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RESUMO

Para avaliar a viabilidade do uso da técnica de restrigao hidrica na detec¢do dos fungos Alternaria dauci e A. radicina em sementes
de cenoura pelo método de incubagdio em substrato de papel de filtro, foram utilizados os solutos manitol, NaCl e manitol + NaCl para
ajuste do potencial osmotico a -0,4; -0,6; -0,8; -1,0 e 1,2 MPa. Inicialmente, o indice de crescimento micelial (ICM) dos fungos foi avaliado
em meio de cultura BDA ajustado a diferentes potenciais osmoticos. A seguir, as sementes foram incubadas nas mesmas condigdes,
avaliando-se o indice de velocidade de germinagdo (IVG) e o comprimento de raiz. Foram avaliadas também a incidéncia e a porcentagem
das sementes cobertas por propagulos dos patdogenos (PSCPP) em sementes inoculadas e submetidas ao teste de sanidade em substrato de
papel umedecido com solugdes osmoticas. Observou-se que a restri¢cdo hidrica favoreceu o ICM de 4. dauci. A germinacdo das sementes
em substrato osmoticamente modificado foi reduzida a 100%. Pela incidéncia e PSCPP, verificou-se que a restrigao hidrica induzida por
NaCl e/ou pela mistura manitol + NaCl proporcionou indices maiores ou proximos ao teste padrdo, demonstrando a viabilidade do uso da
técnica de restricdo hidrica na detecgdo de 4. dauci e A. radicina.
Palavras-chave: Blotter test, patologia de sementes, germinagdo, potencial osmotico.

ABSTRACT
Use of water restriction for the detection of Alternaria dauci and Alternaria radicina in carrot seeds (Daucus carota)

To evaluate the viability of water restriction technique in the detection of the fungi Alternaria dauci and A. radicina in carrot seeds
by blotter test, the solutes mannitol, NaCl and mannitol + NaCl were used to adjust water potentials of -0.4; -0.6; -0.8; -1.0 and 1.2 MPa.
Initially, mycelial growth index (MGI) of the two fungi was evaluated on PDA medium at modified water potential. Seeds were incubated
on culture medium under modified water potential, in order to evaluate the germination speed index (GSI) and root length. In the last
step, incidence and inoculum intensities of the pathogens (PSCP) on the seeds were evaluated by the blotter test with osmotic compounds.
Water restriction technique showed to be beneficial to 4. dauci MGI. Seed germination in osmotic modified substrate was reduced up to
100%. On the basis of incidence and PSCP, it was verified that water restriction induced by NaCl and/or by the mixture mannitol + NaCl
provided indexes that were higher or close to those obtained in the standard blotter test, demonstrating the viability of the water restriction
technique for the detection of A. dauci and A. radicina.

Keywords: Blotter test, seed pathology, germination, water potential.

INTRODUCAO neste teste, a rapida germinagdo das sementes durante

o periodo de incubagdo prejudica a avaliagdo dos fungos

Entre as espécies patogénicas a cenoura, Alternaria
dauci (J.G. Kiihn) J.W. Groves & Skolko e Alternaria
radicina Meier, Drechsler & E.D. Eddy, sdo os mais
importantes e encontram-se associadas a sementes (Soteros,
1979; Tylkowska, 1992), podendo causar queima das
folhas e podriddo das raizes, respectivamente. Ambos os
patdgenos podem causar também o tombamento de plantulas
(Fancelli, 1997). A semente ¢ considerada a principal via
de disseminagdo (Pryor et al., 1997; Halfed-Vieira et al.,
2000; Souza et al., 2001). Entre os métodos de detecgdo de
Alternaria spp. em sementes de cenoura, o ‘blotter test’ ¢ a
técnica comumente utilizada (Neergaard, 1979). Entretanto,
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presentes e pode comprometer a validade dos resultados
devido a possiveis contaminagdes secundarias entre as
sementes e o exterior do recipiente (Machado, 1988).

