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Para muitos microrganismos, os requerimentos exatos em potencial
hidrico sdo ainda desconhecidos, mas hd evidéncias de que os microrganismos
diferem entre si em relagdo ao potencial hidrico requerido. Além disso, os
requerimentos de um organismo especifico variam com a temperatura, pH e
vérios outros fatores. Geralmente, quanto mais favordveis forem a nutricdo e o
ambiente, menor o potencial hidrico de que o microrganismo precisa para
crescer (Cook & Papendick, 1978).

As bactérias e fungos, como Pythium spp., requerem potenciais hidricos
mais positivos para o crescimento, que € geralmente inibido em potenciais
hidrico menores que -3,0 MPa. Fungos pertencentes ao género Fusarium podem
crescer em potenciais hidricos menores que -10,0 MPa e -12,0 MPa. Algumas
espécies de Aspergillus e Penicillium podem crescer em potenciais hidricos
menores que -25,0 MPa (Cook & Papendick, 1978).

O potencial hidrico em meios de cultura osmoticamente modificados
com solutos idnicos (KCl e mistura de sais NaCl, KC1 e Na,SO,) interferiu na
taxa de crescimento micelial dos fungos Phytophthora cinnamomi,
Phytophthora parasitica ¢ Phytophthora megasperma Drechler var. sojae. Os
potenciais osméticos entre -1,0 MPa e -1,5 MPa estimularam o crescimento
micelial de Phytophthora megasperma, enquanto potenciais menores que -1,0
MPa reduziram o crescimento micelial de Phytophthora cinnamomi e
Phytophthora parasitica. O crescimento micelial dos fungos nos meios de
cultura foi relativamente independente do soluto utilizado (Sommers et al.,
1970).

Potenciais hidricos de -6,0 MPa a -8,0 MPa, em solo, inibiram o
crescimento micelial de Alternaria tenuis. O mesmo efeito ocorreu em meio de
dgar ajustado osmoticamente com potenciais de -13,0 MPa a -14,0 MPa

(Adebayo & Harris, 1971). Nesse estudo, o fungo teve um crescimento 6timo
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“Se ndo tem amor — faga o que quiser, saia a
procura de todos os deuses da terra, participe de
todas as atividades sociais, tente acabar com a
pobreza, entre na politica, escreva livros, escreva
poemas -, vocé € um ser humano morto. Sem
amor, seus problemas aumentam, multiplicam-se
interminavelmente. E com amor, faga o que quiser,
ndo hd risco, nio hd conflito. Portanto, 0 amor € a
esséncia da virtude.”

Jiddu Krishnamurti

A Maria Luiza Linhares da Purificagdo Magalhdes
(in memorian), que dedicou sua vida ao amor.

Dedico.
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RESUMO

MAGALHAES, Flivio Henrique Linhares. Restri¢io hidrica em patologia de
sementes: novas aplicagdes. 2005. [13lp. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

A necessidade de desenvolvimento de métodos para fins de pesquisa em
patologia de sementes, bem como para testes na anilise de rotina em sanidade de
sementes, que sejam praticos, confidveis e que ndo oferecam riscos 2 saide dos
técnicos e laboratoristas, conduziu a estudos sobre a utilizagio do principio da
restrigao hidrica em sementes e fungos. A restrigdo hidrica do substrato estd
sendo empregada em patologia de sementes, para a inoculagdo de patégenos em
sementes e, como substituto 2o 2,4-D (que pode ser fungitéxico e carcinogénico)
e ao congelamento em testes de sanidade de sementes, visando 2 inibir a
germina¢do das mesmas. Desse modo objetivou-se estudar o uso da restri¢io
hidrica no meio Neon visando 2 inibir ou reduzir a germinagdo das sementes
durante o teste, como uma alternativa ao 2,4-D e, o efeito da restri¢do hidrica
tanto em testes de sanidade de sementes de sorgo, visando a comparagio do
método de sanidade com congelamento, quanto a sua utilizac@o para obtengao de
sementes de milho portadoras de niveis diferenciados de indculo do fungo
Fusarium verticillioides. Com a aplicagio da técnica do pré-condicionamento
controlado de sementes com restritores hidricos foi revelado que para um
mesmo lote de sementes & possivel separar as sementes de milho naturalmente
infectadas por Fusarium verticillioides em diferentes classes de inéculo deste
organismo de acordo com o potencial ou densidade visual das estruturas
fingicas produzidas em um periodo de incubagdo. Essa técnica poderd ser
aplicavel na selegdio de sementes para estudos diversos, tais como interacdes
patégenos-hospedeiros. O uso de restritores hidricos, incorporados ao substrato
de papel pelo teste de incubagdo (blotter test) pode inibir ou reduzir
satisfatoriamente a germinagdo de sementes de sorgo em substitui¢ao a técnica
do congelamento. Na avaliagio dos efeitos do uso da restrigdo hidrica no meio
Neon verificou-se que a restrigio hidrica proporcionada por manitol nos
potenciais de -1,0 MPa e -1,2 MPa pode ser utilizada em testes de detecgao de
Sclerotinia sclerotiorum em meio Neon.

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) Edson
Ampélio Pozza - UFLA e Renato Mendes Guimaraes -
UFLA



ABSTRACT

MAGALHAES, Flivio Henrique Linhares. Water restriction in seed
pathology: new applications. 2005. 131p. Thesis (Doctoral in
Agronomy/Phytopathology)-Federal University of Lavras, Lavras.*

The need of development of methods for research purposes in seed
pathology, as well as for tests in routine analysis for seed health, that are
.practical, reliable and that don't offer risks to the technicians was the base to
develop some studies about the use of water restriction in relation to seeds and
fungi. The water restriction of the substratum is being used in pathology for
inoculation of pathogens in seeds and, as substitute to 2,4-D (that can be
fungitoxic and carcinogenic) and to the freezing method in seed health test, with
aim to inhibit the germination of seeds. One of the experiments aimed to study
the use of the water restriction in the medium Neon for inhibition or reduction of
seed germination during the test, as an alternative to 2,4-D and, the effect of the
water restriction in health tests of sorghum seeds, looking at the comparison of
this method with the freezing one, and also the use of water restricton to obtain
seeds of corn with differentiated levels of inoculum of the fungi Fusarium
verticillioides. With the application of controlled pre-conditioning of seeds with
water restrictors it was revealed that for a same seed lot is possible to separate
the com seeds naturally infected by Fusarium verticillioides in different classes
of inoculum potential in agreement with the potential or visual density of the
fungal structures produced in incubation period. That technique can be
applicable in the selection of seeds for several studies, such as on the interaction
pathogen-host. The use of water restrictors, incorporated to the paper substratum
in incubation test (blotter test) can inhibit or reduce satisfactorily the
germination of sorghum seeds in substitution to technique freezing. In the
evaluation of the effects of the use of the water restriction, in the medium Neon,
on Sclerotinia sclerotiorum was verified that the water restriction, provided
through mannitol at the potentials of -1,0 MPa and -1,2 MPa, can be used in
tests for detection of S. sclerotiorum in medium Neon.

*Advising Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Adviser) Edson
Ampélio Pozza - UFLA and Renato Mendes
Guimardes - UFLA



CAPITULO 1

RESTRICAQ HIDRICA EM PATOLOGIA DE SEMENTES: NOVAS
APLICACOES.



1INTRODUCAO GERAL

O aspecto sanitdrio de sementes no dmbito da agricultura representa um
dos componentes mais importantes por envolver fatores que dizem respeito ao
controle preventivo de doengas, para a maioria das espécies cultivadas, bem
como em termos de sustentabilidade de exploragio agricola em geral.

A necessidade de elaborar métodos em patologia de sementes, bem
como para testes na andlise de rotina em sanidade de sementes, que sejam
préticos, confidveis e que ndo oferegam riscos 2 saide dos técnicos e
laboratoristas, tem feito com que sejam conduzidos estudos sobre a utilizagio do
principio da restricdo hidrica em sementes e fungos. A restrigdo hidrica do
substrato estd sendo empregada em patologia de sementes para inocular
patégenos em sementes, em substituicdo ao congelamento e ao 2,4-D que pode
ser fungitéxico e carcinogénico, em testes de sanidade de sementes, visando
inibir a germinag¢do das mesmas (Coutinho & Machado, 2002).

O método da restrigdo hidrica do substrato empregado tanto no teste de
sanidade quanto na inoculagdo de patégenos em sementes foi desenvolvido no
Laboratério de Patologia de Sementes (LAPS) da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) (Carvalho, 1999; Costa, 2000; Coutinho, 2000; Machado et al.,
2001c¢; Coutinho & Machado, 2002). O método foi baseado em estudos sobre
pré-condicionamento fisiolégico em metodologias de inoculacdo de patégenos
em sementes ¢ em crescimento de fungos em meio de cultura com potenciais
hidricos modificados (Heydecker et al., 1975; Bradford, 1986, Tanaka et
al.,1989; Tanaka & Menten, 1991; Amaral et al., 1996; Carvalho, 1999). Esse
método consiste basicamente em substituir a dgua utilizada na embebicio do
papel de filtro ou na composi¢ao do meio de cultura, por solugdes idnicas ou

ndo, com potenciais hidricos adequados ao controle da germinagdo das



sementes. Como nio afeta o desenvolvimento de fungos associados as sementes
e nem prejudica o cultivo dos mesmos em meios com potenciais hidricos
ajustados, a aplicagdo desse método tem sido investigada em recentes trabalhos
(Carvalho, 1999; Costa, 2000; Coutinho, 2000; Machado et al.; 2001¢; 2001d;
Coutinho & Machado, 2002).

Os objetivos desta tese foram estudar o uso da restricao hidrica no
método de incubagio em substrato de papel para detecgdo de fungos em
sementes de sorgo, na detecgio de Sclerotinia sclerotiorum pelo método Neon e
na classificagiio ou obtengdo de sementes de milho com diferentes potenciais de 4

inéculo de Fusarium verticillioides.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Restriciio hidrica: relagdes hidricas em sementes e microrganismos

Os termos capacidade de campo e ponto de murcha permanente sio
utilizados para descrever o teor de 4gua no solo, enquanto pressio de vapor e
umidade relativa referem-se 4 4gua na atmosfera. Pressdo osmética designa dgua
nos tecidos das plantas, enquanto atividade de 4gua expressa a 4gua nas
sementes € alimentos secos (Cook & Papendick, 1978).

O potencial hidrico é uma expressdo do estado de energia da dgua, o qual
determina a disponibilidade de 4gua para processos vitais (Cook & Papendick,
1978), € representado pela letra grega  (psi). As unidades de medidas mais
usadas para expressar o potencial hidrico sdo o bar (1 bar = 100 joules = 0,987
atmosferas) e o megaspascal (1 MPa = 10 bars).

O conceito que melhor define o comportamento fisico da 4gua no
sistema solo - planta - atmosfera, € o de potencial hidrico. O potencial hidrico
(¥) € a diferenga entre o potencial quimico da d4gua em um sistema, ou parte do
sistema, e o potencial quimico da 4gua livre, em condigdes iguais de pressio
atmosférica e temperatura (Duniway, 1979). O potencial hidrico (y) & resultante
da interagdo entre trés potenciais: osmético (), que representa a concentragio
de solutos dissolvidos nas células; métrico (¥;,), que estd relacionado com a
capacidade de matrizes, como parede celular, amido e proteinas, hidratarem-se e
ligarem-se & dgua; e o de pressdo (), relacionado 2 for¢a contraria exercida
pela parede celular externa, devido a resisténcia desta A expansdo (Cook &
Papendick, 1978). O potencial hidrico total de células vivas é determinado pela
soma dos componentes de pressdo (positivo), métrico (negativo) e osmético

(negativo).



Em sementes secas, os efeitos matricos sdo especialmente importantes.
A répida entrada de dgua dentro das sementes deve-se, principalmente, a uma
forga matrica (Salisbury & Ross, 1992).

O processo de germinagdo € iniciado com entrada de dgua na semente
por embebicdo e utilizagio de substdncias de reserva da prépria semente
(Popinigis, 1985).

Em condigdes normais de germina¢do, as sementes apresentam
geralmente um padrdo trifisico de embebigdo (Bewley & Black, 1994). Na fase
inicial de embebigdo (fase I), ocotre uma absor¢io répida de dgua e o inicio da
degradacdo das reservas das sementes, decorrente das forgas matricas que atuam
nos tecidos das mesmas. A fase II é caracterizada pelo transporte ativo das
reservas desdobradas na fase anterior para o tecido meristematico e por
pequenas mudangas no contelido de dgua das sementes. Na fase I de
germinagdo, ocorre o elongamento celular ¢ a emergéncia de radicula,
resultantes da organizagdo de substincias complexas desdobradas na fase I e
transportadas na fase II (Carvalho & Nakagawa, 1988).

Sementes secas em equilibrio higroscépico com o ar em uma umidade
relativa de 50% podem estar com um potencial hidrico () de aproximadamente
-100 MPa, proporcionando um gradiente hidrico favordvel & absor¢3o de dgua
pelas sementes quando essas sdo colocadas em dgua pura ou em substratos com
potenciais hidricos maiores que -2,0 MPa, segundo Bradford (1986). Ainda de
acordo com esse autor, a emergéncia da radicula ocorre quando o contelido de
dgua da semente atinge um platd, que depende de um potencial hidrico de
equilibrio especifico entre a semente € 0 meio externo.

A faixa de potencial hidrico adequada para o crescimento de bactérias e
fungos varia de -0,3 MPa a -0,5 MPa. O crescimento ¢ impedido, ou quase
inibido, na faixa de 4,0 MPa a -5,0 MPa de potencial hidrico (Cook &
Papendick, 1978).



Para muitos microrganismos, os requerimentos exatos em potencial
hidrico sao ainda desconhecidos, mas hd evidéncias de que os microrganismos
diferem entre si em relagdo ao potencial hidrico requerido. Além disso, os
requerimentos de um organismo especifico variam com a temperatura, pH e
vérios outros fatores. Geralmente, quanto mais favordveis forem a nutrigio e o
ambiente, menor o potencial hidrico de que o microrganismo precisa para
crescer (Cook & Papendick, 1978).

As bactérias e fungos, como Pythium spp., requerem potenciais hidricos
mais positivos pam o crescimento, que € geralmente inibido em potenciais
hidrico menores que -3,0 MPa. Fungos pertencentes ao género Fusarium podem
crescer em potenciais hidricos menores que -10,0 MPa e -12,0 MPa. Algumas
espécies de Aspergillus e Penicillium podem crescer em potenciais hidricos
menores que -25,0 MPa (Cook & Papendick, 1978).

O potencial hidrico em meios de cultura osmoticamente modificados
com solutos iénicos (KCl e mistura de sais NaCl, KC1 e Na,SOj) interferiu na
taxa de crescimento micelial dos fungos Phytophthora cinnamomi,
Phytophthora parasitica e Phytophthora megasperma Drechler var. sojae. Os
potenciais osméticos entre -1,0 MPa e -1,5 MPa estimularam o crescimento
micelial de Phytophthora megasperma, enquanto potenciais menores que -1,0
MPa reduziram o crescimento micelial de Phytophthora cinnamomi e
Phytophthora parasitica. O crescimento micelial dos fungos nos meios de
cultura foi relativamente independente do soluto utilizado (Sommers et al.,
1970).

Potenciais hidricos de -6,0 MPa a -8,0 MPa, em solo, inibiram o
crescimento micelial de Alternaria tenuis. O mesmo efeito ocorreu em meio de
dgar ajustado osmoticamente com potenciais de -13,0 MPa a -14,0 MPa

(Adebayo & Harris, 1971). Nesse estudo, o fungo teve um crescimento 6timo



em potenciais hidricos de 0,0 MPa a -1,0 MPa e um crescimento médio em
potenciais de -3,0 MPa a -4,0 MPa.

Meios de cultura com potenciais osméticos entre -0,3 MPa e -1,0 MPa
estimularam o crescimento micelial dos fungos Botrylis cinerea € Alternaria
alternata (Alam et al., 1996), enquanto potenciais menores que -1,0 MPa
reduziram progressivamente o didmetro das coldnias. Entretanto, em outros
estudos, os fungos Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cryphonectria
parasitica, Fusarium moniliforme ¢ Fusarium graminearum tiveram os seus
crescimentos miceliais estimulados em meios de cultura com potenciais
osméticos entre -0,3 MPa e -2,0 MPa, enquanto os meios de cultura com
potenciais osméticos menores que 2,0 MPa reduziram o crescimento micelial
dos fungos (Adebayo & Harris, 1971; Wearing & Burgess, 1979; Subbarao et
al., 1993; Gao & Shain, 1995).

A restri¢io hidrica do meio BDA, nos potenciais osméticos de -0,6 MPa,
.0,7 MPa, -0.8 MPa e -0,9 MPa, nio afetou o crescimento micelial in vitro dos
fungos Drechslera oryzae, Gerlachia oryzae, Phoma sorghina e Pyricularia
grisea e nos potenciais osméticos de -0,4 MPa, -0,5 MPa, -0,6 MPa e -0,7 MPa,
nio afetou o crescimento micelial in vitro dos fungos Colletotrichum
lindemunthianum, Fusarium oxysporum fsp. phaseoli, Macrophomina

phaseolina e Rhizoctonia solani (Coutinho, 2000).
2.2 Métodos de inoculaciio de fungos em sementes

Sementes portadoras de patégenos basicamente sdo obtidas pelos
seguintes métodos: escolha entre lotes comerciais, inoculagdo de plantas,
inoculagio pela embebigdo das sementes em suspensdo de indculo ou outro
veiculo, contato das sementes com a coldnia do microrganismo crescida em
meio de cultura padrdo (BDA) (Tanaka et al., 1989; Tanaka & Menten, 1991).



Sementes geralmente sdo inoculadas para diversas finalidades, como
estudos envolvendo testes de patogenicidade e resisténcia de cultivares a
determinados patégenos transmitidos por sementes e pelo solo, e avaliacdo da
eficicia do tratamento com produtos (Agarwal & Sinclair, 1987; Machado,
2000).

A inoculagio artificial de patégenos em sementes garante a associagio
dos sintomas com o verdadeiro agente causal (Tanaka & Menten, 1991), mas o
uso de sementes artificialmente inoculadas com patégenos apresenta alguns
questionamentos em fungdo do método utilizado nessa operagdo (Machado,
2000).

