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Avaliacao do potencial de uso da restricao hidrica em teste de
sanidade de sementes de trigo visando a detec¢ao de fungos'

Mauricio Mega Celano?, José da Cruz Machado**,
David de Souza Jaccoud Filho*, Renato Mendes Guimaraes®

RESUMO - Objetivou-se, com o presente trabalho, avaliar a viabilidade do uso da restri¢ao hidrica,
em substitui¢do ou alternativa ao uso da técnica de congelamento de sementes de trigo, no teste de
incubag@o em substrato de papel, blotter test. O trabalho consistiu na comparagao das duas técnicas por
meio do exame de 60 amostras de sementes, coletadas em diferentes areas do Estado de Minas Gerais e
outras regides do pais, tendo como restritor hidrico o soluto manitol, no potencial de -1,10 MPa, valor
este determinado preliminarmente com base na capacidade de reducao da germinagdo das sementes de
trigo em condicdes do teste de sanidade. A incidéncia média de Bipolaris sorokiniana nao foi afetada
por nenhuma das técnicas comparadas, havendo, por outro lado, um maior estimulo da restrigao hidrica
em relagdo a Pyricularia grisea, Aspergillus ochraceus, Cladosporium cladosporioides e Epicoccum
purpuracens. Para Alternaria alternata, Drechslera tritici-repentis e Fusarium graminearum, 0S
maiores valores de incidéncia ocorreram no método do congelamento.

Termos para indexagdo: Triticum aestivum, patologia de sementes, blotter test.

Potential of water restriction technique for wheat
seed health testing

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the use of the water restriction technique as
an alternative to deep freezing for inhibiting wheat seed germination during blotter test incubation. The
two techniques were compared using sixty seed samples collected in different areas of Minas Gerais
state and other regions of Brazil. The water restriction established was determined by using manitol, at a
potential of -1.10 MPa, based on the results of preliminary essays. The mean incidence of B. sorokiniana
was not affected by any of the two techniques. Values for the incidence of Pyricularia grisea, Aspergillus
ochraceus, Cladosporium cladosporioides and Epicoccum purpuracens were higher when water
restriction was used. On the other hand, values for the incidence of Alternaria alternata, Drechslera tritici-
repentis and Fusarium graminearum were lower with water restriction. Elongation of the seed radicle
can be tolerated to a certain degree during blotter test incubation and the water restriction technique is a
potential alternative of the freezing technique for detecting most of the fungi associated with wheat seeds.

Index terms: Triticum aestivum, seed pathology, blotter test.

Introduciao

Inumeras doencas que prejudicam a cultura do trigo
podem ser disseminadas por sementes portadoras de seus
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agentes etiologicos. Além de danos diretos a cultura no
campo, sementes portadoras de patogenos constituem
focos primarios para a cultura em fases posteriores de
desenvolvimento. As plantas doentes produzem sementes
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infectadas, que por sua vez garantem a sobrevivéncia das
doengas por diferentes geracdes (Reis et al., 2001).

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

A andlise de sementes visando a avaliagdo da qualidade
sanitaria de uma amostra e, consequentemente, do lote
que representa, ¢ um pré-requisito fundamental do ponto
de vista de defesa vegetal, certificacdo de sementes e
de grande valor em programas de melhoramento, entre
outros. A escolha do método utilizado na andlise sanitaria
de sementes depende, entre varios fatores, do tipo de
patoégeno, das condigdes disponiveis e dos objetivos do
teste (Machado, 1988, Machado et al., 2002).

A deteccao de patogenos em sementes de trigo pode
ser realizada por diversos métodos, sendo a incubagdo em
substrato de papel (blotter test) e em meio agarizado os
mais utilizados. Estes métodos sdo aplicados para quase
todos os tipos de sementes, incluindo cereais, hortaligas,
ornamentais e florestais (Neergaard, 1979).

Embora o método de incubagdo em substrato de
papel, blotter test, com congelamento seja utilizado em
todo o mundo com a finalidade de impedir a germinacao
das sementes de diversas espécies, principalmente das
gramineas, durante o periodo de incubacdo, ele apresenta
algumas restricdes. Trata-se de um teste que, por causar a
morte das sementes, superestima a ocorréncia de alguns
fungos, incluindo os saprofitos, presentes nas sementes
devido a eliminagdo do componente resisténcia do
hospedeiro, além de constituir-se em obstaculo ao fluxo
operacional de um maior numero de amostras para analise
em curtos periodos de tempo.

O uso darestrigdo hidrica em testes de sanidade de sementes
para controlar o processo de germinac@o de sementes durante o
periododeincubagio em substitui¢do a 2,4-Diclorofenoxiacetato
de s6dio ou uso do congelamento tem sido bem sucedido

Gibberella  zeae
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para alguns patossistemas, conforme relatados na literatura
(Falleiro et. al., 2010, Carvalho et al., 2009, Machado et
al., 2008; Machado et al., 2007, Machado et al., 2004; Coutinho
etal., 2001).

