalizando 9 tratamentos. Foram
utilizadas 5 placas de Pétri de vidro, de 9 cm de didmetro por tratamento,
contendo 20 ml de substrato, cada placa. A parcela experimental foi contituida
por 1 placa, contendo ao centro do substrato um disco de agar, de 4 mm de
didgmetro do inéculo de Colletotrichum lidemuthianum, obtido como descrito no
item 3.2. Em seguida, as placas foram distribuidas ao acaso em uma incubadora
tipo BOD, regulada a temperatura de 20°C e fotoperiodo alternado de 12 horas,

onde permaneceram por oito dias.

3.5.2 Avaliacoes

As avaliagSes foram efetuadas tomando-se a medida de dois didmetros
ortogonais das col6nia de Colletotrichum lindemuthianum em desenvolvimento,
ao final do oitavo dia de incubagdo das mesmas. Os resultados foram expressos

em didmetro médio de colonias (mm). Foram descritos a coloragdo e o aspecto
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geral de crescimento das coldnias.

3.5.3 Anadlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualisado e
0s tratamentos seguiram o arranjo fatorial com 1 fator quantitativo (restriggo
hidrica), em 4 niveis (-0,4, -0,6, -0,8, -1 (MPa)), 1 fator qualitativo pelo uso de 2
tipos de solutos (PEG-6.000 ou manitol), ¢ 1 tratamento adicional como
testemunha (BDA), totalizando 9 tratamentos. Os dados foram submetidos a
andlise de varidncia e de regressdo, utilizando a PROC REG do SAS
(SAS Institute Inc., 1992).

3.6 Terceira etapa: Uso da restrigéio hidrica no processo de incculaciio de

Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijoeiro

3.6.1 Tratamentos e instala¢do do ensaio

Os tratamentos desta etapa foram definidos com base nos resultados das
etapas anteriores. Foram estabelecidos portanto como tratamentos: 4 periodos de
exposigdo das sementes em BDA + manitol (30, 72, 120, 168 horas), e de 1
periodo em BDA (30 horas) como testemunha, em 2 modalidades de exposigo
das sementes (inoculaggo e controle) e um tratamento adicional constituido pelas
sementes ndo embebidas. Foram utilizadas 168 placas de pétri de vidro, de 15cm
de didmetro, para o substrato BDA + manitol (restri¢do hidrica de -1 MPa), e 42
placas para o substrato BDA (testemunha). Apés verter 40 ml de substrato em
cada placa, metade das mesmas contendo cada tipo de substrato, receberam 0,2
ml de uma suspensdo de conidios do isolado 1001 de Colletotrichum
lindemuthianum, preparada como descrito no item 3.2., com a concentragio de
2,0 x 10° conidios / ml. Com auxilio de uma al¢a de Drigalski, o inéculo foi
distribuido por toda a superficie do substrato. Em seguida, as placas (inoculadas
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¢ ndo inoculadas) foram vedadas com parafilme transparente e distribuidas ao
acaso em duas incubadoras do tipo BOD, onde permaneceram por 5 dias, no
escuro, a temperatura de 20°C. Apos este periodo, em condi¢Ges assépticas, 30
gramas de sementes foram distribuidas em cada placa. A 4rea de contato das
sementes com o substrato também foi padronizada, de maneira que somente um
dos cotilédones ficasse em contato com o substrato. A unidade experimental foi
constituida por 7 placas de Pétri, totalizando 21 placas por tratamento. Vencidos
os periodos de exposi¢do, foram coletadas amostras de sementes, para
determinagdo do grau de umidade (G.U.1). Apés este procedimento, as sementes
de cada repetigdo e tratamento, foram reunidas em uma cuba de vidro e lavadas
trés vezes em 4gua destilada. Em seguida, estas foram acondicionadas em
bandejas pléasticas, contendo 2 folhas de papel de filtro, e secas ao ar, 2
temperatura de 20°C + 2°C, e umidade relativa entre 60 e 80%, durante periodo
de 3 dias. Findo este periodo, foi determinado o grau de umidade das sementes
(G.U.2). As sementes secas, de cada repeti¢do e tratamento, foram amostradas

a0 acaso para a avaliagdo dos efeitos dos tratamentos.

3.6.2 Avaliagdes
Para avaliar o efeito dos tratamentos de incuba¢do (inoculagio e

controle), foram efetuadas as seguintes determinagges:

3.6.2.1 Grau de umidade

Para a determinagdio do grau de umidade atingido pelas sementes,
imediatamente apdés os periodos de exposi¢io das mesmas (G.U.1), foram
amostradas, aleatoriamente, em quatro placas de cada repeti¢@o, 4 subamostras
de aproximadamente 6g de sementes (peso umido), totalizando 24g de
sementes / repeticdo / tratamento. Para a determinac¢do do grau de umidade das
sementes, ap6s a secagem (G.U.2), foram coletadas amostras de 15 g de
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sementes (peso umido) em cada repetigdo. O método utilizado foi o da estufa, a
105 + 3°C, como prescrito pelas Regras para Anlise de Sementes (Brasil, 1992).

3.6.2.2 Sanidade e localizaciio do inéculo

Foram utilizadas 3 repeti¢des de 100 sementes com o tegumento, e 3
repeticbes de 100 sementes sem o tegumento, por tratamento. Para a remogéo
do tegumento, as sementes foram tratadas em solugdo de hipoclorito de sédio a
1%, durante um minuto e, posteriormente, transferidas para caixas do tipo
“gerbox,” contendo duas folhas de papel de filtro, saturadas com 4gua destilada
esterilizada, onde permaneceram por 14 horas a temperatura de 20°C + 2°C. A
remogdo do tegumento foi realizada sob condigGes assépticas. As sementes
integras e sem o tegumento foram assepticamente acondicionadas em substrato
de papel-toalha, no sistema de rolos, contendo 25 sementes cada um,
utilizando-se duas folhas inferiores e uma superior, previamente umedecidas
com é4gua destilada na proporgdo de 2,5 vezes o peso do papel seco. Apéds a
montagem dos rolos, estes foram levados para um germinador, 3 temperatura de
20°C = 1°C e escuro continuo, onde permaneceram por oito dias. A avaliagéo foi
efetuada observando-se, o nimero de plantulas infectadas por Colletotrichum
lindemuthianum (incidéncia), e a severidade dos sintomas de antracnose,
utilizando-se para tanto, uma escala de notas que variou de zero a cinco , em
que:

0 = plantulas isentas de qualquer infec¢Zo;

1 = plantulas normais, apresentando pequenas pontuagSes de coloragdo
escura, levemente deprimidas, ocupando menos de 5% da édrea de um dos
cotilédones;

2 = plantulas normais, apresentando lesGes de coloragdo escura,
geralmente deprimidas ao centro e com bordos mais claros, ocupando entre 5% e

20% da area de um dos cotilédones;
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3 = plantulas normais, apresentando lesGes de coloragdo escura,
deprimidas ou n3o, ocupando entre 20% e 50% da 4rea de um dos cotilédones;

4 = plantulas normais, com mais de 50% de um dos cotilédones atingido
por lesdes de colorag@o escura;

5 = pléantulas anormais, comprometidas por lesGes escuras, geralmente
atingindo o ponto de inser¢do e ocupando mais de 50% de um ou ambos
cotilédones, danificando a pliimula, a raiz primaria, o colo, ou a haste, com
tendéncia ao colapso da plintula. As sementes ndo germinadas, com lesdes
caracteristicas de antracnose, nos cotilédones, também foram classificadas nesta
categoria. De posse da freqgiiéncia de cada categoria, em cada tratamento, foi
efetuado o célculo do indice de doenga pela férmula proposta por
McKinney (1923):

ID—Z( v)

ID = indice de doenga

.100 , em que:

f = freqiiéncia de plantas em cada grau da escala
v = grau da escala observado
n = nimero total de plantulas avaliadas
X = nota maxima
Os resultados foram expressos em porcentagem de plintulas infectadas por

Colletotrichum lindemuthianum e de severidade dos sintomas de antracnose.

3.6.2.3 Germinagio das sementes e transmissibilidade de Colletotrichum
lindemuthianum em condicdes de laboratoério
O ensaio foi conduzido com 3 repetigdes de 100 sementes, sendo estas
acondicionadas em substrato de papel-toalha, no sistema de rolos, contendo 25

sementes cada um, utilizando-se de duas folhas inferiores ¢ uma superior,
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previamente umedecidas com 4gua destilada na proporgdo de 2,5 vezes o peso
do papel seco. As sementes, assim acondicionadas, foram levadas paria um
germinador, previamente regulado & temperatura'de 25 °C *= 1°C, onde
permaneceram por 5 dias. As avaliagdes consistiram em observar o nimero de
plantulas normais, como prescrito pelas Regras para Anilise de- Sementes
(Brasil,1992), e os pardmetros de incidéncia de plantulas enfermas e severidade
dos sintomas de antracnose, como relatado anteriormente para os testes de

sanidade das sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem.