O método mais simples de inoculagdo consiste em cobrir as sementes
com esporos de patégenos ou uma suspensdo concentrada de hifas jovens
(Agarwal & Sinclair, 1987). Tanaka et al. (1989) compararam o método de
inoculagdo de sementes de algodao com C. gossypii var. cephalosporioides por
meio do contato direto da semente com o fungo desenvolvido em meio de
cultura BDA, ao tradicional, imersdo das sementes em suspensdo padronizada de
conidios, e concluiram que: a) no método tradicional o patégeno pode ficar em
associagdo externa, com o indculo apenas aderido 2 semente, com menor
probabilidade de transmiss@o a progénie; e b) a semente molhada na suspensdo
de esporos, ao ser seca, mesmo ao ar, podera resultar na morte dos conidios por
ressecamento, devido a sua localizagdo externa. Esses autores sugeriram ainda
que pesquisas futuras poderiam demonstrar se as sementes, uma vez secas,
poderiam ser armazenadas para serem utilizadas posteriormente em diversos
tipos de estudos, pois em periodos menores que 24 horas, corre-se o risco de ndo
haver penetragdo em nivel satisfatério e, em periodos superiores, a semente
poderia absorver dgua em quantidade suficiente para levar a um
comprometimento da seqiiéncia da germinagdo, caso sejam submetidas 2

secagem.



Sementes de feijio foram inoculadas separadamente com 0S fungos
Aspergillus spp. e Penicillium spp., utilizando para isso o inéculo de cada um
dos fungos crescidos em placas de Petri contendo meio BDA, incubadas a
temperatura de 28 °C durante 18 dias. As sementes foram misturadas ao inéculo
do fungo preparado raspando-se a massa de €sporos € micélio da superficie do
meio de cultura. Ambos os fungos causaram deterioragdo das sementes de feijdo
quando armazenadas, resultando na queda da porcentagem de germinagio ¢
emergéncia (Tanaka & Corréa, 1991).

A resisténcia de algumas culturas a certos patégenos pode ser testada
pela inoculagio de sementes. Sementes inoculadas sdo colocadas sobre papel de
filtro imido em placas de cultura, ou culturas de patégenos em crescimento, ou
sobre papel de filtro embebido em uma suspensdo de esporos (Agarwal &
Sinclair, 1987).

A inoculagdo em sementes de trigo para testes de resisténcia a Fusarium
spp. utilizando o método do papel de filtro, foi realizada por Mesterhazy (1978).
Para isso, uma camada dupla de papel de filtro foi imersa em suspensdo de
esporos e colocada em placas estéreis. As sementes foram desinfestadas
superficialmente, colocadas sobre o papel e incubadas. Apés alguns dias, as
plantulas foram avaliadas quanto 2 resisténcia.

Vieira (1996) utilizou formulagio em pé de esporos do fungo
Aspergillus para infestagio de sementes de algodoeiro. A suspensdo de esporos
(5% viv) foi adicionada ao meio BDA com 4gar a 0,50 % (5g/L). Apos
homogeneizagio desse meio, trés discos de papel de filtro esterilizados foram
mergulhados nessa suspensdo de esporos agarizada e colocados em placas de
Petri esterilizadas. Essas placas foram mantidas a 25 °C, por 20 dias, at¢ a
desidratagio completa do papel de filtro. A esse substrato, contendo coldnias de
Aspergillus esporuladas, foram adicionados 2g de caolim esterilizado (material

inerte de granulometria fina) por placa, obtendo-se, assim, com o auxilio de um



pincel, o pé com propdgulos de Aspergillus. A formulagiio de pé foi ajustada
para 10x10° conidios/g de produto, com auxilio de uma cimara Neubauer e por
dilui¢des de quantidade definida. A incorporagdo do inGculo em pé nas sementes
foi realizada utilizando-se 200g do produto/100kg de sementes.

Tanaka et al. (1989) obtiveram éxito ao inocular Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides em sementes de algodao da cultivar CNPA 2H, com ou
sem linter. A inoculag@o consistiu do contato das sementes sobre col6nias do
fungo, crescidas em meio BDA, em placas de Petri durante diferentes periodos
de tempo (0, 12, 24, 36 ¢ 48 horas). Observou-se, de modo geral, um aumento
gradativo do efeito do patégeno sobre as sementes 3 medida que aumentou o
temnpo de exposi¢do ao inéculo. Ressaltaram ainda a utilidade da obten¢do de um
método que proporcionasse a associagdo do tipo infec¢do e ndo limitasse a
semeadura para imediatamente ap6s a inoculagdo.

Inoculagdo de C. gossypii e C. gossypii var. cephalosporioides em
sementes de algoddo deslintadas, foi efetuada pelo contato com coldnias do
fungo crescidas em meio de dgar, em tubos de ensaio (Costa, 1939 citado por
Tanaka & Menten, 1991).

Trés métodos de inoculagio de Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides ¢ C. gossypii em sementes de algodoeiro foram comparados
quanto 2 eficiéncia na obtencdo de sementes infectadas. Os métodos utilizados
foram: contato das sementes com coldnias dos fungos durante 24 horas e
secagem ao ar por 24 horas; imersao das sementes em suspensio de conidios (1
x 10° esporos/mL) durante 30 minutos e secagem ao ar por 2 horas; e imersio
das sementes em suspensdo de conidios durante 2 horas e secagem ao ar por 16
horas. A eficiéncia dos métodos variou em fun¢dio da técnica empregada. O
método de contato das sementes com col6nias dos fungos foi considerado o mais
eficiente na obten¢ao de sementes infectadas (Tanaka & Menten, 1991).

O fungo Fusarium oxysporum f.sp. vasinfectum foi inoculado em

10



sementes de algodoeiro, por meio do contato das mesmas com a coldnia fiingica
crescida em meio BDA, com sete dias de idade, por periodos de tempo de O, 12,
24 e 48 horas. Nas sementes mantidas por 48 horas em contato com a colénia
fingica observaram-se 99,33% de infecgdo (Santos, 1995).

Sementes de feijoeiro e soja foram submetidas & inoculagdo pelo método
de contato com coldnias de S. sclerotiorum, por um periodo de exposigdo de 30
horas, obtendo-se eficiéncia de zero a 31% de infecgdo para as sementes de
feijoeiro e de 35 a 100% para as sementes de soja, detectadas pelo método do
papel de filtro (Peres, 1996).

Sementes de girassol, milho e soja foram submetidas a inoculagc@o com
esporos dos fungos Alternaria helianthi, Fusarium moniliforme e Colletotrichum
dematium var. truncata, respectivamente. As colbnias dos fungos foram
crescidas em substrato BDA, em placas de Petri, durante uma semana. ApSs este
periodo as sementes foram mantidas por 24 horas sobre este substrato, em
temperatura ambiente, na presenga de luz, obtendo-se, assim, niveis varidveis de
inéculo nas sementes (Albuquerque, 2000).

A técnica de restricio hidrica tem sido empregada para a inoculagdo de
patégenos em sementes. Esta técnica consiste em colocar as sementes sobre a
colénia fiingica crescida em substrato (meio de cultura) modificado com a
adicdo de solutos, obtendo-se, assim, a restrigdo hidrica necessiria ao
impedimento ou retardamento da germinacdo das sementes, sem inibir o
crescimento do fungo. Estudos tém demonstrado que a inoculag@o de sementes,
para um grande nimero de fungos, empregando a técnica de restri¢do hidrica de
substratos favordveis para o crescimento desses organismos, € uma opgao eficaz
na obtengio de sementes com qualificagdo sanitdria adequada (Carvalho, 1999;
Costa, 2000; Machado, 2000; Carvalho, 2001; Machado et al., 2001a; 2001b;
2001¢).

Em relagdo 2 inoculagdo de fungos em sementes, a técnica da restrigdo
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hidrica do substrato permite prolongar o periodo de permanéncia das sementes
em contato com o patégeno, favorecendo uma maior porcentagem de infecgio,
sem que as mesmas germinem, € possibilita que as sementes, apds inoculagéo,
tenham o seu perfodo ttil de utilizagao prolongado (Machado, 2000).

O uso da técnica de restricdio hidrica do substrato utilizado para
inoculagdo de fungos em sementes tem sido eficiente no controle ou no
retardamento da germinagdo das sementes, sem afetar o desenvolvimento de
fungos (Amaral et al., 1996; Carvalho, 1999).

Carvalho (1999) utilizou a metodologia de restri¢do hidrica para inocular
Colletotrichum lindemuthianum em sementes de feijoeiro, em meio BDA
controlado osmoticamente com manitol e polictilenoglicol em diferentes
potenciais de restricdo hidrica (-0,8 e -1,0 MPa) e em diferentes periodos de
tempo (30, 72, 120 ¢ 168h).

Costa (2000) utilizou a mesma metodologia para inoculagio do fungo
Fusarium oxysporum f.sp. phaseoli em sementes de feijoeiro. As sementes
foram mantidas em contato com o fungo cultivado em meio BSA (batata,
sacarose € dgar) adicionado dos solutos sacarose, cloreto de potdssio e manitol,
em restri¢do hidrica de -0,8, -1,0 e -1,2 MPa durante os periodos de tempo de 30,
72, 120 ¢ 168 horas. Dessa forma, constatou-se que a restri¢ao hidrica possibilita
a obtengdo de sementes portadoras de F. oxysporum em niveis diferenciados de
infecgdo.

Sementes de milho foram submetidas a inoculacio com Stenocarpellia
maydis pelo método da restricdo hidrica do meio de cultivo do fungo, BDA
acrescido de manitol, ajustado para um potencial hidrico de -1,4 MPa. As
sementes foram mantidas em contato com a coldnia fiingica cultivada nesse
meio por 96 horas, obtendo-se, assim, uma porcentagem média de 67,61% de
sementes infectadas (Carvalho, 2001).

Machado et al. (2001b) inocularam os fungos Diplodia maydis,
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Cephalosporium acremonium e Fusarium moniliforme com 6 dias de idade, em
sementes de milho pelo método da restrigdo hidrica do meio de cultivo do fungo,
BDA adicionado de manitol, ajustado para os potenciais hidricos de 0,0; -0,4;
0,6; -0,8 e -1,0 MPa durante 0, 36, 48, 72, 96 ¢ 120 horas, a temperatura de 25
°C. Os autores verificaram que o meio com baixa restri¢ao hidrica promoveu um
crescimento micelial mais rdpido e, 2 medida que se aumentou a restricdo
hidrica, foi possivel prolongar o tempo de exposigdo das sementes aos fungos
.sem que ocorresse germinagdo, promovendo um maior indice de infecgdo das
sementes e plantulas com lesGes.

O método da restri¢o hidrica também foi utilizado para a inoculagao de
Colletotrichum truncatum, Phomopsis sojae e Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de soja, utilizando-se manitol como restritor hidrico, incorporado ao
meio de cultura desses fungos. Foram utilizados cinco niveis de restrigdo
hidrica, 0,0; -0.4; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa. As sementes foram dispostas sobre o
substrato contendo colonias dos fungos com sete dias de idade, no qual
permaneceram por tempos varidveis, de acordo com o potencial hidrico
utilizado. Constatou-se que os potenciais hidricos mais negativos permitiram um
maior periodo de contato das sementes de soja com os fungos, sem que
ocorresse a germinagdo, o que possibilitou um maior nivel de infecgdo das
sementes, com conseqliente redugfio na germinagio e aumento da porcentagem

de plantulas com lesdes (Machado et al., 2001a).
2.3 Aplicagdes da restrigiio hidrica em testes de sanidade de sementes

O objetivo central de um teste de sanidade de sementes € informar os
tipos, a freqiiéncia e o potencial de ocorréncia de agentes fitopatog€nicos em um

dado lote. Esses testes tém como fundamento tornar evidentes, seja de maneira

direta ou indireta, os patégenos associados as sementes. Dentre os testes de
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incubacido para detectar a presenca de fungos em sementes destacam-se os
métodos de incubacdo em papel de filtro “blotter test”, e a incubagio em meio
agar. Esses ‘métodos sio aplicados para quase todos os tipos de sementes,
incluindo sementes de cereais, hortalicas, ornamentais e florestais, na detecgio
de um grande nimero de fungos (Machado, 1988).

O teste de incubagdo em meio dgar modificado com adigdo de sais ou
acucares tem sido utilizado na deteccdo de fungos de armazenamento. Para
determinar o ndmero e espécies de fungos de armazenamento presentes em
sementes, utiliza-se o seguinte procedimento: sementes desinfestadas
superficialmente, com hipoclorito de sédio a 2% durante dois minutos sdo postas
sobre meio dgar adicionado de sais como cloreto de sédio na concentracido de
5% a 20% ou agiicares como sacarose na concentragiao de 20% a 65%, em placas
de Petri. Em seguida as placas sio mantidas 2 temperatura de 27 °C, durante
cinco a sete dias (Christensen & Kaufmann, 1969). Para a detec¢io de fungos de
armazenamento, utilizando o método de incubagio em meio 4gar, € aconselhavel
a adigdo de 18% de NaCl ao meio de cultura (Neergaard, 1979). Os fungos
Aspergillus halophilicus e A. restrictus requerem alta pressdo osmética para
crescerem e se desenvolvem muito pouco em meio 4gar, se este ndo contiver
considerdveis quantidades de aglicar ou sal. O A. halophilicus requer mais de
10% NaCl, ou mais de 40% de sacarose no meio para crescer (Wetzel, 1987).

Em testes de incubagdo em papel “blotter” e em meio 4gar, a germinagao
das sementes precisa ser impedida ou reduzida para prevengdo de contaminagdes
secunddrias e tornar a avaliagdo mais rdpida e precisa (Machado, 1988).

De forma convencional, o 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacetato de sédio ou
potdssio) tem sido utilizado em testes de sanidade para inibir ou impedir a
germinagio em sementes de plantas dicotiledoneas e o congelamento (-20 °C)
em sementes de monocotiledoneas. Porém, o uso do 2,4-D tem levado a

contamina¢do no laborat6rio e apresenta risco para os operadores por ser
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carcinogénico. O método do congelamento “freezer” tem mostrado ser um
empecilho para andlise de um maior nimero de amostras e manipulacdo
adicional das sementes durante o teste (Machado, 1988; Coutinho & Machado,
2002).

A técnica da restricdo hidrica do substrato tem sido empregada em
estudos visando a inibir a germinagio das sementes submetidas ao “blotter test”
em substituicio ao 2,4-D e ao congelamento “freezer” (Coutinho, 2000).

A técnica da restrigio hidrica do substrato foi baseada em estudos sobre
pré-condicionamento fisiolGgico “priming” e em metodologias de inoculagdo de
patégenos em sementes (Heydecker et al., 1975; Bradford, 1986; Tanaka et
al.,1989; Tanaka & Menten, 1991). Este método consiste basicamente em
substituir a dgua utilizada na embebigdo do papel de filtro ou na composicdo do
meio de cultura, por solugdes idnicas ou ndo, com potenciais hidricos adequados
ao controle da germinacio das sementes, de maneira a ndo afetar o
desenvolvimento de fungos associados a sementes.

As solugdes osméticas de cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potissio
(KCI) € manitol com potenciais de -0,7 MPa e -0,9 MPa, utilizadas para embeber
o papel de filtro ou preparar meio dgar-dgua, utilizados em testes de sanidade,
controlam a germinagdo das sementes, inibindo ou retardando o crescimento das
plantulas, de espécies dicotiledoneas como feijao e soja e de espécies
monocotileddneas como arroz e milho, sem afetar o crescimento dos fungos
associados as sementes (Coutinho, 2000).

Portanto, a técnica de restri¢ao hidrica do substrato pode ser empregada
com vantagens em relagio aos métodos tradicionais utilizados para inibir ou
retardar a germinagdo de sementes submetidas ao teste de sanidade. Quando
comparada ao 2,4-D, a restri¢io hidrica apresenta as vantagens de ter um menor
custo, ndo ser fungitéxica e ndo expor o laboratorista a produtos t6xicos. Em

relagiio ao congelamento, a restrigdo hidrica apresenta como vantagens o fato de
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nio matar as sementes, 0 que minimiza as contaminagdes resultantes do
crescimento fiingico sobre os nutrientes exudados das sementes mortas que sio
drenados pelo papel de filtro. Também dispensa o uso de antibiéticos para evitar
contaminagGes por bactérias saprofiticas associadas as sementes, os quais,
muitas vezes, inviabilizam o teste economicamente (Coutinho & Machado,
2002).
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CAPITULO 2

PRE-CONDICIONAMENTO OSMOTICO NO TESTE DE SANIDADE
DE SEMENTES DE SORGO VISANDO A DETECCAO DE FUNGOS



1 RESUMO

MAGALHAES, Flavio Henrique Linhares. Pré-condicionamento osmético no
teste de sanidade de sementes de sorgo visando a detec¢io de fungos. In:
Restriciio hidrica em patologia de sementes: novas aplicagSes. 2005. Cap. 2
p.21-74. Tese (Doutorado em Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras,
Lavras.*

Nos testes de sanidade realizados por meio do método de incubagdo em
substrato de papel, a rdpida germinagio das sementes dificulta a identificagdo
dos fungos e pode comprometer a validade do mesmo. Em sementes de sorgo,
tem-se utilizado o *blotter test” com congelamento de modo a impedir a
germinagdo das sementes. Uma outra possibilidade vem sendo testada para a
aplicagdo em testes de sanidade em papel visando a reduzir ou impedir a
germinagdo das sementes, que € o uso da restri¢cdo hidrica do substrato por meio
de solutos. Dessa forma, neste trabalho o objetivo foi avaliar a viabilidade do
uso da restricao hidrica em teste de sanidade para sementes de sorgo como
alternativa ao congelamento usado para impedir a germinagio. Foram avaliados
os efeitos da restricdo hidrica do substrato, induzida pela adi¢gio de NaCl,
manitol e manitol + NaCl nos potenciais -0,4, -0,6, -0,8, -1,0 MPa, em relacdo a
germinagao ¢ ao comprimento de raiz de plantulas, e a porcentagem de
ocorréncia e severidade de fungos em sementes de sorgo submetidas ao teste de
sanidade. A restricao hidrica dos solutos e nos potenciais testados reduziu a
germinacdio ¢ o comprimento de raiz de plantulas de sorgo em niveis
satisfatérios, revelando-se um meio eficaz de controlar a germinagdo em teste de
incubacido em substituicdo ao congelamento. Diferengas de incidéncia e drea
superficial das sementes coberta pelo inéculo dos fungos: Cladosporium -
cladosporioides Colletotrichum graminicola, Drechslera turcica, Fusarium
moniliforme, Epicoccum purpurencens ¢ Alternaria alternata em sementes de
sorgo foram na sua maioria ndo significativas entre os tratamentos, evidenciando
que a restri¢ao hidrica ndo interferiu no desenvolvimento dos mesmos.