Diante das dificuldades identificadas com o uso do
método de congelamento para o teste de sanidade de
sementes de trigo, o proposito deste trabalho foi avaliar a
possibilidade de utilizar a técnica da restri¢ao hidrica como
alternativa a referida técnica, partindo-se do principio que
ela ja tem sido empregada com vantagens em outros casos
como arroz, sorgo, milho, cenoura para a mesma finalidade.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Patologia de
Sementes, Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (DFP-UFLA).

Origem das amostras de sementes de trigo. foram obtidas
60 amostras de sementes de trigo provenientes dos estados de
Minas Gerais (1), Mato Grosso do Sul (2), Parana (23), Rio
Grande do Sul (7), Santa Catarina (7) ¢ Sdo Paulo (20).

Incubagdo das sementes em substrato de papel com
congelamento: ap6s a homogeneiza¢do das amostras, as
sementes foram distribuidas em placas de Petri de 15 cm de
diametro (25 sementes/placa de Petri), contendo trés folhas
de papel de filtro previamente esterilizadas ¢ umedecidas em
agua destilada e esterilizada (2,5 vezes o peso do papel de filtro
seco). As sementes, nas placas de Petri, foram inicialmente
mantidas por 24 horas a temperatura de 20 °C + 1 °C, depois
em congelador a -20 °C por 24 horas e, posteriormente,
incubadas a 20° C £ 1 °C em camara com fotoperiodo de
12 horas de luz negra (comprimento de onda proximo a
ultravioleta), durante cinco dias.

Incubagdo das sementes em substrato de papel com
restricdo hidrica: para este teste, foram distribuidas
sementes de trigo em placas de Petri de 15 cm de didmetro
(25 sementes/placa de Petri), contendo trés folhas de papel
de filtro previamente esterilizadas ¢ umedecidas com
solucdo osmotica (2,5 vezes o peso do papel de filtro seco)
de manitol, potencial de -1,1 MPa (82,19 g/L), previamente
esterilizadas. Para calcular a quantidade de manitol utilizada
na preparagdo da solugdo, foi utilizado o programa SPMM
(Michel e Radcliffe, 1995). A temperatura utilizada no
calculo foi de 20 °C, por ser esta a temperatura da cadmara
de incubagdo. As sementes foram incubadas em camara
com temperatura de 20 °C + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas
de luz negra (comprimento de onda proximo a ultravioleta)
durante sete dias.
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Avaliagdo da incidéncia e intensidade dos fungos nas
amostras de sementes: decorrido o periodo de incubagio,
procedeu-se ao exame individual das sementes ou
plantulas, com auxilio de um microscdopio estereoscopico,
computando-se o percentual de incidéncia e intensidade de
in6culo. Em alguns casos, a identificacdo foi confirmada
pela visualizagdo das estruturas morfologicas dos
fungos em microscopio Optico. A intensidade de inoculo
baseou-se no percentual da superficie de cada semente
recoberta por estruturas tipicas de cada espécie de fungo,
individualmente. A escala visual de coloniza¢do dos fungos
nas sementes foi constituida por quatro notas obedecendo
as proporgdes: zero (nenhuma estrutura tipica do fungo
sobre as sementes); 1 (estrutura do fungo cobrindo até
10% do total da superficie das sementes); 2 (colonizacdo
entre 11 e 50% da superficie das sementes); 3 (colonizagao
acima de 50% da superficie das sementes ).

Delineamento estatistico: o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com dois
tratamentos e oito repeticdes na avaliagdo do efeito dos
métodos de incubacgdo de sementes em substrato de papel
com congelamento e com restri¢do hidrica na detec¢do de
fungos nas sementes em teste. Cada parcela experimental
foi constituida por uma placa de Petri, com 25 sementes.
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Os dados relativos a incidéncia e intensidade de indculo
foram comparados pelo Teste F.

Resultados e Discussao

Através da aplicagdo dos métodos de incubagio
de sementes em substrato de papel com congelamento
e em substrato de papel com restrigdo hidrica foram
detectados neste trabalho, em niveis variaveis, nas
amostras de sementes examinadas, os fungos Bipolaris
tritici-repentis,
graminearum, Pyricularia grisea,  Penicillium spp.,
Aspergillus ochraceus, Alternaria alternata, Cladosporium
cladosporioides e Epicoccum purpuracens (Figura 1A).
Bipolaris sorokiniana e F. graminearum foram os fungos
patogénicos de maior ocorréncia, sendo detectados
em 93,3% e 65,0% das amostras, respectivamente. As
ocorréncias generalizadas dos fungos A.
cladosporioides e E. purpuracens, detectados em 60,
56 e 52 lotes, respectivamente (Figura 1A) devem-se,
provavelmente, ao fato de que as sementes submetidas aos
testes nao sofreram desinfestagao superficial. Estas espécies
sdo consideradas contaminantes comuns em associacao
com sementes das mais diversas espécies de vegetais.

