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RESUMO GERAL
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ASSOCIAGAO DE Alternaria spp. COM SEMENTES DE APIACEAS:
METODOS DE INOCULACAO E INFLUENCIA NA QUALIDADE
FISIOLOGICA

AUTORA: DANIELE CARDOSO PEDROSO
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade fisioloégica de sementes de
cenoura, coentro e salsa, associadas com Alternaria alternata e A. dauci, sob dois
métodos de inoculacdo, suspensdo de conidios e restricdo hidrica. Os isolados de A.
dauci e A. alternata foram obtidos, respectivamente, de plantas de cenoura com
sintomas da doenca e de sementes de cada uma das espécies, submetidas a um
teste inicial de sanidade (Blotter Test). Os tratamentos de inoculagdo para
suspensao consistiram em: tratamento testemunha (dgua destilada e esterilizada),
suspensdo de conidios de A. alternata, suspensdo de conidios de A. dauci e
suspensdo de conidios de ambas as espécies (A. alternata + A. dauci). Para
restricdo hidrica: BDA + manitol (tratamento testemunha); BDA + manitol + A.
alternata; BDA + manitol + A. dauci; BDA + manitol + A.alternata + A.dauci. A
gualidade fisiol6gica das sementes foi avaliada por um conjunto de testes realizados
em condi¢cdes controladas de laboratorio e em casa de vegetagcdo. A qualidade das
sementes de cenoura, coentro e salsa é prejudicada pela associagdo com Alternaria
alternata e A. dauci. A utilizagc&o da inoculacdo de sementes através da suspensao
de conidios é eficiente na contaminacdo de sementes de cenoura por A. alternata e
A. dauci. A utilizacdo do manitol, como um restritor hidrico, € eficaz para a obtencéo
de sementes infectadas por A. dauci na cultura da salsa. Para sementes de coentro,

ambos os métodos demonstram niveis satisfatérios de infeccéo.
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The objective of the present work was to evaluate the physiologic quality of carrot
seeds, cilantro and parsley, associated with Alternaria alternata and A. dauci under
two inoculation methods, conidial suspension and restriction hidric. The isolated of A.
dauci and A. alternata were obtained, respectively, of carrot plants with symptom of
the disease and of seeds of each one of the species, submitted to an initial test of
sanity (Blotter Test). The inoculation treatments for suspension consisted in: testifies
(distilled water and sterilized), conidial suspension of A. alternata, conidial
suspension of A. dauci and conidial suspension of both species (A. alternata + A.
dauci). Para restriction hidric: PDA + manitol (testifies); PDA + manitol + A. alternata;
PDA + manitol + A. dauci; PDA + manitol + A.alternata + A.dauci. The physiologic
guality of the seeds was evaluated by a group of tests accomplished in controlled
conditions of laboratory and green house. The quality of carrot seeds, cilantro and
parsley is influence by the association with it would Alternaria alternata and A. dauci.
The use of the inoculation of seeds through the conidial suspension is efficient in the
contamination of carrot seeds for A. alternata and A. dauci. The use of the manitol,
as a restritor hidric, is effective for the obtaining of seeds infected by A. dauci in the
culture of the parsley. Already for cilantro seeds, both methods demonstrated

satisfactory levels of infection.

Key words: Alternaria alternata, Alternaria dauci, inoculation, manitol.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Apiaceae abrange uma diversidade de representantes, dentre eles,
ervas aromaticas e condimentares, plantas ornamentais, medicinais e importantes
espécies horticolas, como: cenoura, coentro e salsa. Essas espécies séao
encontradas em diversas partes do mundo, desenvolvendo-se, preferencialmente,
em éareas com clima temperado. Além disso, a maioria tem como modo de
propagacéo, a semente.

A cenoura (Daucus carota L.) € uma das hortalicas mais consumidas no
Brasil, ocupando o sexto lugar em volume de produc&o. Seu ciclo consiste na
producdo de raizes, que apo6s um tempo de estimulo por fotoperiodo ou
temperatura, emitem uma haste floral, que dara origem as sementes. O coentro
(Coriandrum sativum L.) é uma espécie olericola, que produz folhas e sementes
aromaticas, sendo bastante utilizado como condimento, na culinaria e, também,
como medicamento. A salsa [Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Hilll € uma planta
herbacea, de aroma suave e agradavel e suas folhas séo utilizadas no preparo de
saladas, sopas, molhos e temperos em geral.