*Comité Oriemtador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) Edson
Ampélio Pozza - UFLA e Renato Mendes Guimardes -
UFLA
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2 ABSTRACT

MAGALHAES, Flivio Henrique Linhares. Osmotic pré-conditioning in the
health test of sorghum seeds to detect fungi. In: . Water restriction in
seed pathology: new applications. 2005. Cap. 2, p.21-74. Thesis (Doctoral in
Agronomy/Phytopathology)-Federal University of Lavras, Lavras.*

In the seed health tests, in which incubation method in paper substratum
is employed, the fast germination of the seeds makes the identification of the
'fungi difficult, which makes the validity of the method questionable. In this
work the objective was to evaluate the viability of the use of the water
restriction, in health test for sorghum seeds as alternative to the freezing method
used to impede the seed germination. Evaluation was performed on the effects of
the water restriction of the substratum, induced by the addition of NaCl,
mannitol and mannitol + NaCl at the potentials -0.4, -0.6, -0.8, -1.0 MPa, in
relation to the germination and length of seedling root at satisfactory levels, and
percentage of the occurrence and severity of fungi in sorghum seeds submitted
to the health test. The water restriction of the solutes at the potentials tested
reduced the germination and length of root of sorghum seedlings.This procedure
reveals as an effective way to control the germination in incubation test in
substitution to the freezing method. Differences in incidence and area of the
seeds covered by the superficial inoculum of the fungi: Cladosporium
cladosporioides, Colletotrichum graminicola, Drechslera turcica, Fusarium
moniliforme, Epicoccum purpurencens and Altemmaria alternata, were not
significant between treatments. That indicates that the water restriction didn't
interfere in the development of those fungi.

*Advising Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Adviser) Edson
Ampélio Pozza - UFLA and Renato Mendes
Guimaraes - UFLA
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3 INTRODUCAO

O Sorgo (Sorghum bicolor L.) € uma planta de origem africana, que foi
domesticada ao longo das geragdes pelo homem. Ocupa hoje, o quinto lugar
entre os cereais mais cultivados no mundo, particularmente em &4reas de alté
temperatura e baixa precipitagio. E uma planta que apresenta tolerancia as
condigdes de déficit hidrico, o que possibilitou o seu cultivo em virias regides
brasileiras, um dos principais fatores responsiveis pela expansio da cultura.

A produgio de sorgo no Brasil cresceu aceleradamente a partir da década
de 90, passando de 435.600 toneladas (safra 1996/1997) para 1.959.100
toneladas (safra 2003/2004). Entre as regiGes produtoras, o Centro-oeste é a
principal regiao no cultivo do sorgo, 241.500 toneladas (Agrianual, 2005).

A cultura do sorgo esta sujeita a incidéncia de um nimero relativamente
elevado de doengas cujos patégenos sdo, na maioria, veiculados e transmitidos
por sementes. Essa transmissdo torma-se mais importante nessa cultura em
virtude da forma de suas paniculas, nas quais as sementes estdo totalmente
expostas e agrupadas, criando condigGes ideais ao desenvolvimento de fungos.

Os fungos que atacam as sementes desta graminea podem causar perdas
tanto na produ¢do quanto na qualidade das sementes, e as sementes infectadas
comumente exibem reducdo na germinag¢do, na emergéncia de plantulas e no
vigor, 0 que leva a uma baixa populagdo de plantas no campo (Pinto, 1999).
Dentre os patégenos transmitidos por sementes de sorgo destacam-se
Colletotrichum graminicola, Fusarium moniliforme, Phoma sorghina e
Drechslera turcica (Pinto, 1999).

No controle de doengas deve-se levar rigorosamente em considera¢@o as

priticas de controle preventivo como prote¢ao vegetal, exclusao, erradicagio,



imunizagdo, terapia e regulagdo, as quais sio aplicdveis para patdgenos
associados as sementes (Machado, 2000).

A identificagiio precoce dos agentes causais das referidas doengas nas
sementes por meio do teste de sanidade constitui uma ferramenta das mais
importantes no ambito do controle integrado de doengas do sorgo.

A analise sanitdria de sementes, além de ser um dos fatores no manejo
integrado de doengas, é ainda um pré-requisito basico em defesa vegetal,
certificagio de sementes ¢ programas de melhoramento. Dentre os vérios
métodos existentes de detecgdo de patégenos em sementes, O método de
incubagdo em substrato de papel de filtro (blotter test) € o mais utilizado
(Neergaard, 1979).

Nos testes de sanidade de sementes de algumas espécies vegetais, como
o método de incubagdo em substrato de papel (ISP), a rdpida germinagdo das
sementes dificulta a identificag3o dos fungos, podendo comprometer a validade
desse método pela possibilidade de contaminages secunddrias entre as sementes
e o exterior do recipiente. Para inibir a germinagdo das sementes ou reduzir o
comprimento de plantula, esse método ¢ realizado com algumas modificagdes,
como o uso do congelamento ou 2,4-D nas sementes incubadas. Embora o uso
do ISP com congelamento para teste de sanidade de sementes gramineas seja
amplamente utilizado em andlise de rotina, apresenta limitagdes como favorecer
o-desenvolvimento de fungos saprofiticos e bactérias, reduzindo a precisdo dos
resultados.

Uma alternativa ao congelamento é o uso da técnica da restri¢go hidrica,
que tem sido eficiente no controle da germinagdo de sementes sem afetar o
desenvolvimento de fungos em sementes associados a cultura. Com essa
constatagio, acredita-se que a técnica de restricdo hidrica pode substituir ou
tornar-se uma alternativa ao uso dos procedimentos convencionais em teste de

sanidade de sementes de sorgo.
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Dessa forma, este trabalho objetiva avaliar a viabilidade do uso da
restri¢do hidrica pela adigdo dos solutos NaCl e manitol em testes de sanidade de
sementes de sorgo, o seu efeito sobre a germinagio e o comprimento de raiz,
bem como a incidéncia € a drea superficial das sementes coberta pelo inéculo

dos fungos veiculados nas sementes.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no

periodo compreendido entre os meses de agosto e dezembro de 2004.

.4.1 Avaliaciio dos efeitos da restrigiio hidrica em relaciio a germinacao de
sementes de sorgo, comprimento de raiz e ocorréncia de fungos

Os efeitos da restrigio hidrica em relago a germinagio e comprimento
de raiz foram avaliados com a modificagdo osmética do teste de sanidade pelo
método de incubagdo em substrato de papel (blorter test), pela adig@o de cloreto
de sédio (NaCl) e manitol isolados e em mistura.

A influéncia da restri¢ao hidrica em relagdo aos fungos associados as
sementes foi avaliada, comparando-se ISP modificado osmoticamente, ISP e
suas modificagdes, utilizadas para inibir a germinagao das sementes pelo método

de congelamento.
4.1.1 Cultivares utilizadas
Foram utilizadas quatro amostras de sementes de sorgo (Sorghum

bicolor L.), das cultivares CMSSO-20 (lote 1), CMSSO0-22 (lote 2), CMSM-019
(lote 3) e 4BR00628 (lote 4), produzidas na safra 2003/2004.

4.1.2 Delineamento experimental e tratamentos

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema

fatorial 3 x 4 + 2. As combinagdes entre os solutos (cloreto de sédio, manitol e
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manitol + cloreto de sGdio) e potenciais osméticos (-0,4MPa, -0,6MPa, -0,8 MPa
¢ -1,0MPa) foram utilizadas no método de incubagao em substrato de papel de
filtro com restricdo hidrica e mais dois tratamento adicionais (método de
incubagdo em substrato de papel com e sem congelamento), totalizando quatorze

tratamentos, com quatro repeti¢cdes de 50 sementes cada.
4.1.3 Instalag@io e conducfio dos testes de sanidade

O teste de sanidade pelo método de incubagido em substrato de papel
(ISP) foi realizado distribuindo-se as sementes em placas de petri de 15 cm de
didmetro (50 sementes/placa) contendo trés folhas de substrato de papel
previamente esterilizadas e umedecidas em dgua destilada e esterilizada.
Posteriormente, as placas, contendo as sementes foram levadas para cimara de
incubagao de sementes com temperatura de 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas
de luz, durante sete dias.

Para realizagdo dos testes de sanidade com substrato de papel
modificado osmoticamente, as sementes foram distribuidas em placas de Petri de
15 cm de didmetro contendo folhas de papel de filtro previamente esterilizadas e
umedecidas com solugGes osméticas esterilizadas de cloreto de sédio (NaCl),
manitol, sendo as mesmas obtidas com o uso dos solutos isolados e em mistura.
Os potenciais osméticos utilizados foram -0,4 MPa, -0,6 MPa, -0,8 MPa e -1,0
MPa. Para calcular a quantidade de NaCl, manitol ¢ a mistura de ambos,
utilizou-se o software SPPM (Michel & Radcliffe, 1995). As concentragdes em
gramas/litro de dgua destilada, para obter cada nivel de potencial osmético dos
solutos testados estdo apresentadas na Tabela 1. As placas com as sementes

foram mantidas em incubagio nas mesmas condi¢des do método padriio.
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TABELA 1 - Quantidade de produto utilizado para preparagao das solugdes de
NaC), manitol e manito + NaCl, nos diferentes niveis de potencial
osmético testados.

gL 7' de dgua destilada

Potencial osmético (MPa)

NaCl Manitol Manitol + NaCl
04 5.12 29,32 2,56 + 14,80
-0,6 7,72 43,56 3,84 +22,08
0.8 10,32 57.56 5,12 + 29,32
-1,0 12,96 71,48 6,4 + 36,48

Para a incubagio das sementes em substrato de papel de filtro com uso
do congelamento, as sementes foram distribuidas em placas de Petri de 15 cmde
diametro, contendo trés folhas de papel de filtro previamente esterilizadas e
umedecidas em 4gua destilada e esterilizada, levadas 2 cimara de incubagéo por
um periodo de 24 horas a temperatura de 20 = 2 °C e fotoperiodo de 12 horas de
luz, e logo ap6s transferidas para um congelador por 24 horas. Vencido esse
prazo, as placas foram transferidas para cimara de incubagdo a 20 °C com 12
horas de luz, durante um periodo de cinco dias.

A montagem dos testes de sanidade foi realizada em ambiente asséptico.

4.1.4 Avaliagoes

As avaliagdes dos testes de sanidade pelo método de incubagio em
substrato de papel padrio, restrigio hidrica e congelamento foram feitas ap6s
sete dias de incubagdo.

Foram avaliadas a porcentagem de sementes de sorgo germinadas, 0

comprimento da raiz, a incidéncia e a drea superficial das sementes coberta pelos
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in6culos fiingicos. Consideraram-se germinadas aquelas com sinais visiveis de
emissao de raiz (comprimento maior que 0,1 cm). As raizes de todas as sementes
germinadas foram medidas com uma régua de precisdo de 0,1 cm.

Para identificar os fungos e verificar sua incidéncia e drea superficial das
sementes coberta pelo inéculo flingico, foram examinadas individualmente todas
as sementes ou plantulas em microscopio estereoscopico, apds sete dias de
incubagdo. Quando necessdrio, foi utilizado o microscépio Optico para
visualiza¢do das estruturas morfol6gicas dos fungos.

A drea superficial das sementes coberta pelo inéculo fingico foi obtida
por meio de atribui¢do de notas de zero a quatro (Tabela 2), identificando as
estruturas tipicas de cada espécie de fungo, com excecio dos fungos Epicoccum
purpurencens ¢ Alternaria alternata, que foram avaliados apenas para
incidéncia. Foram calculadas as médias das notas atribuidas a area superficial
das sementes coberta pelo indculo fiingico e, em seguida converteram-se os

valores obtidos em porcentagem.
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TABELA 2 - Escala de notas atribuidas aos fungos associados as sementes de
sorgo para a drea superficial das sementes coberta pelo inéculo

fingico.
Nota Categoria do potencial de indculo Ponto médio
0 Semente sadia 0
1 1% a 25% 12,5%
2 26% a 50% 37,5%
3 51% a75% 62,5%
4 76% a 100% 87,5%
4.1.5 Andlise dos dados

A anilise estatistica foi realizada utilizando-se o procedimento GLM do
sistema estatistico SAS® (SAS Institute, 1992). Nas andlises de varidncias,
foram determinados os efeitos de solutos, dos niveis de potencial osmético, da
interagdo entre solutos e potenciais osméticos e dos contrastes de interesse. Os
testes de comparagGes de médias, quando necessérios, foram realizados pelo
teste de Tukey (P < 0,05). As comparagdes entre O tratamento controle
(testemunha ou congelamento) e os outros tratamentos originados das
combinagdes entre solutos e potenciais hidricos foram verificadas utilizando-se
o teste de Dunnet (P < 0,05). Equagdes de regressio foram ajustadas aos dados
das varidveis analisadas quando foram verificados efeitos significativos (P <
0,05) de potenciais osméticos. Nos casos em que nio ocorreu normalidade e/ou

homogeneidade dos erros, os dados foram previamente transformados

X X . Ty
em ,f "— ou arco seno J— , antes de serem submetidos 2 andlise de
x+0.5, 100 ( ‘00] n
variancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1 Germinagiio de sementes de sorgo submetidas aos métodos de incubacfio
em papel de filtro padréo, com congelamento e com restri¢cio hidrica
induzida por manitol, NaCl e manitol + NaCl em diferentes potenciais
hidricos

Os resultados referentes a germinagdo de sementes de sorgo submetidas
aos métodos de incubagdo em papel de filtro padrdo, com congelamento e com
restricao hidrica induzida por manitol, NaCl ¢ manitol + NaCl em diferentes
potenciais hidricos, estao apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7e8.

Para todos os lotes o contraste entre os valores médios do tratamento-
testemunha e os valores médios dos demais (método de incubagdo com restri¢do
hidrica induzida pela adicio de manitol, NaCl e manitol + NaCl em vdrios
potenciais hidricos) foi significativo (P < 0,01), tendo a testemunha valores
médios maiores que os valores médios dos demais tratamentos.

Comparando os valores médios da testemunha (controle) com os demais
tratamentos originados das combinagGes entre solutos e potenciais hidricos,
pode-se verificar, de forma geral, que para os tratamentos com potenciais de -0,4
MPa e -0,6 MPa a germinagdo foi préxima ou igual ao tratamento-testemunha
(Dunnett P < 0,05) (Tabelas 3 e 2A).

Nos lotes 1, 3 e 4, houve efeito significativo (P < 0,01) para a interagdo
solutos x potenciais hidricos. No lote 2 houve efeito significativo para potenciais
hidricos (P < 0,01) (Tabela 1A).

Para os tratamentos utilizando o soluto manitol, Figuras 5 (lote 1) e 7
(lote 2), ambos os solutos e a mistura dos mesmos, Figura 6 (lote 2), e o soluto

NaCl, Figuras 8 (lote 3) e 9 (lote 4), verificou-se, uma tendéncia decrescente de
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germinagio em relagao aos potenciais hidricos, sendo um maior decréscimo nos
valores médios de germinagio verificado no potencial hidrico de -1,0 MPa.

No lote 1 ocorreram diferengas (P < 0,05) entre os solutos utilizados, nos
potenciais de -0,6 MPa e -0,8 MPa, tendo os tratamentos com a combinagio
manitol + NaCl apresentado menores valores médios de germinagdo em ambos
os potenciais hidricos (Tabela 3).

O mesmo ocorreu em relagio ao lote 2, ou seja, verificaram-se
diferengas entre os solutos testados, no potencial hidrico de -0,8 MPa, de forma
que os tratamentos com a combinagao de manitol + NaCl tiveram os menores
valores médios de germinacdo.

Quanto ao lote 4, os efeitos dos solutos foram significativos nos
potenciais de -0,4 MPa e -0,8 MPa, de forma que os tratamentos com 0 soluto
manitol apresentaram valores médios de germinagao superiores aos demais

tratamentos com NaCl ou a mistura de ambos os solutos.
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TABELA 3 - Valores médios de germinagdo e comprimento de raiz de plantulas
oriundas de quatro lotes de sementes de sorgo submetidas ao teste
de sanidade pelo método de incubagdo em substrato de papel
padrdo e substrato de papel com restri¢ao hidrica.

Potenciais hidricos (MPa)

Lotes  Varidveis Tratamentos Médias 2
0.0 -04 -0,6 -0.8 -1,0
| @ Comp. raiz 1.0
(cm) Testemunha 1.0 - - - 1.0 A
Manitol - 0,51 0,27 0.21 0.2 03 03
I NaCl - 048 02 026 022 03 B
Manitol + NaCl - 0,62 0,29 0.25 0.15 0.3
Médias 0.54 0.25 0.24 0.19
"Germinagdo 86.0
(%) Testemunha 86.0 - - - - 86,0 A
Manitol - 63 45a 23a 10 353 34
NaCl - 62 1l5a 367a 16 316 g
Manitol + NaCl - 67 46 b 45b 4 304
Médias 64.0 342 21,4 10,0
! Comp. raiz 3.1
(cm) Testemunha 3.1 - - - - 3.1 A
| Manitol - 1,43 0,73 0,37 0.29 07b 08
) NaCl - 158 09 08 033 09a | g
Manitol + NaCl - 1.32 1.01 0,51 0.35 0.8 ab
Médias 1,44 0,91 0.56 0.32
| "Germinagio 84.5
| (%) Testemunha 845 - - - 84.5 A
Manitol - 89,5 74,5 585 475 67.5 e
NaCl - 85 81 66 445 691 B
Manitol + NaCl - 87.5 76 555 43,5 65.6
...continua...
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TABELA 3, Cont.
Médias ' 873 712 600 452
D Comp. raiz
{cm) Testemunha 43 - - - - 43 43 A
Manitol . 224 1,22 064 031 1, ]
3 NaCl - 194 1L,I8 073 031 10| LIB
Manito} + NaCl - 199 1,52 042 036 Il |
Médias 206 1,31 060 033
Germinagio
(%) Testemunha 92,0 - - - - 92,0 920A
1
Manitol - 845 745 64a 525 689 |
NaCl - 84 77 62,5a 40,5 660 [663B
Manitol + NaCl - 845 835 37Tb 515 64,0
Médias 843 783 545 482
™ Comp. raiz
(cm) Testemunha 3,9 - - - - 39 39A
Manitol - 1,75 1,06 0,7 037 10
4 NaCl - 137 1,02 079 045 09 1,08
Manitol + NaCl - 1,94 1,25 0,57 0,57 11
Médias 1,69 1,11 069 046
MGerminagio
(%) Testemunha 95,0 - - - - 95,0 950 A
Manitol - 9a 75 74a 32 685 |
NaCl - 82b 695 505b 35 593 |602B
Manitol + NaCl - 87 ab 74 16,5¢ 33,5 528 !
Médias 873 728 470 335

'Médias com a mesma letra mindscula na coluna, para cada lote/variavel, sdo
estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<0,05).
2Médias com a mesma letra maiascula na coluna, para cada lote/variavel, sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P< 0,05).