Para controlar a germinagdo das sementes de
cenoura no teste de sanidade, recomenda-se a técnica
do congelamento durante 24 horas ap6s um periodo de
embebi¢do das sementes por 24 horas (ISTA, 2003). No
entanto, o congelamento pode criar condigdes favoraveis
para o desenvolvimento de bactérias e fungos saprofiticos
(Limonard, 1968), além dos custos envolvidos na aquisi¢do
de equipamentos de congelamento e a limitagdo do fluxo
de analise de um maior nimero de amostras que devem
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ser submetidas a esse processo em curto periodo de tempo
(Machado et al., 2003).

A restricdo hidrica em substratos utilizados para
inocular fungos em sementes mostrou-se procedimento
eficaz no controle da germinagdo das sementes, sem afetar
o desenvolvimento da maioria dos fungos ja testados
(Carvalho, 1999; Costaetal.,2003; Carvalhoetal.,2004). Em
teste de sanidade de sementes, a técnica de restri¢ao hidrica
foi ajustada para culturas do arroz e feijao (Coutinho et al.,
2001), algodoeiro (Machado et al., 2007), soja (Machado
et al., 2003), trigo (Celano, 2003) e sorgo (Magalhaes,
2005). Neste caso, o potencial osmdtico ndo interfere de
forma negativa na incidéncia e na area superficial da
semente coberta por propagulos do patégeno. A incubagio
¢ suficiente para retardar a germinagdo das sementes por
um periodo de tempo necessario para o desenvolvimento
do patdgeno, que é aproximadamente sete dias. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade do uso da técnica
de restri¢ao hidrica na detec¢do de 4. dauci e A. radicina
em sementes de cenoura pelo método de incubagdo em
substrato de papel, como alternativa ao congelamento.

MATERIAL E METODOS

Os fungos A. dauci e A. radicina foram isolados
de sementes de cenoura, identificados com base nas
caracteristicas morfologicas e submetidos ao teste de
patogenicidade. Em todos os ensaios, foram utilizadas
sementes da cultivar Brasilia, proveniente do Centro
Nacional de Pesquisa de Hortalicas da Embrapa. Para
avaliar o efeito da restri¢do hidrica sobre o desenvolvimento
de A. dauci e A. radicina, foi determinado o crescimento
micelial de 4. dauci e A. radicina em meio de cultura
batata — dextrose — agar (BDA) modificado com os solutos
manitol, NaCl e a mistura de manitol (50%) e NaCl (50%),
com os potenciais osmoticos ajustados em -0,4; -0,6; -0,8;
-1,0 e -1,2 MPa (Mega Pascal). Em cada placa de Petri, foi
adicionado, ao centro, um disco de 5 mm de didmetro de
meio de cultura contendo os fungos cultivados por sete dias.
As placas foram acondicionadas em camara de crescimento
com temperatura regulada a 25°C e fotoperiodo de 12 horas.
O diametro das colonias foi avaliado diariamente e o indice
de crescimento micelial (ICM) determinado utilizando-se a
formula descrita por Oliveira (1991).

A germinagdo das sementes em relagdo a restricao
hidrica foi avaliada pela exposi¢do das sementes ao meio
de cultura BDA, modificado conforme descrito acima. As
avaliagcdes foram realizadas fazendo-se contagens diarias
das sementes germinadas, calculando em seguida o Indice
de Velocidade de Germinagao (IVG) conforme a formula de
Maguire (1962). Entre as sementes germinadas foi avaliado
o comprimento da raiz principal.