sorokiniana,  Drechslera Fusarium
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Figura 1. Numero total de lotes (A) para cada fungo detectado em sementes de trigo submetidas ao teste de sanidade pelo método
de incubacdo em substrato de papel com congelamento e substrato de papel com restri¢ao hidrica (B) (total de 60 lotes).
Bs = Bipolaris sorokiniana, Dtr = Drechslera tritici-repentis, ¥g = Fusarium graminearum, Pg = Pyricularia grisea,

Pn = Penicillium spp., Ap
Ep = Epicoccum purpuracens.

Pela andlise comparativa realizada entre os dois métodos
de deteccdo, D. tritici-repentis ocorreu em apenas cinco
amostras pelo método de restricio hidrica, ao passo que pelo
método de congelamento ele foi detectado em 15 amostras
(Figura 1B). De um total de 39 lotes onde F. graminearum
estava presente, pela técnica da restri¢do hidrica este fungo

= Aspergillus ochraceus, At =

Alternaria alternata, Cl = Cladosporium cladosporioides e

foi detectado em 3 desses lotes, sendo a incidéncia nestes
casosde 3,5, 1,0 ¢ 0,5% (Figura 1B). Por sua vez, Aspergillus
ochraceus, considerado um fungo de armazenamento, foi
favorecido nas condigdes do método osmotico, estando
presente em 22 lotes. Pelo método do congelamento este
organismo ocorreu em apenas sete lotes (Figura 1B).
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Os valores médios de incidéncia dos fungos D. tritici-
repentis, F. graminearum e A. alternata pelo método do
congelamento foram estatisticamente superiores do que aqueles
registrados pelo método da restri¢ao hidrica (Figura 2). Uma das
hipoteses que pode explicar esse fato € o efeito de contaminago
secundaria entre sementes decorrente da elevada exsudagdo
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do contetido das sementes no substrato de papel, determinado
pela agdo do congelamento, que leva ao rompimento de
estrutura celular e assim, proporcionando condi¢des para o
maior crescimento dos fungos nestas circunstancias. Nestas
condi¢des verifica-se que a incidéncia de alguns fungos no lote
¢ superestimada pelo método do congelamento.

40 0 Congelamento
S B Restricao Hidrica
= 30
2
Q
g
2 20
<
S
& a a
- |:I |:I|:I 1
RS
, AL i :I [I[I
B Bs Dtr Fg Pg Pn Ap At Cl Ep
50 O Congelamento
W Restri¢ao Hidrica

40

. dﬂ]ﬂﬂ

0
D Bs Dtr Fg Pg Pn Ap At

Intensidade maxima (%)

Figura 2. Valores médios (A e B) e maximos (C e D) de incidéncia e intensidade para cada fungo detectado em sementes
de trigo submetidas ao teste de sanidade pelo método de incubagdo em substrato de papel com congelamento
e substrato de papel com restricdo hidrica (total de 60 lotes). Bs = Bipolaris sorokiniana, Dtr = Drechslera
tritici-repentis, Fg = Fusarium graminearum, Pg = Pyricularia grisea, Pn = Penicillium spp., Ap = Aspergillus

ochraceus, At = Alternaria alternata, Cl = Cladosporium cladosporioides e Ep = Epicoccum purpuracens.

Outra hipotese levantada diz respeito a quebra de
resisténcia da semente pela sua morte determinada pela
acdo do congelamento (-18 °C / 24 horas). Com a resposta
de defesa da semente reduzida, o desenvolvimento do
fungo ¢ facilitado. Em relagdo ao efeito da restricdo
hidrica, ela apenas inibe ou reduz a protrusdo radicular,
sem que ocorra morte da semente. Desta maneira, estando
a semente fisiologicamente ativa, o crescimento do (s)
fungo (s) contidos nessas sementes podera sofrer a acdo
de certos metabolitos liberados pela semente. Portanto, os
valores observados no método de incubacdo em substrato
de papel com restricdo hidrica parecem retratar com mais
naturalidade o que ocorre nesta interagdo, ao contrario do
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que ocorre com o congelamento.

A incidéncia média dos fungos Pyricularia grisea,
A. ochraceus, C. cladosporioides e E. purpuracens,
pelo método da restricdo hidrica, foi estatisticamente
superior (Teste F, p < 0,01) aquela obtida pelo método do
congelamento (Figura 2A). Possivelmente esses fungos
possuam uma maior habilidade em desenvolverem-se
em ambiente com maior potencial hidrico (-1,1 MPa), e
também, em utilizar o manitol como fonte adicional de
carbono, favorecendo o seu crescimento.