(1) (2) 3) [ T ]

Dados transformados em: Jx+o0.5, ﬁ Ou arco seno| =
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FIGURA 1 - Germinagdo de sementes de sorgo submetidas a incubagio em
substrato de papel com restrigdo hidrica induzida por manitol em
diferentes potenciais hidricos.
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FIGURA 2 - Germinagdo de sementes de sorgo submetidas a incubagio em
substrato de papel com restrigdo hidrica induzida por NaCl em
diferentes potenciais hidricos.
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FIGURA 3 - Germinagdo de sementes de sorgo submetidas a incubagio em
substrato de papel com restrigio hidrica induzida por manitol +
NaCl em diferentes potenciais hidricos.
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FIGURA 4 - Plantulas oriundas de sementes de sorgo submetidas a andlise
sanitaria pelo método de incubagdo em substrato de papel padrio
e com uso da restrigdo hidrica. A) Manitol, B) Manitol + NaCl,

C) NaCl e D) Testemunhas (dgua, congelamento). a) agua,
b) -0,4MPa, c) -0,6MPa, d) -0,8MPa e ¢) -1,0MPa.
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FIGURA 5 - Porcentagens médias de germinagio de sementes de sorgo do lote 1

submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio em
papel de filtro com restrigdo hidrica proporcionada pelo soluto
manitol em diferentes niveis de potencial osmético. Dados

transformados em fx+o0,5.
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FIGURA 6 - Porcentagens médias de germinagdo de sementes de sorgo do lote 2

submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagdo em
papel de filtro com restrigdo hidrica proporcionada pelos solutos
manitol, NaCl e manitol + NaCl, em diferentes niveis de potencial
osmético. Dados transformados em fx+0.5 .
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FIGURA 7 - Porcentagens médias de germinacao de sementes de sorgo do lote 3
submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio em
papel de filtro com restrigio hidrica proporcionada pelo soluto
manitol em diferentes niveis de potencial osmético. Dados

transformados em arco seno( \{Z) .
100
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FIGURA 9 - Porcentagens médias de germinacao de sementes de sorgo do lote 4
submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio em
papel de filtro com restricdo hidrica proporcionada pelo soluto
NaCl em diferentes niveis de potencial osmético. Dados

transformados em arco seno( L] .
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5.2 Comprimento de raiz de plintulas oriundas de sementes de sorgo
submetidas aos métodos de incubaciio em papel de filtro padréo, com
congelamento e com restri¢do hidrica induzida por manitol, NaCl e
manitol + NaCl em diferentes potenciais hidricos

Os resultados referentes ao comprimento de raiz de plantulas oriundas de
sementes de sorgo submetidas aos métodos de incubagdo em papel de filtro
padriio, com congelamento € com restrigao hidrica induzida por manitol, NaCl e
manitol + NaCl em diferentes potenciais hidricos, estdo apresentados na Tabela
3 e nas figuras 10, 11, 12 e 13.

Para todos os lotes, o contraste entre os valores médios do tratamento-
testemunha e os valores médios dos demais (método de incubagdo com restricio
hidrica induzida pela adi¢io de manitol, NaCl e manitol + NaCl em varios
potenciais hidricos) foi significativo (P < 0,01), tendo a testemunha valores
médios maiores que os valores médios dos demais tratamentos.

Comparando os valores médios da testemunha (controle) com os demais
tratamentos originados das combinagGes entre solutos € potenciais hidricos
pode-se verificar, de forma geral, que os tratamentos diferiram do tratamento-
testenunha exceto no lote 1, no potencial de -0,4 MPa (Dunnett P < 0,05)
(Tabelas 3 e 2A).

Os efeitos de potenciais hidricos foram significativos (P < 0,01) para
todos os lotes (Tabelas 3 e 1A).

No lote 2, em geral ocorreram diferengas entre os solutos utilizados, de
forma que os menores valores de comprimento de raiz foram obtidos nos
tratamentos utilizando NaCl e a combinag@o NaCl + manitol.

Pelas Figuras 10, 11, 12 e 13, verifica-se uma tendéncia linear
decrescente do comprimento de raizes em relagdo aos potenciais hidricos, sendo
que um maior decréscimo nos valores médios de comprimento de raizes para

todos os lotes testados foi verificado no potencial hidrico de -1,0 MPa.



Pelos resultados obtidos é possivel verificar que, quanto maior a
concentrac¢do do soluto na solugdo utilizada para umedecer o substrato de papel,
menor foi o comprimento de raiz, sendo este maior decréscimo no potencial -1,0
MPa (Figuras 10, 11, 12 e 13).
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FIGURA 10 - Comprimento médio de raiz de plintulas oriundas de sementes de
sorgo do lote 1 submetidas ao teste de sanidade pelo método de
incubagiio em papel de filtro com restri¢do hidrica proporcionada
pelos solutos manitol, NaCl e manitol + NaCl, em diferentes
niveis de potencial osmético. Dados transformados em JZ .
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FIGURA 11 - Comprimento médio de raiz, de plantulas oriundas de sementes de

sorgo do lote 2 submetidas ao teste de sanidade pelo método de
incubacdo em papel de filtro com restri¢cdo hidrica proporcionada
pelos solutos manitol, NaCl e manitol + NaCl, em diferentes

niveis de potencial osmético. Dados transformados em ,L .
100

48



0.16

0.14 -

0.12 -~

0.10

0.08 1

0.06 -

® Média dados observados
0.04 - —— Y=0.19922-0.14693x RZ=099"

Comprimento de raiz (cm)

0.02 4

0.m ] T ¥ 1
04 0.6 0.8 1.0

Potenciais hidricos (-MPa)

-

FIGURA 12 - Comprimento médio de raiz, de plantulas oriundas de sementes de
sorgo do lote 3 submetidas ao teste de sanidade pelo método de
incubagdo em papel de filtro com restrigdo hidrica proporcionada
pelos solutos manitol, NaCl e manitol + NaCl, em diferentes

niveis de potencial osmético. Dados transformados em | *_ .
100

49



0.14 1

0.12 4

0.10 -

0.08 -

0.06 1

Comprimento de raiz (cm)

0.04 4

0.02 -

® Média dados observados
—— Y=0.19922-0,14693x R2=099"

*

0.00

04 0.6 0.8 1.0

Potenciais hidricos (-MPa)

FIGURA 13 - Comprimento médio de raiz, de plantulas oriundas de sementes de

sorgo do lote 4 submetidas ao teste de sanidade pelo método de
incubagdo em papel de filtro com restri¢ao hidrica proporcionada
pelos solutos manitol, NaCl e manitol + NaCl, em diferentes
niveis de potencial osmético. Dados transformados em arco

seno( ﬁ]
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A reducio acentuada da germinagdo de sementes em maiores
concentragdes de solugdes osméticas tem sido atribuida a redugio da quantidade
de 4gua absorvida pelas sementes em meio salino, em decorréncia da redugao do
potencial osmético das solugdes (Braccini et al., 1996). Segundo Van Der
Moezel & Bell (1987), o soluto NaCl pode afetar a germinagao, pelo efeito
osmético, dificultando a absorgdo de dgua pelas sementes, pelo efeito idnico,
devido 3 penetragio de solutos nas células, em niveis toxicos, ou pela
combinagio de ambos. De acordo com Campos & Assungio (1990), a aparente
inibicio da sintese e/ou atividade de enzimas hidroliticas necessdrias 2
germinagdo das sementes € provocada pelos sais em altas concentragdes.

Virios autores verificaram resultados semelhantes quanto 2 redugio da
germinagdo e comprimento de raiz com o uso de restrigdo hidrica no método de
incubagfio em substrato de papel para diversas espécies, como trigo (Celano,
2003), algodio (Machado, 2002), arroz e feijdo (Coutinho, 2000) milho
(Gravena et al., 2002) e soja (Alves et al., 2002), quando utilizaram potenciais
em torno de -1,0 Mpa.

Dessa forma, a restri¢io hidrica pode constituir uma alternativa eficiente
ao congelamento em teste de incubagdo em substrato de papel para sementes de

SOrgo.

5.3 Incidéncia de fungos em sementes de sorgo submetidas ao teste de
sanidade pelo método de incubaciio em papel de filtro padréo, papel de
filtro com congelamento e papel de filtro com restri¢ao hidrica

Foram detectados os fungos Cladosporium cladosporioides,
Colletotrichum graminicola, Drechslera turcica, Fusarium moniliforme, Phoma
sorghina, Epicoccum purpurencens ¢ Alternaria alternata associados as

sementes.
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Os resultados referentes  incidéncia dos fungos detectados nos lotes de
sementes de sorgo pelos métodos de incubagio em papel de filtro padrio, com
congelamento e com restrigdo hidrica induzida por manitol, NaCl e manitol +
NaCl em diferentes potenciais hidricos, estdo apresentados nas Tabelas 4, 5, 6, 7
ede 3A a 12A.

Em relagdo ao contraste entre o tratamento-testemunha e o método de
incubagdo com congelamento, pode-se observar que foi significativo para D.
turcica no lote 2 (P < 0,05), A. alternata e F. moniliforme no lote 3 (P <0,05) e
Cladosporium cladosporioides no lote 4 (P < 0,01), sendo que o método de
incubag¢do com congelamento apresentou valores mais altos de incidéncia.

Para o fungo D. turcica verificaram-se efeitos significativos para solutos
nos lotes 1 (P <0,01) e 2 (P <0,05). No lote 1 os tratamentos com o soluto NaCl
tiveram maior incidéncia (26,4%), enquanto manitol (20,3%) e manitol + NaCl
(18,8%) nao diferiram entre si. No lote 2 os tratamentos com o soluto NaCl com
incidéncia de 11,3%, e com o soluto manitol (9,6%) apresentaram maiores
valores médios de incidéncia.

O contraste entre os valores médios dos tratamentos adicionais
(tratamento-testemunha + método de incubag¢@o com congelamento) e os valores
médios dos demais (método de incubagdo com restricdo hidrica induzida pela
adigdo de manitol, NaCl e manitol + NaCl em vérios potenciais hidricos) foi
significativo para F. moniliforme nos lotes 1, 2 e 3 (P < 0,05), E. purpurencens
no lote 1 (P £0,01), C. cladosporioides no lote 2 (P < 0,05) e A. Alternata nos
lotes 1 e 3 (P <0,01). Nesses casos, maiores valores médios de incidéncia foram
observados nos tratamentos adicionais (tratamento-testemunha + método de
incubagdo com congelamento) em comparagdo com os demais (método de
incubagdo com restri¢do hidrica induzida pela adigdo de manitol, NaCl ¢ manitol
+ NaCl em virios potenciais hidricos), exceto para C. cladosporioides no lote 2,

em que ocorTeu o inverso.
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A maioria dos fungos estudados ndo foi afetada em relagdo a incidéncia
quando comparados ao método de incubagio com congelamento (controle)
(Dunnet P < 0,05), exceto A. Alrernata nos lotes 1 e 2, C. cladosporioides no

lote 4 e F. moniliforme no lote 3 (Tabelas 9A, 10A 11A e 12A)
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TABELA 4 - Porcentagem de incidéncia de fungos em sementes de sorgo, lote
1, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagdo em
papel de filtro padrao, papel de filtro com congelamento e papel
de filtro com restrigéo hidrica.

Potenciais hidricos (MPa) g2
Fungos Tratamentos Médias'~
00 04 06 08 -10

Testemunha 165 - - - - 165A 130
Congelamento 9.5 - - - - 95A A
Cladosporium  Manitol - 14 95 1 13 119
cladosporioides 120
NaCl . 16 12 1 12 124 A
Manitol + NaCl - 85 14 13 12 118
..................... Médias .. ........... 128 L8 L7 123 ...
Testernunha 53.5 - - - - S35A 563
Congelamento 59 - - - - S9A A
Colletotrichum Manitol - 52 42 51 56 499
graminicola NaCl . 56 a9 55 a4l 502 59\'0
Manitol + NaCl . 49 53 48 S0 498 |
..................... Medias . ___._.........S23. 480 513 490 [ ..
Testemunha 3 - . - - 230A 240
Congelamento 25 - - - - 250A A
Drcch._slera Manitol - 27 17 17 21 2030 218
turcica NaCl - 31l 28 2 21 2642 | 4
Manito! + NaCl - 15 13 16  188b
_____________________ Médias| | .. ...........243 223 220 193 .. ._....
Testemunha 6 - . - . 160A 155
Congelamento 15 - - - - 150A A
Fusarium Manitol . 9 8 85 85 85 10,0
moniliforme NaCl - 9 85 10 14 103 B
Manitol + NaCl . 16 10 85 1 13
..................... Médias ... M3 88 %0 02 ...
Testemunha 25 - - - - 225A 1240
Congelamento 255 - - - - 554 | A
s f;,:‘:a Manitol . 28 4 o 32 20 ‘ 253
NaCl - 27 29 2 18 246 A
Manitol + NaCl - 2 3 20 25 252
...continua...
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TABELA 4, Cont.

e Medias Ll %7280 223 B0 ...
Testemunha 26 - - - - 26A . 223
Congelamento 18.5 - . - . I85A A
Epicoccum Manitol - 8 12 13 15 145
PUPUTENEERS  NaCl w es w0 B0 'y
Manitol + NaCl - 12 14 18 14 14.3
e Medias s 170 118 140 130 ...
Testemunha 7.5 - - - - 75A ‘ 15
Congelamento 75 - - - - 75A A
Allemaria Magitol .35 2 2 0 19
Alternata 29
NaCl - 4 6 27 25 3.8 B
Manitol + NaCl - 3 33 45 I 30
Médias 35 38 31 12

'Médias com a mesma letra mintiscula na coluna, para cada fungo, sao
estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<0,05).

*Médias com a mesma letra maiiiscula na coluna, para cada fungo, sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P< 0,05).
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TABELA 5 - Porcentagem de incidéncia de fungos em sementes de sorgo, lote
2, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio em
papel de filtro padrdo, papel de filtro com congelamento e papel
de filtro com restrigao hidrica.

Potenciais hidricos (MPa) s
Fungos Tratamentos Médias'?
0.0 04 0.6 038 -1.0

Testemunha 3 - - - - 3.0A 1.8
Congelamento 0.5 - - - - 0osA B
Cladosporium Manitol . | 2 7 45 36 :
cladosporioides i 4.0
NaCl - 45 65 55 3 49 A
Manitol + NaCl . 35 25 55 25 35
.................... Médias . _........30. .37 .60 33 .
Testemunha 2 - - - - 20A 3.0
Congelamento 4 - - - - 40A A
Colletorrichum Manito) - 1.5 3.5 2.5 3.5 2.8
graminicola NaCl . 25 35 2 25 26 3,'\0
Manitol+NaCt - 35 4 4 3 36
.................... Médias ... ..25 .37 .28 .30 ...
Testemunha 55 - - - - 558 © 93
Congelamento 13 - - - - 13A A
Drechslera Manitol . 12 0 95 75 96ab | 02
turcica NaCl . 14 1 10 1 13a A
Manitol + NaCl - 5 9.5 6 6.5 68b
.................... M@'.a:s-....................lp::}.--..lp:g.-...g'.s.-....8.3.-.....------...---.
Testemunha 2 - . . - 2A 183
Congelamento 45 - - . - 1asa A
Fusarium Manito! . 13 16 9.5 1 12,1 133
moniliforme NaCl . 1 16 16 16 145 | g
Manitol + NaCl . 16 14 13 " 133
.................... Médias .. 133153 128 127 ...
Testermunha 545 . - . . 545A 525
Congelamento 505 - - - . 505A | A
il Manitol . 49 4 55 s 520 | sas
NaCl - 65 69 54 55 604 | A
Manitol + NaCl . 46 49 54 56 509

...continua...
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TABELA 5, Cont.

.................... Medias ___.............533 34T 343903
Testemunha ] - - - - 11.0A 12.3
Congelamento 135 - - . - 135A A
Epicoccum Manito! . 13 12 o 14 123
PUPUTERCERS NaCl s oo aea W
Manitol + NaCl - 17 142 17 17.1
..-.--.------..---.M?s’:es..-------.-.......----.-!§.Q.--.‘:4.-§---.'.§-.Q.--!§-.Q ..................
Testemunha 1.0 - - - - 1.0A 1.8
Congelamento 2.5 - - - - 25A A
Alternaria Manitol . 2 3 a4 2 28
alternata 23
NaCl . | 3 | ] 1.5 A
Manitol + NaCl . 3 25 2 26
Médias 20 28 27 17

'Médias com a mesma letra mintscula na coluna, para cada fungo, sdo

estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P< 0,05).
2 , g -, -
’Médias com a mesma letra maidscula na coluna, para cada fungo, sdo

estatisticamente iguais pelo teste F (P<0,05).
Dados transformados em{! ,[x+ [
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TABELA 6 - Porcentagem de incidéncia de fungos em sementes de sorgo, lote
3, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagéo em
papel de filtro padrdo, papel de filtro com congelamento e papel
de filtro com restri¢ao hidrica.

Potenciais hidricos (MPa)
Fungos Tratamentos Médias'
0.0 -04 0.6 -0.3 -1.0

Testemunha 0.5 - - - - 05A 1.3

Congelamento 20 - - - - 20A i A
Cladosporium  Manitol - 0 00 05 05 0.5
cladosporioides 05
NaCl - 00 10 05 0S5 0.5 | A
Manitol + NaCl - 05 00 10 10 06 |
................... Medias 05 03 .07 07 ...
Testemunha 70 - - . . 70A | 60
Congelamento 50 - . . . so0a | A
Colletotrichum  Manitol - 85 60 65 55 6.6 63
graminicola  NaC) . 50 65 60 65 60 A
Manitol + NaCl - 55 50 110 35 63 |
................... Médias | . ......83....38 T8 52 ...
Testemunha 285 - - - - 285A | 265
Congelamento 45 - . . . 2a5A | A
Drechslera  Manitol . 185 155 235 250 206 |
turcica NaCl . ¢35 290 155 180 25 | RS
Manitol + NaCl - 260 280 20 155 226 |
................... Medias . ___.......227...242 200 195 ... ...
Testemunha 6.0 - - - - 60B { 125
Congelamento 190 - . . - 190A A
Fusarium Manitol . 45 115 85 50 74 1 .
moniliforme  NaC| - 70 110 90 90 90 | B
Manitol + NaCl .70 60 80 110 80
................... Medias ____.____._...62..95 . 85 . 83 ...
Testemunha 420 - - - - 420A { 398
Congelamento 375 - . . - 315A | A
; f;,:’;:a Manitol . 420 420 465 455 440 ; s
NaCl - M0 470 315 3O 46 | 4
Manitol + NaCl - 410 515 345 310 395
continua...
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TABELA 6, Cont.

Epicoccum
purpurencens

.....................................

M Atrernaria
aliernata

Testemunha
Congelamento

Manitol
NaCl
Manitol + NaCl

Testemunha
Congelamento

Manitol

NaCl

Manitot + NaCl
Médias

..................................................