3.6.2.4 Emergéncia de plintulas em solo / areia e transmissibilidade de

Colletotrichum lindemuthianum pelas sementes

Para este ensaio, foram utilizadas 3 bandejas plasticas (47 x 27 x 08 cm)
por tratamento, contendo cada uma, 4 litros de substrato solo/areia (1 parte de
solo / 2 partes de areia), previamente tratado com brometo de metila. Foram
semeadas 75 sementes por bandeja (cinco fileiras de quinze sementes), a
aproximadamente 1,5 cm de profundidade, constituindo cada bandeja, uma
parcela experimental. Apdés a semeadura, as bandejas foram distribuidas em
blocos casualizados em uma sala de crescimento vegetal, com temperatura
controlada & 20°C + 2°C por um aparelho de ar-condicionado tipo quente / frio, e
fotoperiodo alternado de 12 horas. As avaliagSes consistiram em anotar o
" ntmero de plantulas emergidas aos 12 dias apés o plantio, e a incidéncia ¢ a
severidade dos sintomas de antracnose nas pléntulas emergidas, utilizando os
mesmos critérios descritos para os testes de sanidade, mencionados

anteriormente.
3.6.3 Andlise estatistica

O delinecamento experimental, utilizado nas avaliagdes do grau de

umidade, da germinagio em laboratério, ¢ da sanidade das sementes, foi o
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inteiramente casualisado, em esquema fatorial entre 4 tempos de exposi¢do das
sementes em BDA + manitol (30, 72, 120 ¢ 168 horas), em 2 modalidades
(inoculagdo e controle), e 3 tratamentos adicionais, constituidos pelas sementes
néo embebidas, e pelas sementes expostas a0 BDA por 30 horas (testemunha),
em 2 modalidades (inoculag@o e controle). Para a emergéncia em solo/areia foi
utilizado 0 mesmo arranjo de tratamentos, porém, o delineamento utilizado foi o
de blocos casualisados. As anélises de variincia foram efetuadas com o auxilio
da PROC GLM do SAS (SAS Institute Inc. 1992), sendo ajustado um modelo de

regressdo as médias.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Primeira etapa: Pré-condicionamento de sementes de feijoeiro em
relacdo a restrigéio hidrica do substrato agarizado

Os efeitos do tipo de substrato (BDA + PEG 6.000, BDA + manitol e
BDA-testemunha), (P > 0,0001), da restrigdo hidrica (P > 0,0001), e do tempo
de incubagdo das sementes (P > 0,0001), influenciaram significativamente a
emissdo de radicula de sementes de feijoeiro, & excegdo do pré-tratamento de
assepsia das sementes (P > 0,0810), em que “P” € a probabilidade de que ocorra
erro do tipo 1. Pode ser observado também, que houve efeito significativo das
interages entre a restrigéo hidrica e o tipo de substrato (P >0.0001), e do tipo de
substrato e o periodo de incubag@o das sementes (P > 0,0041), (Tabela 1A). As
estimativas dos parimetros lineares, utilizados no modelo de regressio, da
emissdo de radiculas de sementes de feijoeiro, acumulada em fungdo da restrigso
hidrica, do pré-tratamento de assepsia e do tempo de exposi¢o das sementes aos
diferentes substratos, sdo apresentadas na Tabela 2A. O modelo ajustado foi
altamente significativo para todos os parimetros considerados, a exce¢io da
interagdo entre o periodo de exposicdo das sementes e o substrato
BDA + manitol (P > 0,6549), ajustando-se bem aos dados nos niveis dos fatores
estudados. O inicio da emiss&o de radiculas pelas sementes, nos tratamentos em
BDA (auséncia de PEG e de manitol), ocorreu apés 48 horas de exposi¢io das
sementes atingindo taxas entre 4% e 6 % ap6s 72 horas, 31% e 37% apés 96
horas, 83% e 86% apds 144 horas, e entre 84% e 88% apés 168 horas, para
sementes ndo desinfestadas e desinfestadas, respectivamente. Provavelmente, a
tendéncia de maior porcentagem de emissdo de radiculas, observada nos
tratamentos em que as sementes foram desinfestadas, se deveu ao fato deste tipo

de tratamento ter favorecido a absorgio de 4gua pelas sementes (Figura 1).
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Figura 1 - Estimativa da porcentagem acumulada de emissio de radiculas de
sementes de feijoeiro (P), em fungdo do tempo de exposigdo (x) destas ao
substrato BDA (testemunha) para sementes desinfestadas e ndo desinfestadas em
que P=(e"/ 1+e") x100. UFLA, Lavras - MG, 1999.
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A porcentagem acumulada de emissdo de radiculas de sementes de
feijoeiro, em fungdo do periodo de exposi¢io destas ao BDA (auséncia de
PEG 6.000 e manitol), concorda com observagdes feitas por Bradford (1995),
em que sementes individuais necessitam de diferentes tempos de embebigo para
emissdo de radiculas. Pode ser percebido que, a maioria das sementes
germinaram entre o periodo de 72 e 120 horas de exposigio das mesmas, com
poucas sementes germinadas antes e apés este intervalo de tempo. J4 o tempo
minimo necessério para que ocorra a emissio de radiculas de sementes de
feijoeiro, expostas a0 BDA (testemunha), 4 temperatura de 20 °C e escuro
continuo, foi estimado entre 56 e 59 horas.

O inicio da emissdo de radiculas de sementes expostas ao
BDA+ PEG 6.000, ocorreu ap6s 144 horas, em taxas de 2,7% e 3,5 % na
restricdo hidrica de -0.4 MPa, e de 1,0% e 1,3 % na restrigdo hidrica de -0.6
MPa, para sementes n3o desinfestadas e desinfestadas, respectivamente. Ao final
de 168 horas de exposi¢do das sementes foram registradas taxas de emissdo de
radiculas de 7,0% e 9,0 %, a restrigdo hidrica de -0.4 MPa, de 2,6% € 3,5 % a
restri¢3o hidrica de -0.6 MPa, e de 1,0% e 1,2 % 4 restrigdio hidrica de -0.8 MPa,
para sementes ndo desinfestadas e desinfestadas, respectivamente. Ndo ocorreu
emisso de radiculas nos tratamentos de restrig#o hidrica de -1 MPa (Figura 2).
Houve uma tendéncia de maior porcentagem de emissdo de radiculas, nos
tratamentos em que as sementes foram submetidas ao pré-tratamento com
hipoclorito de sédio, provavelmente pelas mesmas razdes apresentadas para as
sementes expostas a0 BDA (testemunha).Fato semelhante foi observado nas
sementes expostas ao BDA + manitol, ou seja, as maiores taxas de emissdo de
radiculas foram observadas nos tratamentos em que as sementes foram
desinfestadas (Figura 3).

38



50

40 4

301

Emissio de radicula (%)

mmmm Desinfestada n=-21,8800 - 5,1141.x + 0,2295.y - 0,0006.y”
mmmm Niio desinfestada  n=-22,1633 — 5,1141.x + 0,2295.y - 0,0006.y*

Figura 2 - Estimativa da porcentagem acumulada de emissio de radiculas de
sementes de feijoeiro (P), em funcido da restri¢io hidrica (x) e do tempo de
exposi¢do (y) destas ao substrato BDA + PEG 6.000, tanto para sementes
desinfestadas como para ndo desinfestadas, em que, P = (e" / I+e") x 100.
UFLA, Lavras - MG, 1999.
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Figura 3 - Estimativa da porcentagem acumulada de emissdo de radiculas de
sementes de feijoeiro (P), em fungdo da restri¢ao hidrica (x) e do tempo de
exposi¢io (y) destas ao substrato BDA + manitol, tanto para sementes
desinfestadas como ndo desinfestadas, em que. P = (e" / 1+e") = 100.
UFLA, Lavras - MG, 1999.
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O inicio da emissdo de radiculas de sementes expostas ao
BDA + manitol, ocorreu apds 120 horas, no tratamento de restrigéo hidrica de
-0,4 MPa, em taxas que variaram de 2,2% a 2,9 %. Apds 144 horas foram
registradas taxas de 9,6% e 12,4 % na restri¢@o hidrica de -0,4 MPa, e de 1,0% ¢
1,2% na restrigdo hidrica de -0,6 MPa. Ja apés 168 horas de exposigdo
ocorreram taxas de emissdo de radiculas entre 20,5% e 25,6 %, no tratamento de
restrigdo hidrica de -0,4 MPa, e entre 2,1% e 2,9%, na restricio hidrica de
-0,6 MPa. Nio ocorreu emissdo de radiculas nos tratamentos de - 0,8 MPa e
-1 MPa. De maneira geral foi observado que, a porcentagem acumulada de
emissdo de radiculas de sementes de feijoeiro, diminuiu ao longo do periodo de
exposi¢do, 2 medida que o potencial hidrico do substrato foi reduzido, tanto para
sementes desifestadas como ndo desinfestadas. De acordo com alguns autores, a
velocidade de absorgdo de 4gua pelas sementes diminui 4 medida que o
potencial hidrico, do meio externo, se torna mais negativo, aumentando
conseqiientemente o periodo necessario para que ocorra a emissio da radicula
(Bradford, 1986; Bewley e Black, 1994). Este fato, também foi observado por
alguns autores, em estudos envolvendo o controle da hidratagdo de sementes de
feijoeiro (Prisco e Oleary, 1970; Magalhdes e Carelli, 1972; Shioga, 1990), de
guaratd (Cérdoba, Lima e Borges, Borges et al, 1995) e de soja
(Del Giudice, 1996). Foi observado ainda que, em potenciais hidricos mais
negativos que -0,6 MPa, o substrato BDA + PEG 6.000 foi mais efetivo em
inibir a emissdo de radiculas do que o BDA + manitol. Prisco e Oleary (1970)
mostraram em seus estudos que, o uso de preparagdes de polietileno glicol
(Carbowax 1540), para o condicionamento de sementes de feijoeiro, foi mais
efetivo em inibir a emiss&o de radiculas do que solugdes de NaCl em potenciais
hidricos similares, que causaram efeitos toxicos. De acordo com Del Gitdice
(1996), preparacdes de PEG 6.000 também sdo mais efetivas em inibir a

emissdio de radiculas de sementes de soja do que solucdes de manitol em
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potenciais osmoéticos similares. A ocorréncia de 1,0% de emissdo de radiculas no
tratamento de restrigdo hidrica de -0,8 MPa, em BDA + PEG 6.000, pode ter
sido devido as caracteristicas das sementes e/ou do substrato. A menor
consisténcia do BDA + PEG 6.000, quando comparada com a consisténcia do
BDA + manitol, em potenciais hidricos mais negativos, pode ter proporcionado
uma maior superficie de contato das sementes com o substrato. A atividade de
colonias de microrganismos, como fiungos dos géneros Fusarium,
Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, entre outros associados is sementes
(Figura 4), provavelmente pode ter contribuido com alteragdes no potencial
hidrico do substrato, ocasionando valores menos negativos e, conseqiientemente,
a germinagdo das sementes mais vigorosas. Por outro lado, a presenga de fungos
em condi¢Ses de alta umidade das sementes, pode ocasionar rdpida perda de
viabilidade das mesmas (Agarwal e Sinclair, 1987; Bewley e Black, 1994).