O Rio Grande do Sul é detentor de uma forte atividade agricola e, entre as
alternativas de producéo rural, economicamente viaveis, encontra-se a producao de
sementes de espécies horticolas, tendo como importante pdlo a regido geo-
econbmica de Bagé (Bagé, Hulha Negra, Candiota, Pinheiro Machado e Herval do
Sul), a qual é responsavel por 30% da producdo nacional. Nesse cenario, espécies
de apiaceas ocupam um importante papel na regido, pois possuem um numero
consideravel de representantes cultivados. Sementes de cenoura, por exemplo, tem
90% de sua producéao realizada nessa localidade. Outras espécies, como a salsa e o
coentro, também s&o produzidas, em menor quantidade, porém com igual
importancia. Para um significativo nUumero de pequenos agricultores, que trabalham
como cooperados das grandes empresas de sementes, as quais comercializam o
produto final, a producdo de sementes dessas espécies constitui-se em uma das
principais atividades econdémicas.

A demanda por semente de cenoura, de coentro e de salsa, até inicio da
década de 90, era suprida inteiramente, pela importacdo. A partir dai, com a criacao

de cultivares nacionais adaptadas as condi¢cfes climaticas locais, foi possivel chegar
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até o periodo atual com o mercado totalmente atendido por cultivares produzidas no
pais, especialmente na Regido de Bagé.

A utilizacdo de sementes de alta qualidade é essencial para a instalacdo e
producédo de qualquer cultura, em termos de uniformidade da populacéo e alto vigor
das plantas. A qualidade da semente é o somatorio de todos os atributos genéticos,
fisicos, fisiologicos e sanitarios que afetam a sua capacidade de originar plantas de
alta produtividade.

Entre os vérios fatores que podem influenciar na qualidade das sementes, a
associagcdo de microrganismos € considerada um dos mais importantes. Além dos
aspectos de transmissdo e suas conseqiéncias epidemioldgicas, a presenca de
certos patégenos em sementes pode resultar em efeitos diretos como redugdo no
potencial germinativo, vigor, emergéncia, periodo de armazenamento e até
rendimento. As sementes sdo atacadas por patdgenos no campo de producao e nas
operacOes subsequentes (colheita, secagem e beneficiamento). Esses patdgenos,
presentes nas sementes, tornam-se ativos tao logo encontrem condi¢des favoraveis,
podendo ndo s6 atacar a semente, mas também a plantula, quando esta estiver
emergindo do solo. Em ambos os casos, poderdo originar uma subpopulacdo de
plantas contaminadas pelo patégeno. E importante considerar ainda, que as
sementes sao veiculos eficientes de disseminacdo de agentes fitopatogénicos de
uma regido para outra, podendo contaminar areas isentas.

Os principais fungos que se associam com sementes de cenoura, coentro e
salsa, sdo Alternaria dauci, Alternaria alternata, Alternaria radicina, Fusarium spp. e
Cercospora spp. O género Alternaria engloba espécies que merecem aten¢do no
meio agricola, por serem agentes causais de importantes doencas que ocorrem em
algumas culturas. Cada organismo patogénico apresenta sua forma particular de
colonizar seus hospedeiros, as espécies de Alternaria, em geral, ndo atacam raizes
e feixes vasculares, elas sdo preferencialmente patdégenos foliares e com isso
provocam perdas na planta pela reducéo de seu potencial fotossintético. Além disso,
Alternaria spp. infectam sementes e podem destrui-las completamente, causando
perdas na germinacdo, bem como podem ser transmitidas as plantulas causando
doencgas.

Para estudos mais aprofundados das relacdes entre patégenos e
hospedeiros, tém-se desenvolvido métodos eficazes de inoculagdo em sementes. A

inoculacdo de sementes com patdgenos, para a maioria fungos, tem sido



16

tradicionalmente realizada por meio da embebicdo das mesmas em suspenséo de
conidios. Por esta metodologia, o processo de infeccdo ndo é assegurado algumas
vezes, e sim, a contaminacdo superficial. Em alternativa, surge a inoculagcdo das
sementes através da restricdo hidrica, método capaz de proporcionar elevados
indices de infeccdo das sementes. A metodologia de inoculagdo de fungos em
sementes sobre meio de cultura, utilizando a técnica de restricdo hidrica, é
empregada para inibir a germinacdo das sementes, sem efeito estimulante ou
inibitério no desenvolvimento do fungo, quando comparado as metodologias
padronizadas.

Nesse contexto, sdo de extrema importancia pesquisas que permitam
diagnosticar a qualidade das sementes quando ocorre a associacdo com patdégenos,
pois poderdo possibilitar o emprego de técnicas mais eficientes, com resultados
mais promissores no crescente cultivo das apiaceas no Brasil. Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar a qualidade fisioloégica de sementes de cenoura,
coentro e salsa, associadas com Alternaria alternata e A. dauci sob dois métodos de

inoculacéo, suspenséao de conidios e restricdo hidrica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apiaceas e suas caracteristicas

A familia Apiaceae (Umbelliferae), considerada uma das maiores familias de
Angiospermas, apresenta distribuicdo cosmopolita com cerca de 400 géneros e
aproximadamente 4.000 espécies. No Brasil, ocorrem cerca de 100 espécies
distribuidas em oito géneros (SOUZA, 2005). Vérias plantas dessa familia destacam-
se por possuirem propriedades medicinais e condimentares, sendo bastante
difundida e crescente sua utilizagcdo na industria farmacéutica e na culinéria. Além
disso, as apiaceas ocupam um lugar de destaque entre as hortalicas, nessa familia
botanica estéo incluidas diversas culturas como: cenoura, mandioquinha-salsa, aipo,
funcho, endro, erva-doce, coentro e salsa.