50
7.5
3.0
5.2

2.0
9.5
45
5.3

IMédias com a mesma letra maidscula na coluna, para cada fungo, sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P< 0,05).
Dados transformados emf [x+1 -
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TABELA 7 - Porcentagem de incidéncia de fungos em sementes de sorgo, lote
4, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagido em
papel de filtro padrdo, papel de filtro com congelamento e papel
de filtro com restricdo hidrica.

Potenciais hidricos (MPa)
Fungos Tratamentos Médias'
0,0 04 06 -08 -10

Testemunha 52.0 - - - - 520B | 69.5
Congelamento 87.0 - - - - 87.0A A
Cladosporium Manitol - 625 545 635 635 610
cladosporioides 62,8
NaCl - 59.5 585 625 690 624 | A
Manitol + NaCl - 60.0 685 635 685 65.1
PRI CT | || 60,7 605 632 670 _ . __.....
Testemunha 9.0 - . . - 9.0A | 88
Congelamento 8.5 - - - - 85A &
Colletotrichum Manitol - 100 85 8.5 8.0 8.8 5%
graminicola NaCl - 135 65 105 100 101 A
Manitol + NaCl - 9.5 125 7.0 12,5 104 |
e Medies 10092 87 102 .
Testemunha 9.0 - - - - 55A 7.3
Congelamento 55 - . ’ . 90a A
Dredrf.l’em Manitol - 6,5 7.5 7.0 11,0 8.0 -
furcica NaCl - 6,0 10,0 11,0 10,0 9.3 A
Manitol + NaCl - 4.0 6,0 6.5 9.0 6.4
e Medias 557882000
Testemunha 35 - - - - 35A I 5.0
Congelamento 6.5 - - - - 6.5 A A
Fusarium Manitol - 6.0 4.0 7.0 5.5 5.6
moniliforme NaCl - 50 45 60 25 45 5,;3
Manitol + NaCl - 35 6.5 6.0 6.5 56
e Médins 48 5063 48 ...
Testemunha 4.5 - - - - 45A 4.8
Congelamento 50 - - - - 50A | A
o fg"h”;fa Manitol - 40 55 80 65 60 | .
NaCl - 7.0 4.0 4.0 5.5 5.1 A
Manitol + NaCl - 6.0 4,0 40 50 48

...continua...
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TABELA 7, Cont.

......................... Medms57455357
Testemunha 610 - - - - 610A] 660
Congelamento 71.0 - - - - 1o A‘; A
Epicoccum Manitol . 555 585 605 655 600
purpurencens 61.8
NaCl . 535 690 630 685 633 5 4
Manitol + NaCl . 605 655 650 S80 623
e Medias s 562 _ 643 628 640 . ..
Testernunha 1L.5 - - - - 115A: 130
Congelamento 14.5 - - - - 145A:
Alernaria Manitol . 55 95 105 80 84
altemata b9,
NaCl . 100 85 105 L5 100 . A
Manitol + NaCl .65 100 110 130 100 |
Médias 73 93 107 108

'Médias com a mesma letra maidscula na coluna, para cada fungo, sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P< 0,05).
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5.4 Area superficial das sementes coberta pelo inéculo dos fungos
detectados nos lotes de sementes de sorgo pelos métodos de incubagiio
em papel de filtro padrio, com congelamento e com restricio hidrica
induzida por manitol, NaCl e manitol + NaCl em diferentes potenciais
hidricos

Os resultados referentes a 4rea superficial das sementes coberta pelo
inéculo fingico, dos fungos detectados nos lotes de sementes de sorgo pelos
métodos de incubagio em papel de filtro padrio, com congelamento e com
restrigdo hidrica induzida por manitol, NaCl e manitol + NaCl em diferentes
potenciais hidricos, estdo apresentados nas tabelas 8,9, [0 e 11.

Nos lotes testados pode-se observar que o contraste entre o tratamento-
testemunha e o método de incubagdo com congelamento foi significativo para D.
turcica no lote 2 (P < 0,05), Tabelas 9 e 3A; F. moniliforme no lote 3 (P <0,05)
Tabela 10 e 6A; e Cladosporium cladosporioides no lote 4 (P <0,05), Tabela 11
e 3A.

O contraste entre os valores médios dos tratamentos adicionais
(tratamento-testemunha + método de incubagdo com congelamento) ¢ os valores
médios dos demais (método de incubagio com restri¢ao hidrica induzida pela
adi¢do de manitol, NaCl e manitol + NaCl em vdrios potenciais hidricos) foi
significativo (P < 0,05) para C. graminicola e F. moniliforme, ambos no lote 1
(Tabela 8).

Para D. turcica, no lote 1, verificaram-se efeitos significativos para
solutos nos métodos de incubagdo modificados com restrigio hidrica,
apresentando os tratamentos com NaCl maior drea superficial das sementes
coberta pelo in6culo fingico em relagdo aos tratamentos com manitol e com
manitol + NaCl (P< 0,05) (Tabela 8).

Para o fungo C. graminicola no lote 4, verificaram-se efeitos
significativos para a intera¢do entre potenciais hidricos e solutos (P < 0,01)

(Tabela 11), mas apenas efeitos significativos para o soluto NaCl foram
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constatados (P < 0,05), porém os parimetros das equagdes nao foram
significativos, ndo sendo confidveis para explicar esta relagao.

Verificaram-se ainda efeitos significativos para solutos no potencial -0,6
MPa (P < 0,05), porém pelo teste de Tukey (P < 0,05) ndo foram detectadas
diferencas em relagio 2 drea superficial das sementes coberta pelo inéculo

fingico.
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TABELA 8 - Area superficial das sementes coberta pelos indculos fingicos, no

lote 1, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagdo
em papel de filtro padrdo, papel de filtro com congelamento e
papel de filtro com restricéo hidrica.

Potenciais hidricos (Mpa)

Fungos Tratamentos Média'?
0,0 04 .06 -0.8 -10
Testemunha 44 - - - - 44A 35
Congelamento 25 - - - - 254 A
Cladosporium  Maniyol . 35 24 3. 35 31
cladosporioides ;32
NaCl . 44 3 27 30 33 A
Manitol + NaCl . 24 38 33 31 32
................... Médias 34330 A2
Testemunha 159 - . . - 159A 180
Congelamento 20,1 - - - . 201Aa | A
Colletotrichum  Manitol - 149 124 16,9 169 153 154
graminicola  NaC - 16 136 163 118 144 g
Manito! + NaCl . 153 167 148 156 156 |
................... Médias | . _........034 142 160 148 ...
Testemunha 8.0 - - - - 8.0A 8.8
Congelamento 9.6 - - - - 96A A
“Drechslera  Manitol . to 6.1 6 71 73b ' 84
trcica NaCl . 10,5 9.6 137 93 108a | A
Manitol + NaCl - 6.1 7.8 89 55 71b |
................... Medias .. ...89 189S T3 ...
Testemunha 8.4 - - - - S4A 89
Congelamenio 9.3 - - . - 93A A
o ‘;f;};’:,’:e Manitol . 6 49 a5 a3 49
NaCl . 43 6.4 5.2 74 58 g
Manitol + NaCl . 76 62 S8 14 68 |
...continua...
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TABELA 8, Cont.
.................. S OO .« S -© D SN . RO < ©
Testemunha 6.4 - - - = 6.4 A 8.0
Congelamento 9.6 : : . . 96A &
Phoma Manitol - 8.1 8 5.8 93 78 _
sorghina 7.2
NaCl : 7. 73 44 68 "
Manitol + NaCl . 6.8 9 5.3 69 7.0
Médias 74 8.3 6.1 6.9

'Médias com a mesma letra mindscula na coluna, para cada fungo, sao
estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P< 0,05).

>Médias com a mesma letra maitscula na coluna, para cada fungo, sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P< 0,05).

Dados transformados em: arco seno ﬁ;—‘ .
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TABELA 9 - Area superficial das sementes coberta pelos inéculos fingicos, no
lote 2, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio
em papel de filtro padrio, papel de filtro com congelamento e
papel de filtro com restri¢do hidrica.

Potenciais hidricos (MPa)
Fungos Tratamentos Médias'
0.0 04 0.6 -0.8 -1.0

Testemunha 1.1 - - - - LA 07
Congelamento 0.3 - - - - 03Aa A
‘c';fz:’;;m':z: Manitol . 03 05 20 LI o
NaCl - 13 1.8 14 08 L3 A
Manitol + NaCl - 13 06 15 06 10
.................. Medias .10 M0 06 08 ...
Testemunha 0.9 - - - - 09A 1.0
Congelamento LI - - - - L1 A A
W colletotrichum  Manitol - 04 1.1 0.8 0,9 0.8 08
graminicola  NaC| - 06 09 05 06 07 A
Manitol + NaCl ; 09 10 LI 10 10
.................. Médias _______............06 ___ 10 08 08 ...
Testemunha 30 - - - - 30B 6.1
Congelamento 9.1 - - - - 91a | A
Drechslera  Manitol . 69 50 49 38 52 | o
turcica NaCl . 69 53 54 60 59 1A
Manitol + NaCl - 29 53 4 28 38 |
.................. Médias | .36, 52 A48 42 ...
Testemunha 13.5 . . . . 135A 107
Congelamento 79 - - . - 79A | A
::ai ’:,‘;;',‘7‘,','; Manitol - 79 103 61 56 15 X 5
NaCl . 60 100 108 93 90 | A
Manito! + NaCl . 105 108 89 64 92 |
...continua...
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TABELA 9, Cont.

................... M édias ... .. 8L 104 86 Tl e

Testemunha 19.4 - - - - 194 A 19.8
Congelamento 20.1 . ; . . 20.1 A A

Phoma Manitol . 194 165 235 188 196

sorghina 20.2
NaCl . 28 354 196 196 219 . A
Manitol + NaCl . 158 188 196 224 192 |
Médias 193 202 209 203

'Médias com a mesma letra maitiscula na coluna, para cada fungo, sao
estatisticamente iguais pelo teste F (P<0,05).
Dados transformados em:(1)(3 105 .
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TABELA 10 - Area superficial das sementes coberta pelos inéculos fungicos, no
lote 3, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagdo
em papel de filtro padrdo, papel de filtro com congelamento e
papel de filtro com restri¢do hidrica.

Potenciais hidricos (MPa)
Fungos Tratamentos Médias'
0.0 -04 -0.6 -0.8 -1.0

Testemunha 0.1 - - - - 01A | 0.3

Congelamento 0.5 - - - - 05A ‘ A
Cladosporium  Mapitol . 0.5 0 0. 0.1 02
cladosporioides 0.2
NaCl . 0 03 ol 0.1 0.1 A
Manitol + NaCl . 0.1 0 04 03 02 '
................... Medias ool 8200 02 02 .
Testemunha 24 . . . - 24A ; 20
Congelamento 1.5 - - - - I5a A
Colletotrichum  Manitol . 26 16 16 15 18
graminicola  N,Cj . 15 16 2 1.8 17 ',‘\8
Manitol + NaCl . 18 13 35 1) 9
................... Médias V2O AS 24 S .
Testemunha .8 . - - . H8A 120
Congelamento lZ.i - - - - 12tA | A
Drechslera Manitol - 83 59 10,1 104 8.7 JI 02
turcica NaCl . 89 136 71 7.6 9.3 A
Manitol + NaCl . 123 124 8.6 5.1 2.6 *
................... Médias_ ... 28106 86 77 ...
Testemunha 44 . . . ) 44B | 84
Congelamento 123 - . . . 123A | A
H ';‘:Z}’o‘,‘_'”;e Manitol - 36 %4 6a a5 60
NaCl - 6 81 63 61l 6.6 A
Manitol + NaCl . 54 5 63 84 63 |
...continua...
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TABELA 10, Cont.

................... Medias .. ...50 75 8383 ...

Testemunha 18.6 - - - - 186 A 174
Congelamento 16.1 - - - - 16.l A A

Phoma Manitol - 163 159 17 17.4 16.7

sorghina - 165
NaCl . 174 190 166 146 169 | A
Manitol + NaCl - 153 2101 141 131 159
Médias 163 187 159 150

IMédias com a mesma letra maidscula na coluna, para cada fungo, sio
estatisticamente iguais pelo teste F (P<0,05).
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TABELA 11 - Area superficial das sementes coberta pelos indculos fiingicos, no
lote 4, submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagio
em papel de filtro padrdo, papel de filtro com congelamento e
papel de filtro com restri¢io hidrica.

Potenciais hidricos (MPa)
Fungos Tratamentos Médias™?
0.0 -04 0.6 -0.8 -1.0

Testemunha 171 - . . - 171B 226
Congelamento 28.1 - - - - 1A A
" Cladosporium  pagiro) -0 178 19 194 190
cladosporioides S 201
NaCl - 184 184 2 21.8 199 74
Manitol + NaCl . 198 239 198 216 213
.................. Medias ... 094200 199 208 .. ...
Testemunha 3.6 - - - - 36A | 3l
Congelamento 26 - - - - 26A |
" Colletotrichum Manitol - 34 242 36 24 30 35
graminicola  NaC| . 55 23a 39 33 38 A
Manitol + NaCl - 38 46a 23 3.9 37 :
.................. Médias A2 33332 .
Testemunha 29 - . - . 294 40
Congelamento 5.0 - - - - SO0A A
Dret'h.flem Manitol - 38 3.6 44 58 44 | as
lurcica NaCl - 33 6l 66 64 56 | A
Manitol + NaCl . 21 29 39 49 35
.................. Médias o3 A2 50 ST e
Testemunha 20 - - - - 20A 26
Congelamento 3.1 - - - - 31A A
::; ‘:;:?::n"; Manitol .29 23 36 3 30 25
NaCl - 2 23 29 1.4 22 1A
Manitol + NaCl . 14 26 24 3.1 24
...continua...
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TABELA 11, Cont.

.................. M °d'353l243025
Testemunha 14 - - - - 14A |14
Congelamento 1.3 - - - - 13A | A
Phoma Manitol . 3 15 34 1.8 20
sorghina 1.7
NaCl . 19 1.5 1.5 1.5 1.6 A
Manitol + NaCl . 1.9 | L 15 1.4
Médias 1.7 13 20 1.6

'Médias com a mesma letra mindscula na coluna, para cada fungo, sdo
estatisticamente iguais pelo teste Tukey (P<0,05).

>Médias com a mesma letra maitiscula na coluna, para cada fungo, sdo
estatisticamente iguais pelo teste F (P< 0,05).

Dados transformados em(!) ;305 -

Para a maioria das varidveis avaliadas em relagdo 2 incidéncia ¢ a area
superficial das sementes coberta pelos inéculos fiingicos as andlises estatisticas
foram ndo significativas, o que significa que o uso da restri¢do hidrica em testes
de sanidade ndo interfere na detecgdo dos referidos fungos associados as
sementes de sorgo.

Celano (2003) verificou que o uso da restrigdo hidrica induzida pelos
solutos manitol ¢ NaCl ndo interferiu na detecgao dos principais fungos

associados a sementes de trigo. Coutinho (2000) também constatou que a

restri¢io hidrica ndo interferiu na detecgio de fungos em sementes de arroz.
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CAPITULO 3

APPLICATION OF WATER RESTRICTON TECHNIQUE IN STUDIES
ON INTERACTION BETWEEN Fusarium verticillioides AND MAIZE
SEEDS
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1 RESUMO

MAGALHAES, Fldvio Henrique Linhares. Aplicagio da técnica de restri¢do
hidrica em estudos sobre a interacdo entre Fusarium verticillioides e sementes
de milho. In: . Restricio hidrica em patologia de sementes: novas
aplicagées.  2005. Cap. 3, p.7592. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitopatologia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

Este trabalho foi conduzido para avaliar a potencialidade da técnica de
restricao hidrica como uma ferramenta para estudar a relagdo entre Fusarium
verticillioides e sementes naturalmente infectadas de mitho. As sementes foram
inicialmente incubadas em papel mata-borrdo osmoticamente modificado por
incorpora¢io de manitol suficiente para propiciar um potencial de -1,0 MPa, por
um periodo de 7 dias. Em seguida, as sementes foram classificadas e separadas
em cinco classes de acordo com uma escala estabelecida com base na densidade
de inéculo de F. verticillioides desenvolvido em sementes nao germinadas. As
sementes foram semeadas em substrato de solo e as plantas, cultivadas em
condig¢bes controladas durante 25 dias. Todas as varidveis estudadas, taxa de
germinacdo, velocidade de emergéncia, altura de planta e peso, foram
inversamente afetadas pela densidade de inéculo do fungo associado as
sementes. O efeito mais severo do fungo ocorreu no sistema radicular, no
potencial de in6culo mais elevado.

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) Edson
Ampélio Pozza - UFLA e Renato Mendes Guimaries -
UFLA
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2 ABSTRACT

MAGALHAES, Flavio Henrique Linhares. Application of water restricton
technique in studies on interaction between Fusarium verticillioides and maize
seeds. In: _Water restriction in seed pathology: new applications. 2005.
Cap. 3, p.75-92. Thesis (Doctoral in Phytopathology)-Federal University of
Lavras, Lavras.*

This work was conducted to evalvate the potential of the water
restriction technique as a tool to study the relationship between Fusarium
verticillioides and naturally infected seeds of maize. Seeds were initially
incubated on blotters osmotically modified by incorporation of mannitol
sufficient to provide potential of -1.0 MPa for 7 days. Seeds were classified and
separated into five classes according to a grading system that was established
based on the inoculum density of F. verticillioides developed on ungerminated
seeds. Seed were sowed in soil substrate and plants were grown under controlled
conditions for 25 days. All variables used, germination rate, emergence speed,
plant heights and weights were inversely affected by the inoculum density of the
fungi associated with seeds. The most severe effect of the fungus occurred on
the root systems at the highest inoculum potential.

*Advising Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Adviser) Edson
Ampélio Pozza - UFLA and Renato Mendes
Guimarides - UFLA
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3 INTRODUCTION

The interaction between Fusarium verticillioides (Syn. F. moniliforme)
and seeds of maize is an old and conflicting matter under discussion by plant
pathologists. To some researchers, the fungus is a weak pathogen to maize that
reduces seed germination and to other workers. it is responsible for significant
losses to farmers by causing stalk rot in the field (De Léon, 1984; Fernandes &
Oliveira, 1997). Contrarily, that species of Fusarium is also able to produce
toxins when associated with grains that causes a big concern under quality
control of food stuff used by humans and animals (Neergaard, 1979; Singh et al.,
1991; Lazzari, 1997). According to the experience of the authors of this paper
and based on available reports, F. verticillioides is commonly found in
association with seeds and grains at high levels, mostly close to 100%
(Neergaard, 1979; Richardson, 1990). Under the Brazilian conditions, F.
verticillioides is associated mostly to pre-emergence death of seeds and seedling
damping-off in maize (Fernandes & Oliveira, 1997).