O resumo da andlise de varidncia dos dados referentes & germinacdo das
sementes, ap6s o pré - condicionamento destas durante 168 horas, com posterior
secagem, € mostrado na Tabela 3A. O tipo de substrato (P > 0,0159), bem como
o pré-tratamento de assepsia superficial das sementes (P > 0,0020),
influenciaram significativamente a capacidade destas em originarem pléntulas
normais. O pré-condicionamento das sementes em BDA + manitol por 168
horas, com posterior secagem das mesmas, propiciou em média 95,0% de
plantulas normais, em contraste a 86,0% daquelas pré-condicionadas em
BDA + PEG 6.000. A porcentagem média de plantulas normais, obtida nos
tratamentos em que as sementes foram pré-condicionadas em BDA + manitol, &
restricdo hidrica de -0,8 MPa (99,0 %), superou (P > 0,008) a média dos
tratamentos de restricio hidrica de -1MPa (91 %). Ja4 as sementes
pré - condicionadas apds o pré-tratamento de assepsia superficial, apresentaram
em média 85,0% de plantulas normais, contra 96,0% nos tratamentos em que
foram utilizadas sementes ndo desinfestadas.
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Figura 4 - Incidéncia de fungos em sementes de feijoeiro expostas a0 BDA
(controle) e ao BDA modificado pela adicido de solugdes de PEG 6.000 (P) ou
de manitol (M), a restricoes hidricas de -04 MPa (1), -0,6 MPa (2),
-0,8 MPa (3) e -1 MPa (4). UFLA, Lavras - MG, 1999.

O parimetro de sementes mortas revelou  efeito significativo
(P > 0,0008) da interacdo entre o tipo de substrato e o pré - tratamento de
assepsia das sementes (Tabela 4A). Nos tratamentos em que as sementes foram
desinfestadas e pré-condicionadas em BDA + PEG 6.000, houve em média, 8 %
de ocorréncia de sementes mortas, em contraste a 1% nos tratamentos em que
estas nao foram desinfestadas. Ndo ocorreram sementes mortas nos tratamentos
em BDA + manitol. A menor consisténcia do BDA + PEG 6.000, em relacdo a

consisténcia mais firme do BDA + manitol, em potenciais hidricos mais
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negativos, proporciona uma maior drea de exposigdo das sementes ao substrato,
o que pode ter limitado a disponibilidade de oxigénio para a respiragéo das
sementes em embebigdo. Segundo relatos de Mexal, Fisher, Osteryoung, et al
(1975), algumas preparagbes de polietileno glicol podem causar efeitos téxicos
por contaminantes. Os mesmos autores afirmam que, a disponibilidade de
oxigénio ¢ inversamente proporcional & concentragio de polietileno glicol em
solugdo. J4 o pior desempenho das sementes que foram submetidas ao pré-
tratamento de assepsia superficial, antes destas serem pré-condicionadas sobre
os diferentes substratos, sugere que este causou danos 4 germinagdo das
sementes. Babadoost, Derie e Gabrielson (1996) observaram que a imersdo de
sementes de brassicas, em solugdo de hipoclorito de sédio (0,525 %), prejudicou
a germinagfo e o vigor de alguns lotes, principalmente quando o periodo de

tratamento foi superior a cinco minutos.

4.2 Segunda etapa: Crescimento micelial de Colletotricum lindemuthianum
em relagio 4 restri¢io hidrica do substrato agarizado

O didmetro médio das colénias de C. lindemuthianum foi
significativamente (P > 0,0001) influenciado pelo tipo de substrato
(BDA + PEG 6.000 ou BDA + manitol), em cada nivel de restrigdo hidrica
testado (Tabela 5A). O resumo da andlise de regressdo dos dados, relativos ao
didmetro das colénias, em fun¢dio da restrigio hidrica do BDA (testemunha),
pela adi¢do de PEG 6.000 ou manitol , € apresentado na Tabela 6A. O didmetro
das colénias de C. lindemuthianum foi estimulado positivamente pela adi¢éo de
concentragdes crescentes de manitol a0 meio de cultura bésico (BDA) até a faixa
de restri¢do hidrica entre -0,6 e -0,8 MPa, onde este fungo apresentou um
crescimento 6timo e, posteriormente, tendeu ao declinio, até a faixa de restri¢do
hidrica de -1 MPa, superando os demais tratamentos em todos os niveis de
restricdo hidrica estudados. Jié o didmetro médio das coldnias de
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C. lindemuthianum, crescidas em BDA + PEG 6.000, mostrou-se semelhante a
testemunha, até a faixa de restricdo hidrica de -0,6 MPa e, posteriormente,
tendeu ao declinio, em potenciais hidricos mais negativos (Figura 5). Esses
resultados mostram que o ajuste do potencial hidrico ¢ um importante parimetro
a ser considerado em estudos envolvendo o crescimento micelial de
C. lindemuthuanum em diferentes meios de cultura.

Alguns estudos mostram que o crescimento micelial de fungos como
Phytophthora cinnamomi e Alternaria tenuis (Adebayo e Harris, 1971),
Verticillium dahliae (Ioannou e Schneider, Grogan et al,, 1977), Fusarium
roseum “Graminearum” (Wearing e Burges, 1979), Fusarium oxysporum
(Brownell e Schneider, 1985), Cryphonectria parasitica (Gao e Shain, 1995), é
estimulado em potenciais hidricos na faixa de zero a - 2 MPa, com posterior
declinio em potenciais hidricos mais negativos. Alam, Joyce ¢ Wearing (1996)
observaram que, o didmetro de coldnias de Alternaria alternata e Botrytis
cinerea, desenvolvidas em BDA, modificado pela adigdo de KCl, CaCl,,
sacarose ou mistura de sais, foi inicialmente estimulado na faixa de potenciais
hidricos de -0,4 a -1 MPa, e decresceu progressivamente na faixa entre -1 a
-8 MPa.

O aumento no didmetro médio das colonias de C. lindemuthianum,
crescidas em BDA + manitol, em relago aos demais substratos, provavelmente
pode ter sido ocasionado pela fonte de carbono adicional, fornecida pelo

manitol.
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hidrica do BDA (x;), obtidos pela adi¢do de solugdes de manitol (x,) ou de
PEG 6.000 (xp). As barras na vertical representam o erro padrio.
UFLA, Lavras - MG, 1999.
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Segundo Mathur, Barnett e Lilly (1950), o manitol ¢ facilmente
metabolizado por C. lindemuthianum. Neste sentido, encontra-se na literatura,
que o uso de sacarose para ajustar o potencial hidrico do meio de cultura,
proporcionou um aumento no didmetro médio das coldnias de Ascochyta paspali
(Morley, Williams e Price, 1993), Cryphonectria parasitica (Gao e
Shain, 1995), Alternaria alternata e Botrytis cinerea (Alam, Joyce e
Wearing, 1996), quando comparado ao uso de sais.

J4 o didmetro reduzido das coldénias de C. lindemuthianum, em
BDA + PEG 6.000, em relacio aos demais tratamentos, pode ser explicado pelos
efeitos diretos da restri¢&o hidrica do substrato, no crescimento do fungo. Mexal
e Reid (1973) observaram que o polietileno glicol é um soluto apropriado para
induzir o estresse hidrico em fungos, pois, embora possa ser absorvido em
menor extensdo, ndo é metabolizado como os agiicares, e nem € toxico em altas
concentragdes, como os sais podem ser.

Entretanto, os tratamentos de restri¢Ses hidricas em BDA + PEG 6.000,
podem ter originado potenciais hidricos mais negativos que aqueles obtidos em
BDA + manitol, pois, de acordo com Michel e Kaufmann (1973) e
Michel, (1983) pode ocorrer sinergismo no potencial hidrico de preparagdes de
polietileno glicol contendo outros solutos. A menor consisténcia observada no
substrato BDA + PEG 6.000, em valores de restri¢oes hidricas mais negativos,
também pode ter provocado uma menor expansio superficial das col6nias
fungicas, devido ao crescimento do fungo em profundidade.