O delineamento utilizado para avaliar o crescimento
das colonias fungicas e a germinagdo das sementes foi o
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 3 x 5
+ 1, sendo as combinagdes entre solutos (manitol, NaCl e a
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mistura manitol e NaCl) e potenciais osmoticos (-0,4 MPa,
-0,6 MPa, -0,8 MPa, -1,0 MPa ¢ -1,2 MPa). O tratamento
testemunha (adicional) foi constituido por BDA sem adig@o
de restritores. No teste para avaliar o crescimento micelial, a
parcela experimental foi constituida por uma placa de Petri
de 9 cm de diametro, perfazendo-se cinco repetigdes. No
teste de germinagdo de sementes, a parcela foi constituida de
uma placa de Petri de 15 cm de didmetro com 50 sementes,
totalizando-se quatro repetigdes.

Os testes de sanidade para avaliar o desenvolvimento
de A. dauci e A. radicina sobre a semente foram realizados
separadamente. Para cada patdogeno, as sementes foram
divididas em seis fragdes, sendo uma das fra¢des sem
inoculagdo e cinco fragdes inoculadas nos periodos de 24,
48, 72, 96 ¢ 120 horas. Apés a inoculagdo, as sementes
foram misturadas e homogeneizadas, obtendo-se uma
amostra composta, a qual foi submetida a assepsia com
hipoclorito de sddio 1% durante 10 minutos.

Foram preparadas solu¢cdes osmoticas em agua,
com 0s mesmos solutos e potenciais osmoticos descritos
anteriormente. Os tratamentos testemunhas foram
constituidos por sementes incubadas em substrato de papel
com congelamento e sem congelamento (“blotter test”
padrao). Ao final do periodo de incubagdo (sétimo dia),
foram avaliadas a incidéncia e a porcentagem das sementes
cobertas pelo propagulo do patogeno (PSCPP) de 4. dauci
e A. radicina.

Para determinar a PSCPP, foram atribuidas notas
variando de 0 a 3 (0 - semente sem propagulos do patégeno;
1 - sementes com 1% a 10% da area superficial recoberta
por propagulos do patogeno; 2 - sementes com 11% a 50%
da area superficial recoberta por propagulos do patégeno e¢;
3 - sementes com 51 a 100% da area superficial recoberta
por propagulos do patogeno). As notas foram ponderadas
em relagdo a média, adaptando-se o indice de Mckinney
(1923).

O ensaio constou de 17 tratamentos em delineamento
inteiramente casualizado, com 4 repetigoes de 50 sementes
em esquema fatorial 3 x 5 + 2 (3 solutos, 5 potenciais
osmoticos e dois tratamentos adicionais). A analise estatistica
foi realizada utilizando-se o programa SISVAR (Ferreira,
2000). Nas analises de variancia, foram determinados os
efeitos dos solutos, dos potenciais osmaticos ¢ as interagdes
entre soluto, potencial osmdtico e tratamentos adicionais.
Para o fator qualitativo (solutos), utilizou-se o teste de
Tukey na comparacdo das médias. Equagdes de regressio
foram ajustadas aos dados das variaveis analisadas quando
verificado efeito significativo (p<0,05) do potencial
osmotico.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Indice de Crescimento Micelial (ICM)
Na avaliagdo do ICM de 4. dauci foi verificado efeito

significativo na interag@o soluto e potencial (p < 1%). Entre
os solutos testados, a adi¢do de manitol proporcionou ICM
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maior ou igual aos demais solutos utilizados (Tabela 1). A
redugdo do potencial osmotico, induzida por manitol e pela
mistura de manitol e NaCl, nos potenciais-1,0 e-1,2, resultou
no aumento do ICM. Os solutos utilizados proporcionaram
maior ICM em rela¢do ao tratamento testemunha (BDA)
em todos os potenciais osmoticos testados (Figura la). Da
mesma forma foi observado que o crescimento das colonias
de Colletotrichum lindemuthianum foi favorecido pela
adicdo de manitol ao meio BDA (Carvalho et al., 2001).
Coutinho et al. (2001) observaram que a restricdo hidrica
do meio BDA, nos potencias -0,6 ¢ -0,7 MPa, induzida por
manitol, KCl e NaCl nao afetou ou favoreceu o crescimento
micelial dos Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium
oxysporum f. sp. phaseoli e Rhizoctonia solani.