To understand the real relationship between fungi and seeds of
susceptible species, different tools or methodology can be employed (Popp,
1951; Aulakh et al., 1974; Colhoun, 1983; Cunfer, 1983; Shah et al., 2002). In
general, the available techniques are not able to follow the individual
development of the disease from a naturally infected seeds with different
inoculum potentials. If the infected seedlings are developed under the seed
health testing conditions and transferred to a seeding substrate, then the status of
the seedlings can be followed. For most of the cases, artificial methods of seed
inoculation are normally required in studies aimed to evaluate the effects of
pathogens from seeds. In the present study, the use of a water restriction

technique was investigated to evaluate the effects of F. verticillioides in maize
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seeds at the initial stages of plant development. The motivation for this approach
was that the water restriction technique has proved very promising in seed health
testing and it has been used to infect seeds in several cases. In ongoing studies at
the Federal University of Lavras, Brazil, it has been demonstrated that the water
restriction technique can be a very useful tool to get seed infection with different
inoculum potentials and as a mean to control the seed germination process
during blotter test incubation in several cases (Carvalho, 1999; Boueri et al.,
2000; Coutinho, 2000; Machado et al., 2004).
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4 MATERIALS AND METHODS

4.1 Description of the water restriction technique

The principle of this technique, as used in seed technology, is based on
the control of water uptake by seeds by modification of the osmotic potential of
the water solution. By control of the osmotic potential of a solution, seeds are
allowed to uptake water sufficient to initiate the germination process but
insufficient to cause radicle protrusion (Heydecker et al., 1975; Bewley & Black,
1994). This means that seed development goes on to the pre-phase of radicle
protrusion. In the present case, maize seeds were initially submitted to the
standard blotter test. That is, the paper substrate (filter paper pads) were
moistened with a mannitol solution with osmotic potential of -1.0 MPa. Seeds
on blotters in Petri dishes of 15 cm diameter, 25 seeds/dish, were maintained in
an incubator with day-light (photoperiod of 12h) and controlled temperature (20
+ 2 °C), for 7 days.

According to the inoculum density, that was based on typical mycelium
of F. verticillioides developed on ungerminated seeds (Figure 1), these were
grouped in to five categories, as follows: 1- seeds with no visible fungal
mycelium; 2- mycelium covering 1 to 25 % of the seed surface; 3- mycelium on
26 to 50% of the seed; 4- mycelium covering 51-75% of the seeds, and 5-
mycelium present on over 75% of the seed surface.

One hundred seeds for each inoculum density (category), were singly
sowed in seeding boxes, 25 seeds per box. All boxes were kept in a growth room
with day-light (16 h light/ 8 h dark) and temperature (25 °C ) controlled for 25

days. Controlled irrigation was done daily throughout the experiment period.
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1-25%

S1-75%

FIGURE 1 - Plated seeds of maize on blotter osmotically modified by mannitol,
showing different inoculum densities of Fusarium verticillioides
after 6 days incubation (1- Seeds with no visible fungal mycelium;
2- Mycelium covering 1 to 25 % of the seed surface; 3- Mycelium
on 26 to 50% of the seed; 4- Mycelium covering 51-75% of the
seeds, and 5- Mycelium present in over 75% of the seed surface).
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4.2 Seed sample

One seed bulk of maize, Hybrid 30 F80, was drawn from a seed lot
produced in the State of Minas Gerais, Brazil in the season 1999/2000. Selection
of the seed sample was made based on the germination rate and level of
F .verticillioides as determined in a preliminary freezing blotter test (Neergaard,
1979).

4.3 Osmotic compound

The osmotic solution used to moisten blotters was prepared with the
addition of technically pure mannitol to distilled water so as to provide a
potential of -1.0 MPa, following previous work (Carvalho, 1999; Coutinho,
2000). The quantity of mannitol, was calculated with the software SPPM
(Michel & Radcliffe,1995).

4.4 Seeding substrate and containers

After the incubation on blotters, seeds were sowed in a substrate
composed by a mixture of soil, sand, and manure in the proportion of 1:1:1 in

wooden boxes that measured 45x38x12 cm.
4.5 Seed and plant performance evaluation

The effects of F. verticillioides on the performance of seed and young
plants of maize were evaluated by making records of: i, germination and plant

population (stand) at 7 and 25" days after sowing; ii, rate of speed seedling

emergence according to Maguire (1962), and plant height on the 15" day; and
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iii, weights of dry and fresh above-ground portion and root system of plants on
the 25™ day after sowing. The weight of dry plant material was measured aftera

drying period in a circulating air incubator at 40°C for 72 h.

4.6 Experimental design and statistical analysis

The experiment was designed in randomized treatments with four
replicates, each replicate represented by one seeding box with 25 seeds. Data
were submitted to variance and regression analysis and by determining
correlations between classes of inoculum density and all variables considered in

this trial.
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5 RESULTS AND DISCUSSION

The seed lot used in this study initially had a high incidence (70.5%) of
F. verticillioides and a high percentage of germination (97.0 %) in the
laboratory. That profile can be considered as representative of the seed quality of
a large number of lots of maize commercialized in Brazil in some seasons.
Under normal weather conditions, the damaging effects by F. verricillioides in
the developing crop are hardly observed, neither on seed germination nor on the
developing crop in the field. However, the results shown in Figures 2, 3, 4, 5, 6
and 7, provide clear evidence that F. verticillioides can be severely damaging to
maize at the initial stage of plant development when inoculum potential in seeds
is initially high. The percentage of germination declines significantly when the
fungus is present at inoculum levels higher than category 4 (Fig. 2); reduction of
around 60 % in the germination rate occurs when inoculum density of the fungus
is more than 75% according to the grading system used in this work. Plant
population (stands) was reduced on a linear slope for both trials at 15 and 25
days after sowing. For both features of germination and plant stands, the
correlation coefficients (R*) were high.

For the other variables of index of seedling emergence and plant heights
and weights, the effects of the fungus follow the same trend as recorded for
germination and stands with little variation between averages. An interesting
aspect was the severe effect of F. verticillioides on the weight of the root system
of maize. The dry weight of the root system was reduced to almost nill when
seeds, used for planting, were covered by the fungal mycelium at proportions

higher than 75% (Figure 7).

84



Germination (%)
(7

10 - y = 24.271-0.0007x-0.001 3x*
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FIGURE 2 - Correlation between germination of maize seeds and inoculum
density of Fusarium verticillioides.

30 Final stand
y = 24.271-0.0007x-0.0013x*
25 R*=097

Stand/no.plants/box
(7Y

Initial stand
10 - y =23.971+0.0143x-0.0015%* .
R'=0.96
5 «
# Initial stand ® Final stand
0 : . . .
0 25 50 75 100

Inoculum density (%)

FIGURE 3 - Correlation between plant population (stand) and inoculum density
of Fusarium verticillioides in maize seeds.
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y = 3.2269+ 0.0037x-0.0002x*
I R*=091

Emergence speed (pls./box)
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Inoculum density (%)

FIGURE 4 - Correlation between emergency speed index of maize seeds and
inoculum density of Fusarium verticillioides.
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0 T T . R}
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FIGURE 5 - Correlation between plant height and inoculum density of Fusarium
verticillioides in maize seeds.
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FIGURE 6 - Correlation between fresh weights of plant material and inoculum
density of Fusarium verticillioides in maize seeds.
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FIGURE 7 - Correlation between dry weights of plant material and inoculum
density of Fusarium verticillioides in maize seeds.
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It is also relevant to note that necrotic symptoms on the roots caused by F.
verticillioides were seen. Except for the rate of germination, the effects of F.
verticillioides on the development of young plants of maize for all variables
considered was proportionally inverse to the initial inoculum density of the
pathogen in seeds. }

From these results, it is clear that the inoculum density of F.
verticillioides may play an important role in the interaction between this
organism and seeds of maize. The higher the inoculum density in seeds, the
more severe the effects on the performance of seeds and seedlings. The
advantage of the water restriction technique in comparison with other
technologies is that by this technique, classification of seeds according to levels
of inoculum density of a fungus can be made easily and safely on ungerminated
seeds. In addition, seeds can be dried back and stored for later use. By other
techniques as discussed by Machado & Carvalho (1975), Colhoun (1983),
Cunfer (1983), and Machado et al. (2004), studies focused on the relation
between seed infection and disease: development in the field do not take into
consideration the position and inoculum potentials in ungerminated seeds but
only levels of incidence (percentage) by using different seed lots. In that case
several sources of variation may take place such as fungal races, origin of the lot
and genetic purity of the host, thus making it difficult to interpret the results.
Contrarily, inoculation of seeds by the soaking process, that means imbibition of
seeds in a conidial suspension, or by dry mixing seeds with inoculum, deals with
initial contamination rather than with infection. Seeds of some species submitted
to the soaking treatment may be also physically injured.

By means of water restriction technology, only one seed lot is required
and the chances to get infection by the fungus at different levels of inoculum

potential, are quite high. In addition, for fungi such as F. verticillioides, all kinds
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of inoculum, like mycelium, conidia, and chlamidospores may be present in the
interaction with seeds.

In cases where the incidence of fungi in seed samples is quite low
naturally, an alternative to the present technique is to follow the procedure
reported by Machado et al. (2004). That is different potentials of fungal
inoculum can be obtained by keeping seeds in contact with developing colonies,
osmotically modified, for different periods of incubation. Time of exposure in
those cases stand for different inoculum potentials, as it has been demonstrated
in previous work (Carvalho, 1999: Prado et al., 2002).

Another important issue to be considered is that when seeds are kept on
an osmotic substrate, as it is the case of water restriction technique, would be a
factor that causes stress to seeds and therefore it makes the seeds more
susceptible to the associated pathogens. This can be interpreted as the osmotic
pre-conditioning of seeds. This technique is largely used by seed technologists
with the objective to improve the rate of germination rate and to obtain
uniformity of stand in the field (Heydecker et al., 1975). When fungi are present
in the seed lot before priming, interference of some species can be suppressed by
the incorporation of antifungal compounds to the osmotic solution or to other

pre-conditioning substrates (Maude, 1996; Magalhaes, 2000).
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CAPITULO 4

EFEITOS DA RESTRICAO HIDRICA NO CRESCIMENTO MICELIAL
DE Sclerotinia sclerotiorum NAS CONDICOES DO TESTE NEON
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1 RESUMO

MAGALHAES, Fldvio Henrique Linhares. Efeitos da restricdo hidrica no
crescimento micelial de Sclerotinia sclerotiorum nas condigdes do teste Neon.
In: - Restricio hidrica em patologia de sementes: novas aplicagoes.
2005. Cap4, p.93-109. Tese (Doutorado em Agronomia/Fitopatologia)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras.*

O objetivo neste trabalho foi avaliar a possibilidade de modificagio do
meio Neon e do meio Neon-sementes por meio da restrigdo hidrica induzida por
manitol visando a inibi¢do da germinagio das sementes durante o periodo de
teste para detecgdo de Sclerotinia sclerotiorum em substitui¢do ao 2.4-D.
Utilizaram-se dois isolados, o isolado 1, procedente de Cristalina-GO, e o
isolado 2, de Paracatu-MG, ambos coletados no ano de 2001. Observou-se que a
restricdo hidrica proporcionada por manitol nos potenciais de -1,0 MPa e -1,2
MPa, tanto em ambiente de incubagdo com fotoperiodo de 12 horas quanto em
ambiente em escuro continuo, pode ser utilizada em substitui¢o ao uso de 2,4-D
para testes de detecgio de S. sclerotiorum em meio Neon. Nestas condigdes a
mudanga de cor do substrato, de azul para amarelo, ndo foi afetada pelos
tratamentos com restrigao hidrica. -

*Comité Orientador: José da Cruz Machado - UFLA (Orientador) Edson
Ampélio Pozza - UFLA e Renato Mendes Guimardes -
UFLA
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2 ABSTRACT

MAGALHAES, Flivio Henrique Linhares. Effects of water restriction on
mycelial growth of Sclerotinia sclerotiorum under conditions of the Neon seed
health test. In: . Water restriction in seed pathology: new applications.
2005. Cap.4. p.93-109. Thesis (Doctoral in Agronomy/Phytopathology)-Federal
University of Lavras, Lavras.*

The objective in this work was to evaluate the possibility of modifying
the agar medium developed to detect Sclerotinia sclerotiorum by means of water
restriction induced by mannitol aimed at the inhibition of seed germination
during the test period for detection of that fungus in the place of 2,4-D. Two
isolates, one from Cristalina-Go and the other from Paracatu-MG, both collected
in the year of 2001 were used. It was found that water restriction provided by
mannitol at the potentials of -1.0 MPa and -1.2 MPa under incubation with 12-
hour photoperiod and in continuous dark may be used in the place of 2,4-D for
detection of S. sclerotiorum in Neon medium. Under those circunstances change
in color, from blue to yellow, of the substrate was not affected by the water
restriction treatment.

*Advising Committee: José da Cruz Machado - UFLA (Adviser) Edson
Ampélioc Pozza - UFLA and Renato Mendes
Guimaraes - UFLA
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3 INTRODUCAO

Entre os fungos transmitidos por sementes Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary, que causa mofo branco em soja e feijdo irrigado, é um dos
patégenos mais prejudiciais, causando grandes perdas. As perdas mais
significativas de rendimento de feijao desde os anos 80 no Brasil foram causadas
por S. sclerotiorum especialmente nos “cerrados”, onde a 4rea de feijdo irrigado
aumentou (Peres et al., 2002).

O uso de sementes sadias tem sido a principal medida para evitar a
entrada do patdgeno em novas dreas de plantio; dessa forma, torna-se importante
a aplicagdo de testes de sanidade visando 2 detecgdo prévia de S. sclerotiorum
em lotes de sementes destinados ao plantio.

Os testes oficiais para detec¢do de S. sclerotiorum em sementes,
recomendados pelo Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
(MAPA), Método do Papel de Filtro ¢ Método do Rolo de Papel (Brasil, 1992),
demandam 37 dias, incluindo 30 dias de incubagdo das sementes no escuro a
5-7 °C para formagio de esclerédios, caso o patégeno esteja presente.

Alguns trabalhos em que se utilizaram meios de cultura semi-seletivos
contendo o indicador de pH azul de bromofenol mostraram ser possivel reduzir o
tempo de deteccdo (Steadman et al., 1994; Nasser et al., 1999; Napoledo, 2001;
Peres et al., 2002).

Nasser et al. (1995) desenvolveram um meio de cultura para avaliar a
viabilidade de esclerédios de S. sclerotiorum, denominado Meio Neon (1 litro de
BDA autoclavado + 150 mg de azul de bromofenol + 150 mg de penicilina G +
150 mg de estreptomicina, dcido cloridrico (HCI) q.s.p. pH 4,7), o qual foi
utilizado por Napoledo (2001) e Peres et al. (2002) para detectar o patégeno em

sementes. Este meio apresenta a inconveniéncia de, logo apés a sua
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esterilizagdo, ser necessdrio adicionar o azul de bromofenol e os antibidticos e
ajustar o pH para 4,7, o que € dificultado pela presenca do dgar como agente
solidificante, aumentando a probabilidade de contaminago, & também por nao
conter o dcido 2.4-diclofenoxiacético (2,4-D) como inibidor da germinagdo de
sementes.

O meio Neon, desenvolvido para verificar a viabilidade de esclerédios
de Sclerotinia sclerotiorum, sofreu modificagbes, Neon-S (sementes), com
objetivo de facilitar o seu preparo € introduzir o dcido 2,4-D para sua utilizagdo
na detecgdo deste patogeno em sementes. Selecionou-se um antibiético de amplo
espectro e uma forma do dcido 2,4-D que suportasse a autoclavagem.
Verificaram-se a concentragiio ideal de azul de bromofenol e as condigGes ideais
de luminosidade e de temperatura para a incubagio das sementes sobre este
meio. Todos os ingredientes do novo meio foram adicionados antes da
autoclavagem e o ajuste de pH foi dispensado (*Napoledo, 2004 - Comunicagio
pessoal).

Nos testes de sanidade de sementes de algumas espécies vegetais,
realizados pelos métodos de incubagio em papel de filtro e em meio agarizado, a
germinagdo rdpida das sementes dificulta a identificagdo dos fungos e pode
comprometer a validade desses métodos pela possibilidade de contaminagdes
secunddrias entre as sementes e o exterior do recipiente. Para inibir a
germinagdo das sementes ou reduzir o comprimento das plantulas, esses
métodos sio realizados com algumas modificagdes, como o uso de 2,4-D ou do
congelamento das sementes incubadas. No entanto, €sses procedimentos devem
ser usados com cautela, pois o 2,4-D, dependendo da concentragdo utilizada,

pode ser fungitéxico e o congelamento pode favorecer contaminagbes por

lReginaldo Lamberti Napoledo - Prof. Dr. em Fitopatologia
Faculdades Federais Integradas de Diamantina.
Diamantina-MG.
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bactérias e fungos saprofiticos (Limonard, 1968). Por ser um produto
carcinogénico, o 2,4-D constitui também um risco para os usudrios do
laboratério (Coutinho, 2000).

O método de incubagdo em papel de filtro com 2,4-D foi incluido no
capitulo de Patologia de Sementes das Regras de Andlises de Sementes da ISTA
(International Seed Testing Association), 1976, para testes de sanidade em
sementes de brassicas. A concentragdio desse produto a 10 pg.mL"' tem sido
utilizada para reduzir o comprimento de plantulas de algodoeiro, feijoeiro e soja
em testes de sanidade de sementes (Machado, 1988; Machado & Langerak,
1993).

Dessa forma, objetivou-se verificar o efeito da restricdo hidrica,
proporcionada pelo soluto manitol, no crescimento micelial de Sclerotinia

sclerotiorum no teste Neon.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de
Sementes do Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), no periodo compreendido entre 0s meses de outubro e dezembro de
2004.

4.1 Obtengdo dos isolados de Sclerotinia sclerotiorum

Dois isolados foram usados nesse trabalho. Os isolados foram obtidos de
esclerédios presentes em vagens de feijao cultivar pérola cultivado sob pivd
central. O isolado 1 foi procedente de Cristalina-GO e o isolado 2, de Paracatu-
MG, ambos coletados no ano de 2001. As vagens contendo 0s esclerécios foram
conservadas em cimara fria e seca até o inicio dos experimentos.

Os esclerédios foram desinfestados superficialmente em dlcool 70% por
1 minuto; apds a secagem, foram transferidos para placas de Petri contendo meio
BDA. As placas foram mantidas em cimara com temperatura de20°C+2°Ce
fotoperiodo de 12 horas de luz negra (comprimento de onda proximo a
ultravioleta). Ap6s o crescimento da coldnia, discos de 5 mm de didmetro foram
cortados das bordas das coldnias em crescimento, transferidos para placas de
Petri contendo BDA e mantidos em incubagio da mesma forma como feito para

o isolamento, com a finalidade de obter coldnias puras de ambos os isolados.