Em termos de coloragdo e morfologia, as colonias de
C. lindemuthianum, crescidas em BDA + PEG 6.000, apresentaram-se mais
escuras ao centro, com bordos hialinos e micélio aparentemente mais submerso,
em relagdo aos demais tratamentos, principalmente em potenciais hidricos mais
negativos. Em BDA + manitol, as colonias do fungo apresentaram coloragdo

cinza, similar a testemunha, com tonalidades mais escuras ao centro e mais clara
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nas bordas, e uma maior propor¢ido de micélio aéreo que os demais tratamentos.
A coloragdo das coldnias crescidas em BDA + manitol, tenderam a ficar de

tonalidades mais claras, a medida que o potencial hidrico foi reduzido
(Figura 6).

Figura 6 - Colénias de C. lindemuthianum crescidas em BDA (O), e em BDA
modificado pela adi¢io de PEG 6.000 (P) ou manitol (M) em quatro niveis de
restricdo hidrica: -0,4 MPa (1), -0,6 MPa (2), -0.,8 MPa (3) e -1 MPa (4).
UFLA - Lavras - MG, 1999.
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Alam, Joyce e Wearing (1996) observaram que, a cor das coldnias de
Alternaria alternata, crescidas em meio de cultura modificado pela adi¢dio de
KCl, CaCl, ou sacarose, também foi influenciada pelo tipo de soluto utilizado
para o ajuste do potencial hidrico do substrato. J4 Morley, Williams e Price
(1993) observaram que a coloragéio de colonias de Ascochyta paspali ndo foi

afetada pelos diferentes sais, porém, variou com o potencial hidrico.

4.3 Terceira etapa: Uso da restri¢io hidrica na inoculagio de Colletotrichum
lindemuthianum em sementes de feijoeiro

O potencial hidrico de um substrato é um fator importante no
desenvolvimento de fungos fitopatogénicos em geral. Desta forma, a umidade
das sementes ¢ um fator que pode condicionar a agdo de um fungo
fitopatogénico por ocasido do processo de inoculagéo.

O grau de umidade atingido pelas sementes nos diferentes tratamentos,
variou significativamente em fungdo da presenga ou da auséncia de
C. lindemuthianum, no tratamento testemunha (BDA) (P > 0,0199) e nos
tratamentos em BDA + manitol (P > 0,0001) e, em funcdo do periodo de
exposi¢do das mesmas (P > 0,0001). O grau de umidade médio, atingido pelas
sementes no tratamento testemunha, diferiu da média dos tratamentos em
BDA + manitol (P > 0,0001), assim como estes diferiram do grau de umidade
das sementes ndo embebidas (P > 0,0001)(Tabela 7A). O grau de umidade
médio apresentado pelas sementes nfo embebidas foi de 9,50%. As sementes
mantidas em BDA por 30 horas, nos tratamentos controle (auséncia de
C. lindemuthianum), atingiram 35,28% de umidade, ao passo que nos
tratamentos de inoculagio (presenca de C. lindemuthianum), atingiram 36,62%
de umidade. J4 as sementes expostas a BDA + manitol, pelo mesmo periodo de
tempo, atingiram valores de umidade de 30,78% nos tratamentos controle, e de
33,70% nos tratamentos de inoculagdo. O grau de umidade das sementes
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elevou-se com o aumento do periodo de exposi¢do destas em BDA + manitol,
que atingiram valores de umidade de 38,13% e 40,05% apés 72 horas, 40,61%
e 42,79% apbs 120 horas, € 40,98% e 44,04% apés 168 horas, nos tratamentos
controle e nos de inoculagdo, respectivamente. De maneira geral, hove uma
rdpida absorgdo de 4gua pelas sementes, principalmente nas primeiras 30 horas
de embebicdo, e entre o periodo de 120 e 168 horas, 0 grau das sementes pouco
se alterou (Figura 7), nfio ocorrendo a emissdo de radiculas.

De acordo com Bradford (1986, 1995), a emissdo de radicula pela
semente ocorre quando esta atinge um valor critico de umidade (platd),
alcancado em fungdo do potencial hidrico do ambiente e do periodo de
hidratagdo das sementes. Observagdes feitas, durante a condugio dos ensaios,
mostraram que a exposi¢do das sementes de feijoeiro a BDA (testemunha), pelo
periodo de 72 horas, acarretou a germinagdo de grande parte das sementes, que
apresentaram valores de umidade entre 47,30% e 48,82 %.

Estes resultados concordam com observagdes feitas por Shioga (1990),
de que sementes de feijoeiro necessitam de no minimo 48 % a 50% de umidade
para emissdo de radiculas. O fato das sementes ndo terem emitido radicula nos
tratamentos em BDA + manitol, provavelmente ocorreu devido a restrigsio
hidrica do substrato, que reduziu a absorgdo de 4gua pelas sementes, ndo
permitindo que estas atingissem o valor minimo de umidade exigido para a
emissdo de radiculas.

As sementes expostas a colonias de C. lindemuthianum (tratamentos de
inoculagdo), atingiram em média 40,15% de umidade, ao passo que aquelas
expostas aos meios de culturas (tratamentos de controle), atingiram em média,
37,60% de umidade. Essa diferenga ocorreu devido a presen¢a de micélio de
C. lindemuthianum em atividade, que pelo metabolismo dos agucares presentes
no substrato agarizado, provavelmente acarretou no aumento do potencial
hidrico do ambiente de hidratagio das sementes, proporcionado maior
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disponibilidade de dgua para a germinagdo das mesmas nos tratamentos de
inoculagdo, do que nos de controle (Figura 8).
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Figura 7 - Grau médio de umidade atingido pelas sementes ( Y ), em fung¢do de
diferentes periodo de exposi¢cdo destas a BDA + manitol (t ) e a BDA por 30
horas (testemunha), na presenca (Y,) e na auséncia (Y,) de C lindemuthianum.

As barras na vertical representam o erro padrdo. UFLA, Lavras - MG, 1999.
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Figura 8 - Emergéncia de radiculas de sementes de feijoeiro nos tratamentos
controle (placas inferiores), e nos tratamentos de inoculacio de
C. lindemuthianum (placas superiores), pelo periodo de 120 horas de exposi¢do
destas a BDA (testemunha)(esquerda) e a BDA + manitol (direita).
UFLA, Lavras - MG, 1999.

Estes resultados indicam que o potencial hidrico do substrato variou durante o
periodo de inoculacdo das sementes, e nesse caso, o uso de restri¢des hidricas do
BDA + manitol inferiores a -1 MPa, ou de periodos de exposi¢do superiores a
168 horas, pode resultar na germinagio das sementes, e inviabilizar a secagem
para o posterior aproveitamento das mesmas. Foi observado que, apés o periodo
de secagem lenta das sementes, a temperatura de 20°C + 2°C e umidade relativa
entre 70% e 80%, durante o periodo de trés dias, ocorreram 15

sementes (9%) germinadas no tratamento de inoculacdo das mesmas por 168



horas. A alta umidade alcangada pelas sementes nesse tratamento, associada a
umidade adicional adquirida apés a lavagem das mesmas, e a elevada umidade
relativa do ambiente de secagem, deve ter favorecido a continuidade do processo
de germinagdo das sementes mais vigorosas.

A andlise de varidncia dos dados relativos & secagem das sementes
(Tabela 8A), mostrou que houve interagdo significativa entre a modalidade de
exposicdo (inoculagdo e controle) ¢ o periodo de exposi¢do das sementes
(P > 0,0001). Portanto, a secagem lenta das sementes ndo foi capaz de
uniformizar o grau de umidade das mesmas. O grau de umidade das sementes
n3o embebidas foi de 9,62%, e diferiu da média dos demais tratamentos. O grau
de umidade das sementes tratadas, ap6s a secagem das mesmas, variou de
12,79% & 15,65% nos tratamentos controles, ¢ de 18,44% a 19,33% nos
tratamentos de inoculagdo. De maneira geral os tratamentos controle
apresentaram menores contetidos de umidade que os respectivos tratamentos de
inoculagdo, principalmente quando as sementes foram expostas pelo periodo de
30 horas (Tabela 3).

Tabela 3 - Grau médio de umidade apresentado pelas sementes dos tratamentos
de inoculag&o e controle, ap6s a secagem das mesmas.UFLA, Lavras-MG, 1999.

Tratamentos Controle Inoculacdo
BDA por 30 horas 13,22bB 19,33aA
BDA + manitol por 30 horas 12,79b B 19,07a A
BDA + manitol por 72 horas 1561aB 1847aA
BDA + manitol por 120 horas 1522aB 18,44 a A
BDA + manitol por 168 horas 15,65 aB 19,15a A

Médias seguidas pela mesma letra maitscula entre colunas (D.M.S= 0,67) e
minuiscula entre linhas (D.M.S.= 0,96), ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey
a 5% de probabilidade.
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4.3.1 Indice de ocorréncia e localizacio de Colletotrichum lindemuthianum
nas sementes de feijoeiro inoculadas
Nio foram constatadas plintulas de feijao com sintomas de antracnose
oriundas das sementes expostas aos meios de cultura na auséncia de
C. lindemuthianum (controle). Por outro lado, os tratamentos de inoculagdo das
sementes, resultaram na emergéncia de plintulas com sintomas da referida

doenga, em diferentes graus de severidade (Figura 9).

* Numeros em aribicos = severidade dos sintomas de antracnose

Figura 9 - Severidade dos sintomas de antracnose em plintulas de
feijoeiro, avaliadas por uma escala de notas de zero a cinco, provenientes de

sementes inoculadas com C. lindemuthianum. UFLA, Lavras - MG, 1999.