No Brasil, a area de cultivo das plantas da familia Apiaceae encontra-se em
expansao. Entre os representantes, de elevado valor econémico e significante area
de producédo, encontram-se a cenoura (Daucus carota L.), o coentro (Coriandrum
sativum L.) e a salsa [Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Hill]. Estas espécies estédo
incluidas, taxonomicamente, na ordem Apiales, Classe Magnoliopsida e Divisdo
Magnoliophyta.

Cenoura (Daucus carota L.)

A cenoura (Daucus carota L.) € uma hortalica que apresenta como
caracteristicas botanicas a tipica inflorescéncia do tipo umbela, a qual pode ser
terminal ou primaria, composta de flores brancas; o caule € pouco perceptivel e
situa-se no ponto de insercdo das folhas, as quais s&o pubescentes e
significativamente recortadas; sua raiz é do tipo tuberosa, sem ramificacdes, de
formato cilindrico ou conico e coloragdo geralmente alaranjada, podendo ser branca,
amarela, vermelha e roxa, variando entre longa, média ou curta (PENA, 1996).

No grupo das raizes tuberosas, em nivel mundial, a cenoura ocupa um lugar

de destaque, figurando entre as dez hortalicas mais importantes, levando-se em
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consideracdo a area de plantio e o valor de producdo (RUBATZKY et al., 1999;
SIMON, 2000; VILELA, 2004).

Seu centro de origem estd situado no continente asiatico, na regiao do
Himalaia, hoje Afeganistdo (RUBATZKY et al., 1999; VILELA, 2008), sendo que a
introducdo da cenoura no Brasil é resultante da colonizagdo européia. A ampla
versatilidade culinaria e adaptabilidade a diferentes condicbes de cultivo
proporcionaram popularidade, crescente producao e significativo valor econdmico da
cenoura entre os brasileiros. Além disso, essa espécie também se destaca pelo
valor nutricional, sendo rica em betacarotenos, fibras e antioxidantes, constituindo-se
em umas das principais fontes vegetais de vitaminas e minerais (ELMADFA, 1989;
PENA, 1996).

O cultivo da cenoura, no Brasil, é realizado principalmente nas regiées sul e
sudeste, abrangendo os Estados de Minas Gerais (Sado Gotardo, Santa Juliana e
Carandai), Sao Paulo (Piedade, Ibiina, S&o José do Rio Pardo e Mogi das Cruzes),
Parana (Marilandia do Sul) e Rio Grande do Sul (Caxias do Sul) (FERREIRA, 1991,
VILELA, 2008). Embora encontre melhores condi¢des de cultivo em areas de clima
ameno, gracas ao desenvolvimento de cultivares tolerantes ao calor e com
resisténcia as principais doencas de folhagem, a producdo de cenoura esta se
expandindo também nos estados da Bahia e de Goias, com realizacdo de plantio e

colheita durante o ano todo nesses estados (ALVES, 2004).

Coentro (Coriandrum sativum L.)

As caracteristicas botanicas de coentro (Coriandrum sativum L.) incluem a
tipica inflorescéncia do tipo umbela, a qual pode ser terminal ou primaria, composta
de flores brancas, raiz do tipo pivotante, caule ereto e folhas compostas,
profundamente partidas (PEDROSA et al., 1984).

No grupo das olericolas, o coentro € consumido em diversas regibes do
Brasil, especialmente no Norte, Nordeste e em menor propor¢do no Sudeste. Seu
cultivo visa ndo somente a obtencdo de massa verde utilizada na culinaria em
diversos pratos tipicos, no tempero de peixes e carnes, além de molhos e saladas,
mas também, para obtencdo de frutos secos bastante utilizados na industria de

condimento para carne defumada e na fabricacdo de paes, doces, picles e licores
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(PEDROSA et al., 1984; ALVES et al., 2005). No uso terapéutico, € indicado para
dores estomacais, possuindo acao diurética e antiinflamatoria, além disso, € utilizado
na industria de cosméticos por produzir uma esséncia semelhante a lavanda
(COENTRO, 2005).

E uma planta originaria da Europa Austral e do Oriente, sua introdugdo no
Brasil se deu no inicio da colonizacédo portuguesa. Seu cultivo se torna ainda mais
importante por ser realizado, quase que exclusivamente, por pequenos agricultores,
constituindo-se uma das suas principais atividades econdmicas (PEREIRA et al.,
2005; REIS et al., 2006).