Na avaliagdo do ICM de Alternaria radicina, foram
observadas diferengas entre os potenciais osmoticos (p
< 1%), reduzindo-se o ICM, com a redugdo do potencial
osmético (Figura 1b). Entretanto, no potencial -0,6 e -
0,8 MPa, a redugdo no ICM foi de apenas 0,17% ¢ 13%
respectivamente, enquanto no potencial -1,0 MPa,
observou-se uma redugdo de 24% comparada ao tratamento
testemunha.

Germinacio das sementes

Na avaliag@o do indice de velocidade de germinagao
das sementes e comprimento de raizes, pelo método de
incubagdo em substrato agarizado, foi observado efeito
significativo (p < 0,01) para o fator potencial osmotico. Nos
potenciais osmoticos mais negativos, o indice de velocidade
de germinagdo das sementes decresceu, em todos os solutos
utilizados (Figura 2a). As maiores redugdes na velocidade
de germinagdo foram observadas a partir do potencial
-0,8 MPa, proporcionando um decréscimo de 93% na
velocidade de germinacdo das sementes de cenoura em
relagdo a testemunha. O mesmo foi observado para o fator
comprimento de raiz (Figura 2b).

No tratamento sem adi¢do de soluto ao meio, o
comprimento médio de raiz foi 3,03 cm enquanto nos
potencias -0,8 MPa e -1,0 MPa, esse valor decresceu
para 0,20 cm e 0,02 cm respectivamente. No potencial -
1,2 MPa, a germinagdo da semente foi inibida durante o
periodo estudado. A alta eficacia da técnica de restri¢ao
hidrica no controle da germinacdo das sementes ja havia
sido demonstrada para as sementes de arroz e feijao
(Carvalho, 1999; Coutinho et al., 2001; Costa et al. 2003),

TABELA 1 - Dados referentes ao Indice de Crescimento Micelial de A. dauci, em meio

de cultura BDA osmoticamente modificado

Soluto Potenciais osmoticos (MPa)*
-0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2

Manitol 5,14 a 5,75a 5,74 a 6,08 a 5,76 a
NaCl 5,17 a 5,19 ab 5,18 a 481D 5,01b
Manitol + NaCl 448 b 5,13b 5,26 a 5,66 a 5,79 a
Média 5,34
BDA ! 4,47
CV (%) 7,31

"Médias com a mesma letra na coluna sdo estatisticamente iguais pelo teste F (p < 5%).
'A testemunha BDA ¢ inferior & média dos tratamentos com restri¢do hidrica pelo teste F (p

<5%)
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FIGURA 1 - A. indice de crescimento micelial dos fungos A. dauci (a); e B. A. radicina em meio BDA osmoticamente

modificado.

218

Tropical Plant Pathology 34 (4) July - August 2009



Uso da restrigdo hidrica na detecc¢@o de Alternaria dauci e Alternaria radicina...

>

y = 37,726x% 79,322x + 41,057 25,
R?= 99,6%"*

20

154

104

5]

indice de Velocidade
de Germinagédo

0

12 41 -08 -06 -04 -02 0
-5

Potencial osmético (MPa)| ¢

BDA modificado
BDA - Adicional

3,5, 'g B
31 &
250
y = 4,8543x2+ 10,323x + 5,4282 21 8
R2 = 99,67%** 15
&
' E
05 5
- =1 . . . . 0 g
12 -1 08 -06 -04 -02, 500

O DBA modificado

Potencial osmético (MPa) BDA. Adicional

FIGURA 2 - A. Indice de velocidade de germinagio; e B. e comprimento de raiz de sementes submetidas a incubagdo em

meio BDA osmoticamente modificado.

trigo (Celano, 2003; Farias et al., 2003), soja (Machado et
al., 2003) e algoddo (Machado et al., 2007).