O periodo de exposicdo das sementes a C. lindemuthianum, nos
tratamentos em BDA + manitol, influenciou significativamente a incidéncia de
plantulas infectadas (P > 0,0010), bem como a severidade dos sintomas de
antracnose (P > 0,0022 ) observados nas mesmas durante as avaliagdes da
sanidade das sementes com o tegumento. Em média, ndo foi detectada diferenga
significativa destes pardmetros entre os tratamentos em BDA + manitol € o
tratamento testemunha (Tabela 9A). No tratamento de inoculagdo em BDA por
30 horas (testemunha), ocorreram em média 40,30% de plantulas infectadas por
C. lindemuthianum, com indice médio de 22,50% de severidade dos sintomas,
ao passo que no tratamento de restri¢io hidrica (BDA + manitol), pelo mesmo
periodo de exposigdo das sementes (30 horas), ocorreram em média, 1,60% de
incidéncia de plantulas infectadas e 0,50% severidade dos sintomas. O
prolongamento do periodo de exposicdo das sementes ao patdgeno, para
72 horas, pela restrigéo hidrica do BDA com manitol, proporcionou a ocorréncia
de 26,00% de plantulas infectadas e 11,30% de severidade dos sintomas, ao
passo que o prolongamento deste periodo para 120 horas, resultou em 46,00%
plantulas infectadas e 26,00% de severidade dos sintomas. J& no tratamento de
inoculagg@o das sementes por 168 horas, foram observados valores de 49,30 % de
plantulas infectadas e, 27,00% de severidade dos sintomas de antracnose nas
mesmas. (Figura 10).

A Tabela 10A mostra que, o periodo de exposi¢do das sementes a
C. lindemuthianum nos tratamentos em BDA + manitol, influenciou
significativamente a incidéncia de plantulas infectadas (P > 0,0004), bem como
a severidade dos sintomas de antracnose (P > 0,0011 ) observados nas mesmas
durante as avaliagGes da sanidade das sementes sem o tegumento. Entretanto,
pode ser observado também, que a média da testemunha diferiu da média dos
tratamentos de restri¢éo hidrica, tanto para incidéncia de pléntulas infectadas
(P > 0,0042) quanto para a severidade dos sintomas de antracnose (P > 0,0148).
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- Figura 10 - Incidéncia média de pléntulas infectadas (Y,) e severidade média dos
sintomas de antracnose (Y>), determinada pelo teste de sanidade (rolo de papel)
das sementes de feijoeiro com tegumento, em fungdo de diferentes tempos de
exposicdo destas a C. lindemuthianum em BDA + manitol ( t ) e em BDA por
30 horas (testemunha). As barras na vertical representam o erro padriio. UFLA,
Lavras - MG, 1999.
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O teste de sanidade das sementes, sem o tegumento, mostrou valores de
0,33% de incidéncia de plantulas infectadas, e 0,07% e de severidade dos
sintomas de antracnose para tratamento testemunha (BDA), contra
1,67% de incidéncia e 0,33% de severidade dos sintomas no tratamento de
restricdo hidrica (BDA + manitol) pelo mesmo periodo de exposicdo das
sementes a C. lindemuthianum (30 horas). O aumento do periodo de inoculagéo
das sementes para 72 horas, aumentou a incidéncia de plantulas infectadas para
3,87% e a severidade dos sintomas de antracnose para 0,87%. J4 o aumento do
periodo de inoculagdo das sementes para 120 e para 168 horas, proporcionou,
respectivamente, valores de 21,30% e 25,00% de incidéncia de plantulas
infectadas, € 10,20% e de 12,50% de severidade dos sintomas de antracnose nas
mesmas. (Figura 11).

Tanto pelo teste de sanidade das sementes com o tegumento, quanto para
sementes sem o tegumento, foi observado que, o aumento do periodo de
exposi¢do destas ao inéculo de C. lindemuthianum, em BDA + manitol, causou
aumento progressivo na incidéncia de plantulas infectadas pelo respectivo fungo,
¢ na severidade dos sintomas apresentado pelas mesmas. Tendéncia similar foi
obtida por Tanaka, Menten ¢ Mariano (1989), que verificaram um aumento
progressivo do grau de associagdo € do nimero de sementes de algodoeiro
infectadas com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, 4 medida que o
periodo de exposi¢do das sementes as coldnias deste fungo foi aumentado.
Entretanto, o periodo de exposigio das sementes as coldnias fiingicas em BDA,
pode ser aumentado até certo limite, pois a partir de certo periodo, corre-se o
risco das sementes germinarem, inviabilizando a secagem das mesmas para o

aproveitamento em estudos posteriores.
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- Figura 11 - Incidéncia média de plantulas infectadas (Y,) e severidade média dos
sintomas de antracnose (Y3), determinada pelo teste de sanidade (rolo de papel)
das sementes de feijoeiro sem o tegumento, em fungfo de diferentes periodos de
exposicdo destas a C. lindemuthianum em BDA + manitol (t) e em BDA por
30 horas (testemunha). As barras na vertical representam o erro padrdo. UFLA,
Lavras - MG, 1999.
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A ocorréncia de correlagdo positiva e significativa entre o grau de
umidade atingido pelas sementes, tanto ao final de cada tratamento (G.U.1),
como apds a secagem lenta (G.U.2), e os pardmetros de incidéncia e de
severidade de antracnose nas plantulas, pelos testes de sanidade das sementes
(com e sem o tegumento) (Tabela 11 A), indicam que o aumento do grau de
umidade das sementes explica, em parte, 0 aumento da incidéncia e da
severidade dos sintomas de antracnose nas plantulas.

Os valores quase nulos de incidéncia e de severidade dos sintomas de
antracnose observados na analise sanitdria das sementes com o tegumento, do
tratamento de inoculagio em BDA + manitol por 30 horas, contra os altos
valores verificados para a testemunha, indicam que o processo de infecgdo das
sementes por C. lindemuthianum foi afetado pela restri¢do hidrica. De acordo
com Cook e Papendick (1978), a diminuig&o do potencial hidrico pode reduzir a
velocidade ou paralisar a patogénese de fungos. Como o grau de umidade
atingido pelas sementes no tratamento testemunha foi superior ao observado em
BDA + manitol, pelo mesmo periodo de exposigo, a infecgdo das sementes, em
contato com coldnias de C. lindemuthianum, provavelmente, pode estar
relacionada a um patamar minimo de umidade nos tecidos da semente,
alcangado mais tardiamente nos tratamentos em BDA + manitol e, mais
precocemente, em BDA (testemunha). Da mesma maneira, a andlise sanitdria
das sementes sem o tegumento mostra que, periodos inferiores & 72 horas de
exposi¢do das sementes de feijoeiro a C. lidemuthianum, em BDA + manitol,
ndo foram suficientes para que o inéculo do fungo atingisse os tecidos internos
ao tegumento das sementes, ao passo que por periodos maiores de exposig¢do

destas ao referido patdgeno, resultaram na infecgio dos tecidos cotiledonares.
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4.3.2 Germinag¢do das sementes e transmissibilidade de Colletotrichum

lindemuthianum em condic¢des de laboratério

Néo ocorreu efeito significativo da inoculagdo de C. lindemuthianum
(P > 0,0882) na germinagdo das sementes de feijoeiro, evidenciando a pouca
influéncia deste patogeno na germinagfio das sementes, como observado por
Menezes e Mohan (1982 b) e por Patricio, Borim e Ortolane (1991). Entretanto,
em BDA + manitol, houve efeito significativo (P > 0,0004) do periodo de
exposi¢do das sementes na capacidade germinativa das mesmas. O contraste
entre a porcetagem média de germinagdio observada nos tratamentos em
BDA + manitol (fatorial) e 2 média dos tratamentos em BDA (testemunha), e os
contrastes entre as porcetagens médias de germinagio destes ¢ a média das
sementes ndo embebidas, ndo revelaram diferencas significativas (Tabela 12A).
A taxa média de germinag#o, observada para as sementes ndo embebidas, foi de
99,65% contra 99,33% para as sementes expostas a BDA + manitol por 30
horas, e 98,66% para as sementes expostas a BDA (testemunha), pelo mesmo
periodo de tempo. O aumento do periodo de exposi¢do das sementes para 72
horas, em BDA + manitol, pouco alterou a germinagio das sementes, que
apresentaram taxas médias de 99,66% de germinagdo. No entanto, a germinagdo
média das sementes reduziu para 98,33% quando as sementes foram expostas
pelo periodo de 120 horas, valor este, proximo ao observado para o tratamento
~ testemunha. Quando o periodo de exposi¢do das sementes foi aumentado para
168 horas, a taxa de germinacdo caiu para 96,80% (Figura 12). A reducfio na
germinagdo das sementes, nos tratamentos em que estas foram expostas a0 BDA
+ manitol por 168 horas, confirma resultados obtidos por outros autores em
estudos envolvendo o condicionamento osmético de sementes de diferentes
espécies. O periodo de sete dias de condicionamento osmético, acelerou
processo de deterioragdo de sementes de alface (Eira, 1988) e de feijoeiro

(Doni Filho, 1992), causando prejuizo ao desempenho germinativo das mesmas.
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padrdo. UFLA, Lavras - MG, 1999.
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O resumo da andlise de varidncia dos dados referentes a severidade e a
incidéncia de antracnose nas pléntulas, obtidos durante a avaliagdo do teste de
germinagdo em laboratdrio, € apresentado na Tabela 13A. Foi verificado que o
tempo de exposi¢do das sementes a C. lindemuthianum, nos tratamentos de
restricdo hidrica do BDA com manitol, foi significativo em influenciar a
incidéncia (P > 0,0004) e severidade (P > 0,0007) dos sintomas da doenga. A
incidéncia média de plantulas infectadas no tratamento testemunha, foi de
23,00%, € a severidade dos sintomas de 8,7%. O periodo de 30 horas de
exposicdo das sementes a C. lindemuthianum, em BDA + manitol, ndo foi
efetivo para infectar as sementes, proporcionando indices médios de incidéncia e
de severidade de 0,70% e de 0,20%, respectivamente. Silva (1997) relata que a
inoculagdo de sementes de feijoeiro cultivar IAC Carioca, sobre colonias de
C. lindemuthianum, crescidas em meio de vagem, pelo periodo de exposi¢do de
48 horas, néo foi eficiente em evidenciar os efeitos desse patégeno nas sementes.
Oliveira (1991) obteve 5,7% de transmissibilidade de C. lindemuthianum por
sementes de feijoeiro (variedade lustroso), inoculadas durante 24 horas, pelo
método de contato destas com col6nias do fungo crescidas em meio de cultura
MBL.