4.2 Preparo do meio Neon padrio, Neon sementes e ambos com restri¢io
hidrica
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Para o preparo do meio Neon padrio (Nasser et al., 1995; Peres, 1996)
utilizaram-se, para | litro de meio BDA, 150 mg de sulfato de estreptomicina,
150 mg de penicilina G e 150 mg de azul de bromofenol.

Os antibidticos foram adicionados ao meio ap6s autoclavagem, quando o
mesmo, apos resfriamento, atingiu 50 °C; o azul de bromofenol foi adicionado
antes da autoclavagem do meio, quando se ajustou o pH para 4,7 utilizando-se
4cido cloridrico e hidroxido de s6dio a IN.

O meio Neon sementes (Napoledo, 2004) foi preparado utilizando, para
I litro de meio BDA, 50 mg de clorafenicol, S0 mg de 2,4-D 4cido livre e 50 mg
de azul de bromofenol, todos os componentes foram adicionados ao meio antes
da autoclavagem, ndo sendo necessdria a corre¢do do pH.

A modificagdo dos meios por adi¢do do soluto manitol foi realizada
apenas adicionando 74,79g e 89,67g de manitol (por litro de dgua) no meio
Neon padrdo para se obterem os potenciais hidricos equivalentes a -1,0 MPa e
-1,2 MPa.

Para o Neon sementes, retirou-se o 2,4-D e adicionou-se o manitol
74,79g ¢ 89,67g (por litro de dgua) proporcionando potencial hidrico de -1,0
MPa e -1,2 MPa; nesse caso foi necessiria a corre¢io do pH antes da

autoclavagem.

4.3 Comportamento do fungo em meio Neon

Discos miceliais das margens dos isolados fiingicos com 3 dias de
crescimento em meio BDA foram transferidos para placas de Petri de 9 cm de
didmetro contendo as seguintes combinagdes de meios Neon:

1) Neon padrao
2) Neon padrdo -1,0 MPa
3) Neon padrio -1,2 MPa



4) Neon sementes
5) Neon sementes -1,0 MPa
6) Neon sementes -1,2 MPa

As placas contendo ambos os isolados € todas as combinagdes de meio
Neon acima citadas, em nimero de 3 repetices, foram mantidas em duas
cimaras do tipo B.O.D a 20 °C, uma em escuro continuo e outra com
fotoperiodo de 12 horas.

As placas foram entdo avaliadas para mudanga de cor do meio Neon ao
redor do disco micelial do fungo. Foram utilizadas 3 repeti¢Ges por isolado para
cada combinagio dos meios Neon e regime de luz; delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualisado.

Realizaram-se duas leituras, s 36 e 48 horas apés a montagem dos
ensaios, medindo-se dois didmetros ortogonais do halo amarelado que se formou
devido ao crescimento micelial do fungo, provocando a mudanga de cor do meio

Neon.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento dos isolados foi acompanhado pela mudanga de coloragio
inicial do meio Neon em todas as combinagdes testadas, tanto nas incubadas no
escuro continuo ou com fotoperiodo de 12 horas.

Com 12 horas de incubagao ja foi possivel notar uma pequena mudanca
na coloragao dos meios Neon, mas ndo permitia uma perfeita distingio do limite
do halo amarelado. Dessa forma, optou-se por realizar a primeira leitura apé6s 36
horas, 0 que permitiu distinguir claramente o delineamento do contorno do halo
amarelado produzido pela mudanga de cor dos meios Neon em todas as
combinagdes de tratamentos (Figura 1). Efetuou-se mais uma leitura as 48 horas,
quando o crescimento micelial estava préximo de atingir os 9,0 cm de didmetro
da placa de Petri. Ap6s 60 horas, todas as placas com ambos os isolados haviam
mudado da cor azul para a amarela (Figura 2).

Para o isolado I o didmetro médio do halo amarelado do meio Neon
padrao foi maior em relagdo aos demais tratamentos, quando incubado em 12
horas de fotoperiodo; no escuro os tratamentos nao apresentaram diferengas
significativas para ambas as leituras, 36 ¢ 48 horas (Tabelal e 1B).

Em relagdo ao isolado 2, o didmetro médio do halo amarelado do meio
Neon padrdo, para ambas as leituras (36 ¢ 48 horas) e condigSes de incubagio
(fotoperiodo de 12 horas e no escuro), foi maior em relagio aos demais
tratamentos (Tabela! e 2B).

A troca de cor do azul de bromofenol presente no meio Neon ocorre
devido a uma alteragdo do pH do meio, denotando a produgdo de um composto
dcido pelo fungo. Isso ocorre como resultado da produgdo de 4cido oxilico pelo

patégeno (Suton & Deverall, 1983).
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TABELA 1 - Didmetro médio (cm) do halo amarelado, oriundo da mudanga de
coloragio do meio Neon, devido a0 crescimento micelial de dois
isolados de Sclerotinia sclerotiorum cultivados em meio Neon
padrio, Neon sementes € em ambos com restrigdo hidrica
proporcionada pelo soluto manitol, nos potenciais hidricos de -1,0
MPa e -1.2 MPa, em dois modos de incubagio e em dois tempos

de medig¢do.

Isolado | luz escuro

36 horas 48 horas 36 horas 48 horas
Neon padrao 53a°  7.5a 48a 7.0a
Neon padrio -1,0 MPa 45b 65b 48a 6,6a
Neon padrdo -1,2 MPa 47b 660 45a 6,7a
Neon sementes 48b 6,7b 45a 6,5a
Neon sementes -1,0MPa 4,6b 6.2¢ 45a 6.4a
Neon sementes -1,2MPa  4,5b 6,3c 44a 6,2a
Isolado 2 luz Escuro

36 horas 48 horas 36 horas 48 horas
Neon padrao 49a 70a 48a 7,1a
Neon padrio -1,0 MPa 45b 63c 400 6,0b
Neon padrio -1,2 MPa 4,5b 6,4b 420 6,3b
Neon sementes 460 66b 42b 6,4b
Neon sementes -1,0 MPa  44Db 6,2¢ 43b 6.2b
Neon sementes -1,2MPa 44 6,1¢ 43b 63b

Letras iguais ap6s as médias para cada coluna, em cada um dos isolados, nao

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Segundo Peres et al. (2002), outros géneros de fungos também podem
provocar a mudanga de coloragdo do meio; dessa forma, 0 meio Neon pode ser
considerado um meio semi-seletivo para a detecgio de S. sclerotiorum em
sementes de soja ¢ feijao. O azul de bromofenol é um indicador dcido-bésico
atuando na faixa de pH de 2,8 a 4,6 (Vogel, 1960).

A troca de cor ocorre no meio Neon de azul para amarela devido a
interagdo do indicador com fons H* liberados para o meio pela produgio de
icido oxdlico, induzindo processos de isomeria. Estes H* ligados ao indicador
formam um isémero de cor amarelada, denotando a presenca do pat6geno. O
ajuste do pH para 4,7 pode possibilitar maior sensibilidade ao meio Neon para
detectar fungos, produzindo baixa quantidade de dcido. Para outras espécies
fingicas que ndo S. sclerotiorum, que provocam a troca de cor do substrato
Neon, a incubag¢io com fotoperiodo de 12 horas sob luz negra (comprimento de
onda préximo a ultravioleta) pode ser recomendada para facilitar a identificagio

dessas espécies por meio de estimulo da esporulacdo (Peres, et al., 2002).



FIGURA 1 - Coloragio dos meios Neon padrio (n) Neon padrao -1,0 MPa (n;),
Neon padrio -1,2 MPa (n;), meio Neon sementes (s), Neon
sementes -1,0 MPa (s;) e Neon sementes -1,2 MPa (s,). a) Isolado
1 em fotoperiodo de 12 horas, b) Isolado 2 em fotoperiodo de 12
horas, ¢) Isolado | no escuro e d) Isolado 2 no escuro. Apos 36
horas de incubagao.
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FIGURA 2 - Coloragdo dos meios Neon padrio (n) Neon padrio -1,0 MPa (ny),
Neon padrio -1,2 MPa (n,), meio Neon sementes (s), Neon
sementes -1,0 MPa (s;) ¢ Neon sementes -1,2 MPa (s,). a) Isolado
I em fotoperiodo de 12 horas, b) Isolado 2 em fotoperiodo de 12

horas, ¢) Isolado 1 no escuro e d) Isolado 2 no escuro. Apds 60
horas de incubagdo.
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6 CONCLUSOES

A adigsio de manitol como restritor hidrico no substrato do meio Neon

nio interfere no crescimento micelial de S. sclerotiorum, € nem na mudanca de

coloragio do meio.
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CONSIDERACOES GERAIS

O desenvolvimento de novas tecnologias de pesquisa tem sido uma
preocupagado constante no mundo cientifico, tendo em vista que, dependendo do
método utilizado em determinados estudos, os resultados nem sempre sﬁb
confidveis.

A evolugdo da Fitopatologia, a exemplo do que ocorre com outras
Ciéncias Bioldgicas, tem sido marcada pela disponibilidade de novas técnicas de
investigacdo, ¢ a complexidade que envolve a interago patégeno e hospedeiro,
em um determinado ambiente, tem feito com que alguns aspectos neste contexto
ainda carecam de aperfeicoamentos ou desenvolvimento de novas alternativas
metodolégicas.

Em Patologia de Sementes, que trata das implicagSes que decorrem da
associagdo dos patégenos com sementes, considerando toda a cadeia de
producdo deste insumo, o desenvolvimento de novas metodologias de pesquisa
pode ser considerado lento ou ainda pouco explorado. Algumas das dificuldades
de se desenvolverem determinados estudos envolvendo, por exemplo, diagnose,
controle de patégenos via tratamento de sementes, estudos das rela¢des patégeno
x sementes, entre outros, tém sido a disponibilidade de sementes infectadas por
determinados patégenos em niveis ¢ em €pocas adequadas € os meios para
facilitar a detec¢do de alguns fungos em anélises sanitdrias em laboratdrio.
Estudos mais conclusivos nesses aspectos requerem um controle e conhecimento
mais rigoroso da condig@o das sementes utilizadas nas pesquisas.

Desta forma, uma preocupa¢ao que ainda permanece junto aos
pesquisadores em patologia de sementes diz respeito a disponibilizagao de
processos artificiais de obtengdo de sementes infectadas por determinados

patégenos como alternativa ao uso de sementes infectadas naturalmente. E
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oportuno ressaltar que a disponibilidade de sementes infectadas naturalmente
depende de fatores como sazonalidade e facilidade de se encontrarem os tipos €
niveis dos patégenos alvos € 0s potenciais de inéculo satisfatérios para
determinados estudos.

Nesta Tese, tendo como um dos alvos principais explorar novas
possibilidades do uso da tecnologia do pré-condicionamento de sementes €m
complemento aos trabalhos jé conduzidos na Universidade Federal de Lavras
por alguns anos, foi possivel ampliar o leque de aplicabilidade desta tecnologia.

No capitulo 2, os resultados revelaram que 0 uso de restritores hidricos,
incorporados ao substrato de papel pelo teste de incubagdo (“blotter test”), pode
inibir ou reduzir satisfatoriamente a germinagdo de sementes de sorgo em
substituigsio & técnica do congelamento. Para a quase totalidade dos fungos que
se associam as sementes do sorgo, o efeito dos restritores hidricos testados foi
equipardvel aos efeitos da técnica do congelamento. Estes resultados fazem com
que o uso da restricdo hidrica possa ser adotado em testes de sanidade de
sementes para a referida graminea com vantagens ja conhecidas do ponto de
vista econdmico e operacional. De acordo com as normas internacionais sobre
validagio de métodos ou testes de detecgdo de patogenos, a incorporagdo desta
nova tecnologia no sistema de controle de qualidade de sementes requer como
passo seguinte a condugdo de testes de aferi¢do onde o julgamento da eficdcia do
método ¢ feito por laboratérios j4 credenciados para este tipo de andlise.

No capitulo 3, gragas 2 aplicagfio da técnica do pré-condicionamento
controlado de sementes com restritores hidricos, foi revelado que para um
mesmo lote de sementes € possivel separar as sementes de milho naturalmente
infectadas por Fusarium verticillioides em diferentes classes de inculo deste
organismo, de acordo com o potencial ou densidade visual das estruturas
fingicas produzidas em um periodo de incubag3o. Por meio desta metodologia €

possivel obter, portanto, diferentes classes de sementes e a partir dai acompanhar
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os efeitos desses niveis em condigdes diversas e para diferentes finalidades. Por
este estudo percebe-se que € possivel também recuperar sementes sadias a partir
de um lote que estaria condenado do ponto de vista de altos niveis de infecgio
por determinados patégenos. Em se tratando de pequenos volumes de sementes,
o pré-condicionamento conforme aplicado neste trabalho pode substituir com
vantagens outros métodos de recuperar sementes, como € o caso da
termoterapia, visando obter sementes de milho livres de fungos.

No capitulo 4, nos estudos utilizando a restri¢do hidrica ao meio Neon,
observou-se que a restri¢do hidrica proporcionada por manitol pode ser utilizada
em substituicdo ao uso de 2,4-D para testes de deteccdo de S. sclerotiorum em

meio Neon.
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ANEXOS

ANEXO A Pigina

TABELA 1A Resumo da andlise de varidncia dos dados de
germinagdo de sementes € comprimento de raiz de
plantulas de sorgo (Lote 1,2, 3 e 4) submetidas 2
andlise sanitdria pelos métodos de incubagdo em
papel de filtro padrio (testemunha), papel de filtro
com congelamento e pape! de filtro com restricao
BEALICA. .. eeereemeeeiereenrsescessssnsmmsssssasssessessressannensnsans 117

TABELA 2A  Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre
médias dos tratamentos utilizando incubag@o em
papel de filiro com restricio hidrica e a
testemunha-papel de filtro padrdo, nas avaliagdes
de germinagdo de sementes e comprimento de raiz
de plantulas de sorgo (Lotes 1, 2, 3ed)iircannns 118

TABELA3A  Resumo da anilise de varidncia dos dados de
incidéncia e 4rea superficial das sementes coberta
pelo inéculo do fungo  Cladosporium
cladosporioides associado as sementes de sorgo
(Lote 1, 2, 3 e 4) submetidas 2 andlise sanitdria
pelos métodos de incubagdo em papel de filtro
padrio (testemunha), papel de filtro com
congelamento e papel de filtro com restrigdo

TABELA 4A Resumo da andlise de varidncia dos dados de
incidéncia e drea superficial das sementes coberta
pelo inéculo do fungo Colletotrichum graminicola
associado as sementes de sorgo (Lote 1, 2, 3 e 4)
submetidas 2 andlise sanitdria pelos métodos de
incubagio em papel de filtro padrao (testemunha),
papel de filtro com congelamento e papel de filtro
com restrigao hidrica.....oeeeeeeerieieriiennrieccnneciaeens 120

TABELA 5A Resumo da andlise de varidncia dos dados de
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TABELA 6A

TABELA 7A

TABELA 8A

TABELA 9A

incidéncia e drea superficial das sementes coberta
pelo inéculo do fungo Drechslera turcica associado
as sementes de sorgo (Lote 1, 2, 3 e 4) submetidas
a andlise sanitdria pelos métodos de incubagio em
papel de filtro padrdo (testemunha), papel de filtro
com congelamento ¢ papel de filtro com restri¢ao

Resumo da andlise de varidncia dos dados de
incidéncia e drea superficial das sementes coberta
pelo in6culo do fungo Fusarium moniliforme
associado as sementes de sorgo (Lote 1, 2, 3 e 4)
submetidas a andlise sanitdria pelos métodos de
incubagdo em papel de filtro padrdo (testemunha),
papel de filtro com congelamento e papel de filtro
com restrigao hidrica........ccocuciececrcccrcenccenecencennenenene. 122

Resumo da andlise de varidncia dos dados de
incidéncia e area superficial das sementes coberta
pelo inéculo do fungo Phoma sorghina associado
as sementes de sorgo (Lote 1, 2, 3 ¢ 4) submetidas
a andlise sanitdria pelos métodos de incubagio em
papel de filtro padrdo (testemunha), papel de filtro
com congelamento e papel de filtro com restricdo

Resumo da andlise de varidncia dos dados de
incidéncia dos fungos Epicoccum purpurencens e
Alteraria alternata associados as sementes de
sorgo (Lote 1, 2, 3 e 4) submetidas & andlise
sanitdria pelos métodos de incubacido em papel de
filtro padrdo (testemunha), papel de filtro com
congelamento e papel de filtro com restricdo

Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre
médias dos tratamentos utilizando os métodos de
incubagdo em papel de filtro com restri¢ao hidrica,
papel de filtro padrdo (testemunha) e a testemunha-
papel de filtro com congelamento, nas avaliages
de incidéncia e 4rea superficial das sementes
coberta pelo inéculo dos fungos Cladosporium
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cladosporioides, ~ Colletotrichum graminicola,
Drechslera turcica, Fusarium moniliforme, Phoma
sorghina, Epicoccum purpurencens ¢ Alternaria
alternata associados as sementes de sorgo (Lote
1)eemieeemesessaenessssonnamssnsmesssassensassensrassasasasssnsnsasansnsarass 125

TABELA 10A  Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre
médias dos tratamentos utilizando os métodos de
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papel de filtro padrio (testemunha) € a testemunha-
papel de filtro com congelamento, nas avaliagdes
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coberta pelo inGculo dos fungos Cladosporium
cladosporioides,  Colletotrichum graminicola,
Drechslera turcica, Fusarium moniliforme, Phoma
sorghina, Epicoccum purpurencens e Alternaria
alternata associados as sementes de sorgo (Lote

TABELA 11A  Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre
médias dos tratamentos utilizando os métodos de
incubagio em papel de filtro com restri¢do hidrica,
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Drechslera turcica, Fusarium moniliforme, Phoma
sorghina, Epicoccum purpurencens e Alternaria
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TABELA 12A  Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre
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alternata associados as sementes de sorgo (Lote
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TABELA 2A - Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre médias dos tratamentos utilizando incubagfio em papel
de filtro com restrigdo hidrica e a testemunha-papel de filtro padrio, nas avaliagbes de germinagio de
sementes e comprimento de raiz de plantulas de sorgo (Lotes 1, 2, 3 e 4).