Em relagdo aos valores médios de intensidade de
indculo, foram detectadas diferencas estatisticas entre os dois
métodos de sanidade comparados (Teste F, p £ 0,01) para
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os fungos D. tritici-repentis, A. alternata ,A. ochraceus e C.
cladosporioides. O método do congelamento proporcionou
valores mais elevados aos dois primeiros fungos, ao contrario
de A. ochraceus e C. cladosporioides (Figura 2B).

Estes resultados evidenciam que o método de
incubacdo em substrato de papel com restricdo hidrica,
comparado ao método com congelamento, foi menos
sensivel na detec¢do de Drechslera tritici-repentis (Figuras
1 e 2). Os maiores valores de incidéncia deste organismo
obtido a partir da avaliagdo das 60 amostras de sementes
pelos métodos de congelamento e restricdo hidrica foram
de 21% e 8%, respectivamente, sendo os valores médios de
incidéncia nestas amostras de 3,1% e 0,9% para o método
do congelamento e restri¢do hidrica. D. tritici-repentis
produziu menos conididforos e conidios nas sementes
submetidas ao teste com restri¢ao hidrica, por conseguinte
sua detec¢do e quantificagdo foram dificultadas.

O uso de solucdo osmotica em testes de sanidade,
especificamente no blotter test foi relatado inicialmente
por Brodal (1997) na Noruega e Suécia com a finalidade de
detectar espécies de Drechslera e Bipolaris em sementes
de alguns cereais, de maneira indireta. Com a incorporacao
de uma solugdo de sacarose 0,5 M ao substrato de papel,
observou-se que sementes portadoras daqueles géneros
produziam logo abaixo ou ao seu redor uma coloragdo
azulada. Segundo relatos de Sivanesan (1987), a formagao
e liberagdo de antraquinonas por aqueles géneros eram os
responsaveis por esta mudanga de coloragdo no substrato.
Em estudos comparativos entre o método de congelamento
e o blotter osmotico, com base na analise de 57 amostras
de sementes de cevada, no periodo de 1990-93, Brodal
(1997) relata que o método osmdtico (sacarose 0,5 M)
proporcionou valores mais elevados de detec¢ao daqueles
fungos do que o blotter com congelamento. Relata ainda
Brodal (1997) que além da maior sensibilidade do método
osmotico, da ordem de 40%, ele apresenta a vantagem
de retardar a germinag¢do das sementes. Neste trabalho
0 objetivo ndo era, portanto, determinar as espécies dos
fungos em foco, mas sim a mudanca de coloragdo do
substrato em nivel de género.

No presente trabalho, pelo método com restri¢do
hidrica foi observada produgdo de uma coloragdo rosa-
claro no substrato de papel na regido abaixo das sementes
que pertenciam a lotes em que, por meio do método do
congelamento, foi detectado Drechslera tritici-repentis.
Este fato faz com que a avaliacdo da incidéncia desse
fungo possa ser realizada, pelo blotter com restricdo
hidrica, com base na formagdo daquela coloragdo. Esta

constatacdo merece, no entanto investigagdes adicionais
mais aprofundadas.

Este estudo deixa claro que o método de incubagido em
substrato de papel com congelamento ¢ mais sensivel que
o método osmotico na detec¢do de fungos em programas
voltados para a diagnose de patogenos de natureza
quarentenaria. Do ponto de vista de certificagdo, o método
da restricao hidrica configura-se como uma alternativa das
mais promissoras, sendo ele um método ndo destrutivo e
que ndo oferece riscos para a satide humana e nem envolve
contaminantes quimicos em laboratorios onde sementes
sdo manipuladas. E valido lembrar que, pelo método de
restricao hidrica, o fluxo operacional de analise de amostras
em laboratdrio de rotina ndo sofre restricdes como no caso
do uso do blotter test com congelamento. Além dessas
vantagens, por meio do blotter com restricdo hidrica, a
manipulagdo das sementes em pré-incubagcdo ¢ menor,
0 que previne problemas resultantes da movimentacdo
indesejavel das sementes nos substratos do blotter test.

Conclusoes

A técnica da restri¢do hidrica pode ser empregada
com sucesso na andlise de sementes de trigo, em
programas de certificacdo, como alternativa a técnica do
congelamento pelo teste de Incubag@o em Substrato de
Papel- blotter test, para a detec¢do de parte dos fungos
fitopatogénicos e de deterioragdo em armazenamento
associados a estas sementes.

A recomendacdo da restrigdo hidrica na detecgdo
de alguns dos fungos como Drechslera tritici-repentis e
Fusarium graminearum ainda requer estudos adicionais.
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