O aumento do periodo de inoculagdo das sementes para 72 horas, pela
restricdo hidrica do BDA com manitol, proporcionou eficiéncia similar a
testemunha, com uma incidéncia média de 26,00% de plantulas infectadas, e de
6,40% de severidade dos sintomas da doenga. O aumento do periodo de
exposicdo das sementes a C. lindemuthianum para 120 horas, proporcionou
indices de 42,00% e de 17,80 % de incidéncia e de severidade, respectivamente,
obtendo-se aumentos em relagdo a testemunha de aproximadamente 19,66% de
incidéncia de plantulas infectadas e de 9,16% de severidade dos sintomas de
antracnose nas plantulas. J& o tratamento de restri¢do hidrica, por 168 horas de

contato das sementes com o indculo do referido fungo, proporcionou
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respectivamente, aumentos de incidéncia e severidade de 28,00% ¢ 15,76% em
relagdo a testemunha, proporcionando indices médios de 51,00% de incidéncia
de plantulas infectadas, e de 24,00% de severidade dos sintomas da doenca

(Figura 13).
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Figura 13 - Incidéncia média de plantulas infectadas (Y)) e severidade média
dos sintomas de antracnose (Y;), determinada pelo teste de germinagdo das
sementes de feijoeiro, em funcdo de diferentes periodos de exposigéo destas a
C. lindemuthianum em BDA + manitol ( t ) e em BDA por 30 horas
(testemunha). As barras na vertical representam o erro padrdo. UFLA,
Lavras - MG, 1999.
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E necessério ressaltar que, a nfo padronizagio do in6culo, pode causar
variagdes na infec¢@io das sementes em contato com o fungo, devido a diferencas
de idade do in6culo, de acordo com a posigdo deste nas coldnias fingicas, ou
mesmo pelas caracteristicas de patogenicidade dos isolados utilizados. A
padronizagdo do inéculo, pela inoculagdo da superficie do substrato com 0,2 ml
de uma suspensdo de 2 x 10° conidios / ml, proporcionou a cobertura total e
uniforme do substrato agarizado ao final do quinto dia de incubagdo das placas,
obtendo-se dessa forma col6nias de mesma idade ¢ de mesmo poder infectivo.
Assim, o aumento do periodo de exposi¢do das sementes ao inéculo de C.
lindemuthianum, pela restri¢do hidrica do BDA com manitol, proporcionou um
aumento progressivo na porcentagem média de plantulas com antracnose
(incidéncia) e no indice médio da doenga nas plantulas (severidade), avaliadas
durante a germinagdo das sementes em laboratério.

De acordo com alguns autores, a alta umidade das sementes constitui um
dos principais fatores que predispde estas ao ataque de fungos, podendo
acarretar em réapida perda de viabilidade das mesmas (Agarwal e Sinclair, 1987;
Bewley e Black, 1994). Pode ser observado pela Tabela 11A que, apesar da
analise de varidncia dos dados ndo ter detectado efeito significativo da
inoculagdo de C. lindemuthianum na germinagio das sementes, houve
correlagdes negativas significativas entre a porcentagem de germinaciio e a
incidéncia de pléntulas infectadas e, principalmente, entre a porcentagem de
germinagio e a severidade dos sintomas de antracnose observados nas plantulas.
Pdde ser constatado também pelo teste de germinagio, que houve correlaggo
positiva significativa entre os pardmetros de transmissibilidade de
C. lindemuthianum das sementes para as plantulas (incidéncia e severidade), e o
grau de umidade atingido pelas sementes ap6s cada tratamento de inoculagdo e
apos a secagem das mesmas.

Entretanto essas informag@io ndo permitem isolar apenas o efeito de



C. lindemuthianum na germinagio das sementes, pois outros fatores como, a
atuagdo dos patdgenos presentes no lote, ou mesmo o estadio de deterioragiio das

sementes podem estar envolvidos, como discutido anteriormente.

4.3.3 Emergéncia de plintulas em solo/areia e transmissibilidade de
Colletotrichum lindemuthianum pelas sementes

Como constatado para a germina¢fo das sementes em laboratério, ndo
houve efeito significativo (P > 0,2316) da inoculagdo das sementes por
C. lindemuthianum na emergéncia de plantulas em substrato solo/areia. Da
mesma forma, ndo foram detectadas diferengas significativas entre a
emergéncia média de plantulas oriundas de sementes ndo embebidas, € a
emergéncia média dos demais tratamentos, evidenciando apenas a influéncia
significativa do periodo de exposi¢@o das sementes (P > 0,0072) na emergéncia
das plantulas (Tabela 14 A). As sementes ndo embebidas apresentaram em
média 98,33% de emergéncia. J4 as sementes expostas a0 BDA (testemunha)
por 30 horas, apresentaram em média 97,56% de emergéncia, contra 100,00%,
98,60%, 98,45 e 93,80% para as sementes incubadas em BDA + manitol por
30, 72, 120 e 168 horas, respectivamente. Os periodos de 30, 72 e 120 horas de
exposi¢do das sementes em BDA + manitol ndo afetaram a emergéncia das
plantulas, ao passo que, quando as sementes foram expostas por 168 horas, a
emergéncia foi reduzida, em média 4,60% (Figura 14). Estes resultados
reforcam aqueles obtidos pelo teste de germinag@io das sementes em laboratério,
ou seja, a incubagdo de sementes de feijoeiro por 168 horas, em substrato
agarizado, tanto na presenca quanto na auséncia de C. lindemuthianum, acelera o
processo de deterioragdo das sementes, prejudicando o posterior desempenho

das mesmas.
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Figura 14 - Porcentagens médias de emergéncia de plantulas em solo/areia (Y),
em funcdo de diferentes periodos de exposigdo de sementes de feijoeiro a
BDA + manitol (t ), e a BDA (testemunha) por 30 horas. As barras na vertical
representam o erro padrdo.UFLA, Lavras - MG, 1999.
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Os sintomas apresentados pelas plantulas emergidas em solo/areia foram
similares aqueles apresentados nos testes de sanidade e de germinacdo em

laboratério (Figura 15).

Figura 15 - Sintomas de antracnose em plantulas de feijoeiro, oriundas de

sementes inoculadas com C. lindemuthianum, por 168 horas pela restricio
hidrica do BDA com manitol, aos nove dias apds a semeadura destas em

solo/areia. UFLA, Lavras - MG, 1999,

O resumo da andlise de varidncia dos dados referentes a severidade e a
incidéncia de antracnose nas plantulas é apresentado na Tabela 15 A. O periodo
de exposi¢do das sementes a C. lindemutianum, nos tratamentos de restricio

hidrica do BDA, foi significativo (P >0,0099) em influenciar a incidéncia e
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severidade dos sintomas da doenga nas plintulas emergidas. A incidéncia de
plantulas infectadas por C. lindemuthianum, observada no tratamento
testemunha, foi de 24,44%, e o grau de severidade dos sintomas de antracnose
foi de 9,16%, contra 1,73% e 0,43%, respectivamente, para os mesmos
pardmetros observados em BDA + manitol, pelo mesmo periodo de exposi¢do
das sementes. O aumento do periodo de exposi¢do das sementes para 72 horas,
pela restrigdo hidrica do BDA com manitol, proporcionou eficiéncia similar a
testemunha, com 25,76% de plantulas infectadas, e 10,66% de severidade dos
sintomas da doenga, ao passo que o periodo de exposicdo de 120 horas,
proporcionou indices médios de 35,10% de plantulas infectadas, e 20,10% de
severidade dos sintomas de antracnose nas mesmas, acarretando aumentos, em
relagdo a testemunha, de aproximadamente 10,66% de incidéncia da doenga e
em 12,94% de severidade dos sintomas. J4 o tratamento de restri¢do hidrica por
168 horas, resultou em valores médios de incidéncia e severidade de 43,10% e
23,46%, superando o tratamento testemunha em 18,66% ¢ 14,33%,
respectivamente (Figura 16).