Teste de sanidade

Para A. dauci, os fatores soluto e potencial osmoético
foram significativos pelo teste F para as variaveis incidéncia
e PSCPP. Entre os solutos testados, o cloreto de sodio
(NaCl) proporcionou maior incidéncia e PSCPP, em relacéo
a mistura manitol + NaCl (Tabela 2). Entre os potenciais
testados, foi verificado que a reducao do potencial osmético
estimulou o desenvolvimento do patdégeno (Figura 3a).
Para esse patogeno, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos ¢ as testemunhas. Farias et al. (2003),
estudando a interferéncia da restrigdo hidrica no teste de
sanidade de sementes de trigo, verificaram que a incidéncia
de Alternaria sp. foi maior quando se utilizou o NaCl, em
detrimento aos demais solutos estudados e a testemunha
sem congelamento (‘blotter test” padrao).

Ao analisar a incidéncia de 4. radicina verificou-
se que os fatores estudados ndo foram significativos pelo
teste F, sendo significativo, apenas as médias do fatorial vs.
adicional, assim, os tratamentos com o0s solutos nos diversos
potenciais proporcionaram maior incidéncia de 4. radicina
(87,2%), em relagdo as testemunhas (82%). A incidéncia de
A. radicina nos potenciais osméticos -0,8 MPa e -1,0 MPa,
induzidos por NaCl, foide 87% e de 86,5%, respectivamente,
enquanto que no ‘blotter test’ padrdo, a incidéncia do mesmo
fungo foi de 83,5% e no ‘blotter test” com congelamento, a
incidéncia apresentada foi de 80,5%.

Ao analisar os valores de PSCPP para 4. radicina,
observou-se que a interagdo entre os solutos utilizados e os
potenciais osméticos, foi significativa pelo teste F. Entre
os solutos utilizados, o NaCl e a mistura NaCl + manitol,
favoreceram o desenvolvimento de 4. radicina, para a
maioria dos potenciais testados, com excegdo apenas para o
potencial -0,4 MPa, onde o NaCl proporcionou menor valor
de PSCPP (Tabela 3). Os potenciais osmoticos de -0,6, -0,8
e -1,0 MPa induzidos por NaCl estimularam a PSCPP em
relacdo ao menor potencial estudado (Figura 3b).
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Entre os tratamentos testemunha, foi observado que o
congelamento favoreceu a PSCPP de 4. radicina (Tabela 3).
Entretanto, segundo Celano (2003), o crescimento fungico
pode ser favorecido pelo método de congelamento, uma vez
que, por ocasido do congelamento, as células das sementes
sdo rompidas, resultando na drenagem de exsudados no
papel, propiciando assim o desenvolvimento de fungos, o
que pode resultar na contaminagdo entre sementes durante
o teste de sanidade.

O uso da técnica de restrigdo hidrica, induzida por
NaCl, KCI e manitol, em diferentes potenciais osmoticos,
ndo interferiu na detecgdo dos fungos associados as
sementes de arroz e feijao (Coutinho et al., 2001. Da mesma
forma, Machado et al. (2007) constataram que a restrigdo
hidrica produzida por manitol e NaCl no potencial osmoético
-1,0 MPa nao interferiu no desenvolvimento e detecc¢do
dos fungos F. oxysporum f.sp. vasinfectum, Botryodiplodia
theobromae, Colletotrichum gossypii e C. gossypii var.
cephalosporioides em sementes de algodoeiro submetidas ao
teste de sanidade pelo método de incubagdo em substrato de
papel. Farias et al. (2003), apds o teste com varios solutos na
analise sanitaria de sementes de trigo e milho, indicaram o uso
de KCl e NaCl para o controle da germinagdo das sementes.