Lane ! Lote 2 Lote 3 Lane
Geminaghn ¢6)™  Compri (cm)'®  Geminagdo (%)™ Compri wmy*™  Geminagln (%)™ Comprimento (cmd™®  Geminigdo (%) *" Comprimento (vm) %
Manitol -0.4 MPa ns ns ns wes ns 2ss 'S P
Manitol -0.6 MPa n hidd ns v nas ase s wan
Manitol -0.8 MPa bt b haad sox R see asa s
h'mh“l‘l.‘)h'h ass e ARSE san "AR s x ana amm
NaCl -04 MPa n ™ ns s " xes s ez
NaCl1-0.6 MPa b hbde ns A4 " e ann IYys
NaCl -0.8 MPa b aen ns b 20s e e ass
NaCl -1 0MPa bl nen a3 wan s ™ en xax
Manito! + NaCl 0.4 MPa ns ns RS son ns *5e o wan
Manito! + NaCl -0,6 MPa ns el s ve ns wrw ure A
Manito! + NaC1-O.8 MPa nee Al badd sve ana weu ans wer
Manitol « NaC1.1,0 MPa uss A nax e nan axs Asa v

Testemunha

***significativo a 5% de probabilidade
ns = nio significativo

(n Qr— O -
Dados transformados em: fvv05, X _,arco seno[ , X )
100 100
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TABELA 3A - Resumo da andlise de varidncia dos dados de incidéncia e drea superficial das sementes coberta pelo
inéeulo do fungo Cladosporium cladosporioides associado as sementes de sorgo (Lote 1, 2,3 ¢ 4)
submetidas 2 andlise sanitdria pelos métodos de incubagdio em papel de filtro padrdo (testemunha), papel
de filtro com congelamento e papel de filtro com restri¢iio hidrica.

Graus Quadrado Mé&diu (1.1) Quadrado Médin (1.2) Quadradn M&din (1.3) Quadrado Médio (14)
v libud;.ulc ASCIF twidéncia ASCIF'" Inidneia ASCIF Incisénia ASCIE*" fnidéncia
(Tratamentos) (3 1,6935632 ns 21,506917 ns 0,210670 s DHA0IH0 0112980 0y 1,348 704 32SEMMSS ORI
T Adicionas v Faoriad T v e T UG OBINAETS Y T ORI W T TIAmRY T IS T61M IDTFO05 as
Tesemurha vs Cungelameniv 1 2.031250ns OR 000 1y 0,283996 ns 0028 IRHR ns 0281250 ns 3,50C0000 ns 247,0000KK) ** 2450, 0XNK) =+
Solutos 2 0.136875 ns 20106021 ns 0119734 ns G01393513 s (1LO20833 s 00K333333 s 20583333 s 0583333 ns
Potenciais hidricos 3 0400833 ns 2,1193521 ns 0,286975 s 002670417 nx 041667 ns ,30855556 ns 4,1 388K 518 110444444 ns
Solutos x Potenciais hidricos 6 2184375 e 271189354 0.188626 s DOLKWTON ns 0145833 ne 097222222 s 13.701389 n< 62027778 08
Eqo 12 2,1642262 27515873 0.116011 010002058 0.114583 119017619 16083333 120666667
CVI%k) 45.64 43.15 IR KK 6172 180,53 169,7250 19,64 17.29

*teste F significativo a 5% de probabilidade

**teste F significativo a 1% de probabilidade

ns = teste F niio significativo a 5% de probabilidade
Dados transformados emy lm

ASCIF = 4rea superficial das sementes coberta pelo inéculo do fungo
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TABELA 4A - Resumo da andlise de variancia dos dados de incidéncia e 4rea superficial das sementes coberta pelo
inéculo do fungo Colletotrichum graminicola associado As sementes de sorgo (Lote 1, 2, 3 e 4)
submetidas a andlise sanitdria pelos mélodos de incubagio em papel de filtro padrio (lestemunha), papel
de filtro com congelamento e papel de filtro com restrigfio hidrica.

] G;ulls Quadrado Médio (L1} Quadrado Médio (L2) Quudradn Médin (L3) Quadrady Mé&tio (14

BV Iibmiade ASCIE Incidéncia ASCUE Incidéncia ASCIF Invidéncia ASCIF*" Incidénia

(Tratamentoy) a3 nomae S K173 ns Q043484 s 276923077 ns 3552097 nn 12.RB46154 ny 0,229372 s 17,258241K ns
" pdvionais ve Faroria) i TTSEI3383 M6 e ORI 00000000 " a0 m T DI 00380aKs T 6AsTIdN T

Testemunha vs Congelamento 1 36,125000 ns 60,5000000 vy OUSBI6H ne RON0N ns 1.531250n¢ K.0000000 0165753 0.5000000 ny
Sohutos 2 5623333 0.6206021 s 0097319 1 475000000 ns 0145833 m 15833333 ns 0.166534 1 12,2500000 s
Putenciais hidrivos 3 6971666 0 S1.0835806 ns 0054647 my 2RREBREEY ns 229139 s 153166667 ns 0217089 s 130000000 11y
Solutus x Potenciais hidrivos 6 16229166 1y 148, 1608493 ns 0¥ ns 1.6IURKRRY ns 1923610 ns 18.2500000 as 0300869 * 25.5833333
Emu 42 Y.990119 T8O07937 0,1(0264 6.761904% 1, 139880 13.1666667 1.123147 14, 7380052
CV(%) 20.39 12.37 29,59 1667 S80S 5805 18,15 INYh

*teste F significativo a 5% de probabilidade

**teste F significativo a 1% de probabilidade

ns = teste F niio significativo a 5% de probabilidade
Dados transformados emy I)Jx-i-_o.s

ASCIF = drea superficial das sementes coberta pelo in6culo do fungo
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TABELA 6A - Resumo da andlise de varidncia dos dados de incidéncia e 4rea superficial das sementes coberta pelo
inéculo do fungo Fusarium moniliforme associado s sementes de sorgo (Lotes 1, 2, 3 e 4) submetidas 2

anilise sanitéria pelos métodos de incubagiio em papel de filtro padrio (testemunha), papel de filtro com
congelamento e papel de filtro com restri¢ao hidrica.

G;us Quadiady Médio (1) Quadrado Mé&din {1.2) Quadrdo Médio (1.3) Quadrado Médin (L4)

b iberdade ASCIF Iniddncia ASCIF Inciddncia ASCIF Irvidincia ASCIF Incidéncia

(Tratamenius) {13) 9962582 ns 33,6483516 ns 0,543545 ns 32,4605385 0 20997252 544230769 *= 0177760 s TRO021Y78 iy
" CAdiconai s Fawih y T 6180003937 """ AT 030263 ns 7 168383337777 3300 T 12500000 =~ 7" GH00030 0~ T UARRSTIAT e

Testemuntha va Congelaniento i 1.531250 s 2NN s 1152349 s 1I2.SI00000 11y 124031250 *= 33H000MH0 ** 0,366673 ns 1800 1
Solutos 3 13325833 ns 310000000 s 0.640989 ns 22.5833333 s 173437 s 10,7500000 s 0.278953 ns 6ISDON 0y
Putenciats hidrivos 3 2970208 o 193333323 08 0,502770 ns 16972222200 12519097 sy 23,6IHBHRY 1y 0.149784 ns 6,3333333 s
Solutos x Putenviais hidrives 6 5103333 ns 223333333 s 0,388547 ns. 29,1588 s 13.269097 ns 24,3035556 18 0156158ns  * B 41666667 iy
Enu 42 12.510982 IV IRYS2 ns 0518368 40,3852 13.636)1 18,0524 0.433215 14476115
CV(%) 56.69 bLALS MM 43.39 56.19 4890 4062 7296

*teste F significativo a 5% de probabilidade

**teste F significativo a 1% de probabilidade

ns = teste F niio significativo a 5% de probabilidade

Dados transformados em{! m

ASCIF = drea superficial das sementes coberta pelo in6culo do fungo
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TABELA 7A - Resumo da andlise de varidncia dos dados de incidéncia e
inéculo do fungo Phoma sorghina associado as sementes
andlise sanitdria pelos métodos de incubagdo em papel de filtro p

congelamento e papel de filtro com restrigiio hidrica.

4rea superficial das sementes coberta pelo
de sorgo (Lotes 1, 2,3 e 4) submetidas 2

adriio (testemunha), papel de filtro com

Graus Quadrado Médio(L1) Quadrady Médio (L2) Quadsado Médio 11.3) Quadrado Médio (1.3)
v mﬁm ASCIF Iwidéncia ASCIF Incidéncia ASCIF Incidéncia ASCIF Incidémia
(Tratamentus) (3 9309780 ns 676842249 s 17335168 as 169192857 ns 17571772 s NISIGKIL LI 6STHNST
Cagiomis s Fawnad T b PO TROT T AR R Tl 1171 X Y sarsdidm SR H ey’ Tt PR THTCAT T
Testernuntha vs Congelamentu 1 21,125000 ns 180000000 1 1125000 s 32,000000 ns $2.500000 1 40.5000000 s 003250 m (1LSO000000 0y
Solutos b) 2808125 ns 7.6206021 nv 34411458 ne 310%3333 s 2473958 0y 810833333 0 1442708 o $.58333333 o
Putenciais hidrivos 3 10542500 ns 71,108 148 4ns 534722208 12000000 0y 29,546875 ns 1763055556 ns 00972208 AOINRRERY ns
Solutos % Potenciais hikdsivos 6 BIY74191 s 103.6906024 s 44690180 0s ML 7SO0 s 1RKIR125 s 128.3055556 ns L76HYT 4.R0355550
Erro 42 R.472738 72730159 31,3608 136,28571 MAIT6Y 158,238098 1,349702 114285714
CVL) 09 3398341 3198 21,78353 353 0.36376 769 61.X3375

*teste F significativo a 5% de probabilidade
**teste F significativo a 1% de probabilidade

ns = teste F ndo significativo a 5% de probabilidade

ASCIF = 4rea superficial das sementes coberta pelo inéculo do fungo
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TABELA 8A - Resumo da anédlise de variiincia dos dados de incidéncia dos fungos Epicoccum purpurencens e Alternaria
alternata associados s sementes de sorgo (Lotes 1, 2, 3 e 4) submetidas 2 andlise sanitdria pelos métodos
de incubagdio em papel de filtro padrao (testemunha), papel de filtro com congelamento e papel de filtro

com restri¢io hidrica.

Gy Quadsadu Médin (L1} Quadsadu M&dio (L.2) Quadraun Médiu (L.3) Quadrada Mé&dns (L)

wv Ii«httd;.‘ult Epicoccum Altesnaria Epicoccsn Alieroazio '™ Epicoccun Alternaria*” Epicocvum Alesnarin

(Tratamenlnn) u»n #6,253456 ** 198317709 ** 327081912 ns 0.27194145 ns 33.9010939 ns 214276072 »* 13978022 m 22,8406593 ns
Ao Pl T R T T Y e 1 (AT PARERP Y el

Testemurtha vs Congelamenics 1 112,5000000 ns NL000000 1y 12,5000000 113 0,25124M3 ns S0,0000000 ny BIRSBA13Y »= 200 LKNXXN0 0y 1R,0000000 s
Solvlos 2 109568521 ns 147805563 ns 1102500000 ns 059464411 ns 150833333 ns 0.65566791 ns 44,3333333 a8 16,33333333 1
Potenciais hidricos 3 $3,7499076 ns 16,6249389 ns 85555556 ns O2RN9714 s 353333333ns  LIKOT6RONs 17622222321 M.416606667 n
Sotutos x Patenciais hidrivos 6 $7,474003 ns 5, 2830868 s 1747220208 OI7179M66ns 440833333 ns  O40MUBKT NS SOREEENYns 11.66666667 ns
Enu 12 31015873 6,1984131 75.547619 1116228368 73.09523% 057148200 114.380952 23, 500N
(o' T: 3 38,06 T4k 58,64 3347 .73 3332 17.13 48,30

*teste F significativo a 5% de probabilidade
**teste F significativo a 1% de probabilidade

ns = teste F ndo significativo a 5% de probabilidade

Dados transformados em:( l ), [x +1
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TABELA 10A - Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre médias dos tratamentos utilizando os métodos de

incubagiio em papel de filtro com restrigdo hidrica, papel de filtro padriio (testemunha) e a testemunha-
papel de filtro com congelamento, nas avaliagGes de incidéncia e drea superficial das sementes coberta
pelo indculo dos fungos Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum graminicola, Drechslera
turcica, Fusarium moniliforme, Phoma sorghina, Epicoccum purpurencens e Alternaria alternata
associados as sementes de sorgo (Lote 2).

Cludosporiym Colletotrichum graminicoly Dreeiniera Fusarium Phont Epicoccmn Alrernaria
clade iniles Jurcicy swmiliforsme sonrgehing parprencen aftesmia
ASCIF™ Inciddneia ASCIF'® hwidéicia ASCIF Invidgimwia ASCIF® Invidéivia ASCIE Incigénia Incidéncia Incidéncia ¥

Manitod -0.4 MPa ns " ns ns n ns ns n n ns ne ns
Manite! -0,6 MPa ns n ns ns ns w ns ns n ns ns ns
Manitol -0.8 MPa ns ae ns ns n [} us ns n ns ns ns
Manitu) -1,0 MPa ns n n n m™ ns n n n ns ne ns
NaC1-04 MPa ns ns ns [ ns ns ns as m s n "
NaCl-0.6 MPa ns ane ns 28 o ns n ns " ns m n
NaC1-08 MPa ns ns ns ns 3 ns ns ns ne ns [ ns
NaCl - 1.0 MPa " ns n ns ns o (Y ns n ns [ s
Manitol + NaCi -0.4 MPa ns ns ns n hidd 0 ns " (13 ns " n
Manitod + NaCl -0.6 MPa ns ns n ns 3 ns 5N ns (1LY n " n
Manitol + NaCl -0.8 MPa " ns (13 m mn m m ns [ n n ns
Manitol + NaCi - 1.0 MPa ns ns " ns hiad ns Ry ns ~ ns n ns
Congelamento
Testemunha s ns n [ i n ns ns ns " n ns

***significativo a 5% de probabilidade

ns = ndo significativo a @

Dados transformados em: W , ‘/m

ASCIF = érea superficial das sementes coberta pelo inéculo do fungo



TABELA 11A - Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre médias dos tratamentos utilizando os métodos de

incubagdio em papel de filtro com restrigéo hidrica, papel de filtro padriio (testemunha) e a testemunha-
papel de filtro com congelamento, nas avaliagdes de incidéncia e 4rea superficial das sementes coberta
pelo inéculo dos fungos Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum graminicola, Drechslera
turcica, Fusarium moniliforme, Phoma sorghina, Epicoccum purpurencens € Alternaria alternata
associados as sementes de sorgo (Lote 3).

Cladosporinm Colletoirichum Dreunlera Fusarium Phoma Epicoccum Alicraria
cladosporinides graminiola furcicd moiiliforine s ghins P civens alternata
ASCIF Incidéncia ASCIF Incidéncia ASCIF Incidémuia ASCIF Inciddmia ASCIF Incidémia Incidéncia Invidénwia
Manitol -0.4 MPa n ~ ns ns ™ ns 3ot sse ns ns ns i
Manitol -0.6 MPa " ns m ns ns ns ™ ~n "~ " ™ i
Manitol -0.8 MPa ns ns ns 3 n n ns nee ns m ne e
Manitul - 1,0 MPa ns s ns ns n ns b sew 0y m ™ sas
NaCl-0.4 MPa ns s ns ns o Y n e ns n ™ Hax
NaCl-0,6 MPa ns ns " ns ns n ns " " m ns ns
NaCl-0.8 MPa ns ns as ns n ns ns b ns ns ity e
NaCl-10MPa ns ns m ns " Y [ wee ™ n m b
Manitol + NaCl-0.4 MPa ns »n ns ns m ns n ore s " " A
Manitol ¢« NaCl-0,6 MPa s ns " s "~ [N ns vou ns m " i
Manitol + NaCl 0.8 MPa ns ns ns ns m ns ns asa ™ ns n nas
Manito! + NaCl-LOMPa ns i ns ns (Y ns [ m ns n ™ e
Congelamento -
Testermunha ns m ns ™ ns ™ e .o ™ ™ ™ i

#**gignificativo a 5% de probabilidade

ns = ndo significativo

Dados transformados em: J;T]

ASCIF = firea superficial das sementes coberta pelo in6culo do fungo
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TABELA 12A - Teste de Dunnet (P < 0,05) para o contraste entre médias dos tratamentos utilizando os métodos de

incubagiio em papel de filtro com restrigdo hfdrica, papel de filtro padrio (testemunha) e a testemunha-
papel de filtro com congelamento, nas avaliagdes de incidéncia e 4rea superficial das sementes coberta
pelo inéculo dos fungos Cladosporium cladosporioides, Colletotrichum graminicola, Drechslera
turcica, Fusarium moniliforme, Phoma sorghina, Epicoccum purpurencens e Alternaria alternata
associados as sementes de sorgo (Lote 4).

Cladosporium Coltetorrichum Drecintera Fusarivn Phima Epicencum Alternaria

cludosporivides Riwminigol Jurfes ameniliforme wnghing P crgens alteinia

ASCIF " Incidéncia ASCIF'" Incidincin ASCIF  Jocidéncia ASCIF " Iidticia ASCIF  Incidéncia tocidéneia Invidicia
Manite! -0.9 MPa ns nee n ns ns m ns n ns as 0y n
Manitl -0,6 MPa bl ase ns ns n m ns 0 ns s n n
Manito! -0.% MPa hiad b ns ns ns n ns [:Y ns ns n n
Manitv) -1.0 MPa sas b ne ns " " ns N ns ns " n
NaCl-0.4 MPa san e m n ns n ns n ns ns " s
NaCl-0.6 MPa hind bl ns n ns n ns " ns ns [} ™
NaC1-0.8 MPa (] bkl ns ns ns ns [1:3 [0 s ns [ [
NaCl-1,0MPa ns n n Ry ns ns ns " ns ns [ m
Mazitol + NaCl1 -0 MPa res sas [ ns " ns [ n ns s ns n
Manito! + NaCi -0.6 MPa ns n n ns ns ns n ns ns [0 1S n
Manitol ¢ NaCl-0.8 MPa b ane mn ns ™ o n L) [} n " "
Manito! « NaCl -1.0 MPa ns ns ny n [ m ns [ ns m s s
Congelameniv - -
Testemunha aex aee n ns ™ " 1y ny ™ ) mn [

**¥significativo a 5% de probabilidade

ns = ndo significativo

Dados transformados em:“l/;ro,s

ASCIF = drea superficial das sementes coberta pelo inéculo do fungo



ANEXO B

TABELA IB

TABELA 2B

Resumo da andlise de varidncia dos dados do
didmetro médio do halo amarelado, oriundo da
mudanga de coloragdo do meio Neon, devido ao
crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum,
isolado 1, em dois ambientes de incubagdo ¢ em
dois periodos de teMPO.........covruesssrsmsccssssssrassaracesses

Resumo da andlise de varidncia dos dados do
diametro médio do halo amarelado, oriundo da
mudanga de coloragio do meio Neon, devido ao
crescimento micelial do fungo S. sclerotiorum,
isolado 2, em dois ambientes de incubagdo ¢ em
dois periodos de teMPO.........covwueusssusemsessssmsssssnenecs
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