Como constatado pelo teste de germinagdo das sementes em laboratério,
apesar da andlise de variancia dos dados néo ter detectado efeito significativo da
inoculagéo de C. lindemuthianum na emergéncia de plantulas em solo/areia,
houve correlagdes negativas significativas entre a porcentagem de emergéncia
de plantulas e a severidade dos sintomas de antracnose observados nas mesmas,
ndo ocorrendo o mesmo para o pardmetro de incidéncia de plantulas infectadas
(Tabela 11 A). Houve correlag@o positiva significativa entre a incidéncia de
plantulas infectadas, emergidas em solo/areia, € o grau de umidade atingido
pelas sementes, apds’ cada tratamento de inoculacfio, e apés a secagem das
mesmas. O mesmo comportamento pode se observado para a correlagdo entre a
severidade dos sintomas nas plantulas, ¢ o grau de umidade atingido pelas

sementes, ap6s cada tratamento de inoculag#o, e apds a secagem das mesmas.
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dos sintomas de antracnose ( Y ), determinadas pela emergéncia das plantulas
em solo / areia, em fungf@o de diferentes periodos de exposi¢do das sementes a
C.lindemuthianum em BDA + manitol ( t ) e em BDA por 30 horas
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Lavras - MG, 1999.
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Nio foi observado correlagdo significativa entre os resultados do teste de
sanidade das sementes com tegumento e a emengéncia de plantulas solo/areia.
Entretanto, as correlagGes negativas e significativas entre a porcentagem de
emengéncia de plantulas, e os parimetros de incidéncia de plantulas infectadas e
de severidade dos sintomas de antracnose, observados pela andlise sanitaria das
sementes sem o tegumento, revelam que a interferéncia de C. lindemuthianum
na reducdo da emengéncia das plantulas, depende da localizagdo do inéculo nos
tecidos da semente, sendo mais pronunciada quando este se localiza nos tecidos

internos ao tegumento das sementes.
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5. CONCLUSOES

O uso da restri¢do hidrica do BDA com manitol, constitui uma técnica
vidvel para aumentar a eficiéncia do processo de inoculagio de

Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijoeiro;

O grau de associagdo de Colletotrichum lindemuthianum com as sementes
de feijoeiro inoculadas pela técnica do BDA com manitol, aumenta a
medida que o periodo de exposi¢do das sementes ao inéculo do fungo é

aumentado;

A emissdo de radiculas de sementes de feijoeiro, acumulada em fung¢do do
tempo de incubagdo destas sobre BDA, diminui 4 medida que o potencial
hidrico do BDA ¢ reduzido, tanto pela adigdo de manitol quanto pela adigcédo
de PEG 6.000, e inibe completamente a emissdo de radiculas na restrigdo
hidricade -1 MPa;

A exposicio de sementes de feijoeiro durante 168 horas, sobre
BDA + PEG 6.000, a restri¢do hidrica de -1MPa, causa maiores prejuizos a
germinagdo das sementes do que em BDA + manitol, na mesma restrigdo

hidrica e pelo mesmo periodo de tempo;

O aumento da restricdo hidrica do BDA com PEG 6.000, afeta
negativamente o crescimento radial de colonias de Colletotrichum

lindemuthianum;



O aumento da restricdo hidrica do BDA com manitol, estimula o
crescimento radial de colonias de Colletotrichum lindemuthianum até a
restri¢do hidrica de -0,8 MPa;

O pré-condicionamento das sementes sobre BDA + manitol pelo periodo de

168 horas causa prejuizo & germinagio das sementes.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

O desenvolvimento de metodologias confidveis para inocular patégenos
em sementes, ¢ de grande utilidade em estudos envolvendo este tipo de
interagdo. Os métodos tradicionais utilizados para a obtengdo de sementes
infectadas, nem sempre sdo vidveis, quer pelo periodo de tempo que demandam,
ou mesmo por serem ineficientes ou questiondveis em evidenciar os efeitos do
patdgeno nas sementes inoculadas ou na progénie resultante.

Os resultados do presente trabalho indicam que o uso da restrigdo
hidrica do substrato agarizado, para inibir a germinaggio de sementes de feijoeiro
e prolongar o periodo de exposigdo destas com coldnias de Colletotrichum
lindemuthianum em desenvolvimento, constitui uma técnica eficaz e viavel para

aumentar a eficiéncia do processo de inoculagio das sementes pelo referido

patégeno. Entretanto, a infecgdo das sementes de feijoeiro pelo contato com
colonias de C. lindemuthianum em desenvolvimento, em meio agarizado, pode
estar relacinada ao equilibrio entre o potencial hidrico do substrato fiingico e dos
tecidos da semente, alcangado mais precocemente em BDA (testemunha) e, mais
tardiamente, em BDA com manitol. Neste aspecto, o uso de restri¢des hidricas
do BDA com manitol, inferiores a -1 MPa, por menores periodos de exposigéo
das sementes ao patdgeno, € um questionamento a ser considerado em outros
estudos, podendo ser também uma medida efetiva para a obten¢do de sementes
de feijoeiro infectadas por diferentes patégenos.

E necessario considerar também que, a eficiéncia do método de
inoculagdo estudado, pode apresentar diferentes resultados em fungfio da
variedade das sementes a serem utilizadas, ou mesmo da qualidade inicial do
lote em estudo. Como as sementes utilizadas neste trabalho foram selecionadas,

ndo sendo feito nenhum procedimento de assepsia superficial das mesmas, o



processo de infecgdo das sementes por C. lindemuthiamen pode Ter sido
influenciado pelo alto vigor inicial das sementes ou mesmo pela ag3o antagdnica
de fungos como Fusarium e, principalmente, Cladosporium cladosporioides,
detectados em altos niveis no lote estudado.

Finalmente, devido a diversidade das respostas fiingicas ao estresse
hidrico induzido, em diferentes substratos, 0 uso de outros meios de ccultura,
bem como de outros solutos, como por exemplo, polietileno glicol, sais,
acdcares e antibioticos, também constituem alternativas a serem consideradas

em outros estudos.
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TABELA 1A Resumo da anilise de “devidnce” dos dados referentes a

porcentagem acumulada de emissdo radiculas de sementes de feijoeiro, em

fungdo da restri¢do hidrica, do tipo de substrato, do pré-tratamento de assepsia €
do periodo de exposi¢do das sementes (tempo). UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variacio gl Devidnce X* P>X*
Intercepto 0 3502,4190 - 0,0001
Substrato 2 2091,4937 1410,9254 0,0001
Assepsia 1 2088,4480 3,0045 0,0810
Restri¢do hidrica 1 1679,5399 408,9081 0,0001
Tempo 1 221,7640 1457,7759 0,0001
(Tempo)® 1 206,8928 14,1379 0,0001
R.hidrica x substrato 1 165,7549 41,1379 0,0001
Tempo x substrato 2 154,7443 11,0106 0,0041

TABELA 2A Estimativas de pardmetros lineares utilizados no ajuste dos

modelos de porcentagem acumulada de emissdo de radiculas de sementes de

feijoeiro, em fungfo da restri¢do hidrica, do tipo de substrato, do pré-tratamento

de assepsia e do periodo de exposi¢dio das sementes (tempo). UFLA,

Lavras - MG, 1999.

Parametro gl. Estimativa Ermro padrio X  Pr>X
Intercepto 1 -21,8800 3,3714 42,1194 0,0001
BDA-+manitol 1 5,0067 1,9702 6,4443 0,0111
Testemunha 1 8,3368 2,0529 16,4911 0,0001
Com assepsia 1 -0,2833 0,1194 5,6284 0,0177
Restricé@o hidrica 1 -5,1141 0,6288 66,1512 0,0001
Tempo 1 0,2295 0,0404 32,2132 0,0001
(Tempo)* 1 -0,0006 0,0001 18,6067 0,0001
R hidrica x BDA+manitol 1 -7,1609 1,1835 36,6101 0,0001
Tempo x BDA-+manitol 1 -0,0054 0,0121 0,1998 0,6549
Tempo X testemunha 1 -0,0362 0,0123 7,4207 0,0064
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TABELA 3A Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes 2
porcentagem de germinagdio de sementes de feijoeiro, em fungdio do
pré-tratamento de assepsia superficial e do pré-condicionamento destas por 168
horas em BDA + PEG 6.000 ¢ BDA + manitol (substrato), a restri¢@o hidrica de
-1 MPa, e sobre BDA + manitol, a restrigdo hidrica de de -0,8 MPa (adicinais).
UFLA, Lavras - MG, 1999,

Fonte de variagéo _gl.  Quadrados médios P>F
Tratamentos 5 270,400 0,0011
Assepsia 1 529,000 0,0020
Substrato 1 289,000 0,0159
Assepsia x substrato 1 169,000 0,0570
Fatorial vs. adicionais 1 363,000 0,0080
Residuo 18 40,888

C.V. 6.87

TABELA 4A Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes a
porcentagem de sementes mortas, em fungfio do pré-tratamento de assepsia
superficial e do pré-condicionamento destas por 168 horas, em
BDA + PEG 6.000 ¢ BDA + manitol (substrato), 4 restri¢do hidrica de -1 MPa, e
sobre BDA + manitol, & restrigéo hidrica de de -0,8 MPa (adicinais). UFLA,
Lavras - MG, 1999.