Nopresentetrabalho,ocrescimentode A. radicina,em
substrato osmoticamente modificado com NaCl restringiu-
se a superficie da semente, sem no entanto influenciar de
forma negativa na incidéncia, ao contrario dos solutos,
em que a colonia fungica apresentou um diametro maior,
desenvolvendo-se sobre o papel, como pode ser observado
na Figura 4. O desenvolvimento da colonia fungica sobre
o papel pode levar a contaminagdes secundarias durante o
teste de sanidade.

Além do aspecto de contaminagdo entre sementes
durante a germinagdo destas em teste de incubagdo
em substrato de papel, outro fator limitante tem sido a
dificuldade de o técnico realizar leitura em sementes
germinadas. Neste estudo, foi necessario, em média 16
minutos a mais para realizar leitura em uma amostra de
sementes germinadas, quando comparado 8 mesma amostra
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TABELA 2 - Médias referentes a incidéncia e a porcentagem
da semente de cenoura recoberta por propagulos de 4. dauci
(PSCPP), submetidas ao teste de sanidade de incubagdo em
substrato de papel osmoticamente modificado com os solutos
manitol, NaCl e manitol + NaCl

Soluto Incidéncia® PSCPP’
Manitol 6,00 ab 3,76 ab
NaCl 6,56 a 458a
Manitol + NaCl 492b 3,22b
Média dos tratamentos 5,83 3,85
Meédia das testemunhas > 6,71 4,62
CV (%) 35,30 30,19

Os dados foram transformados em [y .

“Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (p<0,05).

I 2Diferengas entre médias dos tratamentos ¢ média das
testemunhas néo foram significativas pelo teste F (p < 5%)..

TABELA 3 - Médias referentes a porcentagem da semente de cenoura recoberta por propagulos de 4.
radicina (PSCPP), submetidas ao teste de sanidade, incubagido em substrato de papel osmoticamente
modificado com os solutos manitol, NaCl e manitol + NaCl, em diferentes potenciais osmoticos
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Soluto Potenciais osmoticos (MPa) )

-0,4 -0,6 -0,8 -1,0 -1,2
Manitol 64,83 a! 49,50 b 40,83 b 41,84 b 41,67 b
NaCl 46,33 b 59,50 a 56,00 a 56,00 a 49,50 ab
Manitol + NaCl 60,33 a 56,50 ab 52,00 a 54,17 a 58,50 a
Média dos tratamentos " 52,50
‘Blotter test’ com congelamento 71,83 A
‘Blotter test’ padrdo 60,33 B
Meédia das testemunhas? 66,08
CV (%) 10,72

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
2Diferencas de densidade do indculo entre médias dos tratamentos e média das testemunhas foram

significativas pelo teste F (p < 5%).

A, B = Teste F significativo a 5% de probabilidade para tratamentos adicionais.

de A. dauci

NaCl
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FIGURA 3 - Analise de regressao relacionando a incidéncia e PSCPP de 4. dauci (a) e PSCPP de 4. radicina (b) em diferentes

potenciais osmoticos.
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FIGURA 4 - A. Sementes de cenoura submetidas a analise sanitdria pelos métodos de incubagdo em papel de filtro umedecido com éagua;
B. 4gua com manitol (-1,0MPa); C. d4gua com NaCl (-1,0MPa); e D. d4gua com manitol + NaCl (-1,0 MPa).

submetida ao condicionamento osmdtico de -1.0 MPa
(Figura 4). Os dados apresentados permitem concluir que o
teste de sanidade com restri¢do hidrica, apresenta potencial
para ser utilizado na detecgao de 4. dauci e A. radicina em
sementes de cenoura. O condicionamento osmotico de -1.0
MPa, induzido por NaCl, pode ser uma alternativa ao uso
do congelamento na detec¢do de A. dauci e A. radicina.
Ressalta-se, no entanto, a necessidade de realizar testes
confirmativos e o uso de maior nimero de lotes de sementes
com ocorréncia natural desses patogenos.
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