Fonte de variagdo gl Quadrados médios P>F

Tratamentos 5 2,879 , 0,0001
Assepsia 1 3,124 0,0008
Substrato 1 6,113 0,0001
Assepsia x substrato 1 3,124 0,0008
Fatorial vs. adicionais 1 2,037 0,0045
Residuo 18 0,194

C.V. 39,34
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TABELA 5A Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes ao didmetro
radial das colonias de C. lindemuthuanum, aos oito dias de incubagdo em BDA
(testemunha), ¢ em BDA modificado pela adi¢do de PEG 6.000 ou manitol
(substrato), em 4 niveis de restri¢éo hidrica. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variagdo gl.  Quadrados médios Pr>F
Tratamentos 8 2,5981 0,0001
Substrato 1 17,6890 0,0001
Restri¢do hidrica 3 0,6277 0,0001
Substrato x restri¢do hidrica 3 0,1398 0,0001
Fatorial vs. testemunha 1 0,7933 0,0001
Residuo 36 0,0101

C.V. 1,86

TABELA 6A Resumo da andlise de regress@o dos dados referentes ao didmetro
radial das col6nias de C. lindemuthuanum, aos oito dias de incubagdo em BDA
(testemunha), e em BDA modificado pela adi¢gdo de PEG 6.000 ou manitol
(ssbstrato).em 4 niveis de restri¢do hidrica. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variag¢do gl Quadrados médios P>F
Tratamentos 4 5,1842 0,0001
Residuo 40 0,0103
C.V. 1,88
Parametro Estimativa  Erro padréo P>|T|
~ Intercepto 5,0256 0,0441 0,0001
Xp(BDA + PEG) 0,6715 0,1925 0,0012
X% (BDA + PEG) -1,3149 0,1870 0,0001
Xm (BDA + manitol) 4,1774 0,1925 0,0001
X?, (BDA + manitol) -3,3879 0,1870 0,0001
R* 0,98
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TABELA 7A Resumo da andlise de variéincia dos dados referentes ao grau de
umidade atingido pelas sementes em funggio de diferentes periodos de exposigio
destas a BDA + manitol (tempo), e a BDA por 30 horas (testemunha), em duas
modalidades (inoculagdo e controle) e em relagio as sementes nio embebidas.
UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variacio gl.  Quadrados médios P>F
Tratamentos 10 277,000 0,0001
Modalidade 1 38,862 0,0001
Tempo 3 129,997 0,0001
Modalidade x tempo 3 0,436 0,4004
Fatorial vs. testemunha 1 40,996 0,0001
Test. Controle. vs. test. Inoculagdo 1 2,680 0,0199
Nio embebida vs. demais 1 2296,220 0,0001
Residuo 22 0,426

C.V. 1,82

TABELA 8A Resumo da anélise de varidncia dos dados referentes ao grau de
umidade das sementes apds a secagem, em fungfo de diferentes periodos de
exposigdo destas a BDA + manitol (tempo), e a BDA por 30 horas (testemunha),
em duas modalidades (inoculagdo e controle) e em relagdio as sementes ndo
embebidas. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variagio gl Quadrados médios P>F

Tratamentos 10 32,765 0,0001
Modalidade 1 94,287 0,0001
Tempo 3 2,348 0,1393
Modalidade x tempo 3 3,666 0,0447
Fatorial vs. testemunha 1 1,320 0,2972
Test. Controle. vs. test. inoculagéo 1 55,998 0,0001
N&o embebida vs. demais 1 157,997 0,0001
Residuo 22 1,158

C.V. 6,72
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TABELA 9A Resumo das andlises de varidncia dos dados referentes a

severidade e a incidéncia de antracnose durante a avaliagdo do teste de sanidade

das sementes com o tegumento, em fungdio de diferentes periodos de exposi¢éo

destas ao inoculo de C. lindemuthianum, em BDA + manitol (tempo), e em BDA

por 30 horas (testemunha). UFLA, Lavras - MG, 1999.

Incidéncia Severidade

Fonte de varriagéo gl. Quadrados P>F Quadrados P>F

médios médios
Tratamentos 4 146,566  0,0017 354,777 0,0032
Tempo 3 1456,555  0,0010 433,462  0,0022
Demais vs. testemunha 1 216,600  0,2036 118,722  0,1264
Residuo 10 117,066 42,696
C.V. 33,05 38,64

TABELA 10A Resumo das analises de varidncia dos dados referentes a

severidade e a incidéncia de antracnose durante a avalia¢@o do teste de sanidade

das sementes sem o tegumento, em fungdo de diferentes periodos de exposigdo

destas ao inéculo de C. lindemuthianum, em BDA + manitol (tempo), e em BDA

por 30 horas (testemunha). UFLA, Lavras - MG, 1999.

Incidéncia Severidade

Fonte de varriaggdo gl. Quadrado P>F Quadrados P>F

s médios médios
Tratamentos 4 416,733  0,0003 109,322 0,0010
Tempo 3 428972  0,0004 117,915 0,0011
Demais vs. testemunha 1 380,016 0,0042 83,544 0,0148
Residuo 10 27,866 9,658
C.V. 50,75 9,65
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TABELA 11A Coeficientes de correlagio entre os diferentes pardmetros avaliados na terceira etapa experimental:
germinagdo (Germ.), emergéncia em em solo / areia (Emerg.), incidéncia de plantulas infectadas (Incid.), severidade dos
sintomas de antracnose (Sever.), sanidade das sementes com tegumento (San.c.t.), sanidade das sementes sem tegumento
(San.s.t.). UFLA, Lavras — MG, 1999.

Pardmetros Incid. Incid. Incid. Sever. Sever. Sever, Sever. Germ, Emer. - G.U.1 G.U.2
Emerg. San.c.t. San.st. Germ. Emerg. San.c.t. San.s.t.
Incid.Germ. 0,81**  0,95%*  0,78**  0,98**  0,82**  0,95**  0,74** -0,38* -0,28* 0,44**  0,55**
Incid.Emerg. - 0,80**  0,82**  0,78**  0,98** 0,77**  0,81** -0,36* -0,29 0,42* 0,58%*
Incid. San.c.t. - - 0,66**  0,92**  0,77**  0,99** 0,61** -0,31 -0,20 0,42* 0,62%*
Incid. San.s.t. - - - 0,80**  0,90**  0,64**  0,99%* -0,48*%* -0,44** 0,39* 0,44*
Sever.Germ. - - - - 0,80**  0,93**  0,76** -0,42** -0,33 0,42+ 0,51%+*
Sever.Emerg. - - - - - 0,74**  0,89** -0,41* -0,35* 0,42* 0,54**
Sever. San.c.t. - - - - - - 0,60** -0,33 -0,20 0,41* 0,60**
Sever.San.s.t. - - - - - - - -0,49** -0,46** 0,37* 0,41%
Germinagio - - - - - - - - 0,45*%  .0,4]1%* -0,33
Emergéncia - - - - - - - - - -0,21 -0,13
G.U.1 - - - - - - - - - - 0,74**

* Significativo a 5% pelo teste de Student
**Significativo a 1% pelo teste de Student
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TABELA 12A Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes a
porcentagem de germinag@o das sementes, em fungdo de diferentes periodos de
exposi¢do destas a BDA + manitol (tempo) e a BDA por 30 horas (testemunha),
em duas modalidades (inoculagdo e controle), e em relagdo as sementes ndo
embebidas. UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variagdo gl Quadrados médios P>F
Tratamentos 10 3,800 0,0060
Modalidade 1 3,375 0,0882
Tempo 3 9,708 0,0004
Modalidade x tempo 3 0,486 0,7142
Nio embebida vs. fatorial 1 3,375 0,0882
N&o embebida vs. testemunha 1 2,000 0,1835
Fatorial vs. testemunha 1 0,075 0,7928
Residuo 22 1,060

C.V. 1,04

TABELA 13A Resumo das andlises de varidncia dos dados referentes a
severidade e a incidéncia de antracnose durante a avaliagcdo da germinagdo das
sementes em laboratério, em fung¢do de diferentes periodos de exposi¢do destas
ao in6culo de C. lindemuthianum, em BDA + manitol (tempo), € em BDA por
30 horas (testemunha). UFLA, Lavras - MG, 1999.

Incidéncia Severidade

Fonte de varriagéo gl. Quadrados P>F Quadrados P>F

médios médios
Tratamentos 4 1186,400 0,0008 277,796 0,0012
Tempo 3 1552,861 0,0004 360,217 0,0007
Demais vs. testemunha 1 84,016 0,3791 30,530 0,3036
Residuo 10 99,200 25,960
C.V. 84,01 44,22
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TABELA 14A Resumo da andlise de varidncia dos dados referentes
porcentagem de emergéncia de plantulas dos tratamentos de inoculagdio e |
controle (exposic¢éo), em fungdio de diferentes periodos de exposi¢do destas a
BDA + manitol (tempo) e a BDA por 30 horas (testemunha), em duas
modalidades (inoculagéo e controle), e em relagdo as sementes ndo embebidas.
UFLA, Lavras - MG, 1999.

Fonte de variagdo gl Quadrados médios P>F

Bloco 2 2,718 0,7243
Tratamentos 10 18,188 0,0653
Modalidade 1 12,615 0,2316
Tempo 3 44,249 0,0072
Modalidade x tempo 3 3,869 0,7088
Nio embebida vs. fatorial 1 0,689 0,7761
Néo embebida vs. testemunha 1 0,888 0,7468
Fatorial vs. testemunha 1 0,120 0,9056
Residuo 20 8,291

C.V. 2,94

TABELA 15A Resumo das andlises de varidncia dos dados referentes a
severidade e 4 incidéncia de antracnose, nove dias ap6s a semeadura das
sementes em solo/areia, em fungdo de diferentes tempos de exposi¢do destas ao
inéculo de C. lindemuthianum, em BDA + manitol (tempo), € em BDA por
30 horas (testemunha). UFLA, Lavras - MG, 1999.

Incidéncia Severidade

Fonte de varriagdo gl. Quadrados P>F Quadrados P>F

médios médios
Bloco 2 6,282 0,9590 6,482 0,8601
Tratamentos 4 723,733 -0,0279 253,492 0,0156
Tempo 3 961,777 0,0158 321,548 0,0099
Demais vs. testemunha 1 9,600 0,8062 49,322 0,3111
Residuo 8 149,379 42,200
C.V. 46,94 50,91
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