A producdo de coentro depende do cultivo de sementes realizado no Rio
Grande do Sul. O estado € responsavel pela maior parte das sementes de coentro
utilizadas em outras regides do pais, principalmente nos estados do Nordeste. Em
segundo lugar, fica a regido Norte, e ainda, ha cultivo significativo em S&o Paulo e
no Distrito Federal (ISLA, 2001).

O fator climéatico mais importante para o coentro € a temperatura, pois é uma
cultura adaptada a regides de clima quente, ndo suportando cultivo em condi¢cdes de
baixa temperatura (PEDROSA et al., 1984). Na regidao Nordeste, ou em localidades
de clima quente, pode ser semeado o0 ano todo. As principais cultivares difundidas
comercialmente e com grande aceitacdo, por sua excelente qualidade na culinaria e
industrial, sdo: Portugués, Francés, Palma, Verde cheiroso, Verddo, Palmeirdo
(AGROCERES, 1983).

Salsa [Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Hill]

A salsa [Petroselinum crispum (Mill.) AW. Hill] € uma planta herbacea, bienal
ou perene, de caule oco, cilindrico, pouco ramificado, com coloracéo verde-clara e
rico em canais oleiferos que Ihe ddo aroma e sabor peculiar. As flores sao pequenas
e estdo reunidas numa inflorescéncia do tipo umbela, apresentando coloracao
amarelo-clara. As folhas, também possuem aroma forte e agradavel, estdo reunidas
em roseta basal, sdo de coloracdo verde-escura, brilhantes e compostas por foliolos
triangulares, serrilhados e largos (FILGUEIRA, 1982; ALBUQUERQUE FILHO,
2006).
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Vulgarmente conhecida como salsinha, as folhas dessa apiacea condimentar
sdo comercializadas, para o consumo, em magos grandes ou em pequenos molhos
juntamente com a cebolinha (Allium fistulosum L.), compondo o tempero conhecido
como cheiro verde (HEREDIA et al., 2003). Constituindo-se numa das espécies de
hortalicas que n&o atinge sua importancia pelo volume ou valor de comercializagéo,
mas pela ampla utilizacdo comercial como condimento (RODRIGUES et al., 2008),
fazendo parte da composicdo de diversos pratos até mesmo como elemento
decorativo.

A salsinha € originaria dos paises mediterraneos, principalmente da regido da
Itdlia e da Sardenha e, atualmente, seu consumo e cultivo estdo disseminados pelo
mundo todo. No Brasil, seu cultivo acontece desde o inicio da colonizagéo, realizado
por meio de semeadura direta, procedendo-se com o desbaste quando as plantas
apresentam duas folhas definitivas (FILGUEIRA, 2003). E uma espécie que se
adapta melhor a temperaturas amenas, sendo semeada no outono-inverno, e até
mesmo ao longo do ano em regides altas (FILGUEIRA, 2003; ALBUQUERQUE
FILHO, 2006), ndo tolerando temperaturas extremas.

As cultivares sdo agrupadas pelo tipo de folha, lisas (mais cultivadas no
Brasil), crespas e muito crespas, resultando em: Comum, Crespa, Gigante
Portuguesa, Lisa Comum e Lisa Preferida. Segundo Albuquerque Filho (2006), as
cultivares mais difundidas no Brasil sdo a Lisa Comum, Gigante Portuguesa e, em
menor escala, a Crespa. H4, ainda, aquelas cultivadas na Europa, cujo produto
comestivel sdo as raizes, que atingem cerca de 15 cm de comprimento e quatro a
cinco centimetros de diametro (SALSINHA, 2008).

Producao de sementes de cenoura, coentro e salsa

A demanda por sementes com qualidade tem exigido das empresas
produtoras, padrbées de qualidade mais rigidos aliados a sistemas produtivos mais
rentaveis. Com isso, tais empresas tém investido em programas de controle de
gualidade interno, por meio dos quais se procura monitorar cada etapa da producéo,
uma vez que, a producdo de sementes é uma atividade especializada, na qual
cuidados devem ser despendidos em todas as etapas do seu processo produtivo
(PINHO; SALGADO, 2006).
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O desenvolvimento de novas cultivares, com caracteristicas de interesse do
agricultor, sdo de extrema importancia no processo de producdo de sementes.
Nesse contexto, tém sido incorporadas novas tecnologias nessas cultivares, seja por
meio de melhoramento convencional ou por meio de tecnologia do DNA, onde estéo
inseridos os transgénicos (PINHO; SALGADO, 2006). Segundo Carvalho; Nakagawa
(2000), a semente assemelha-se a um pacote, em cujo conteldo se encontram
todos os genes que caracterizam a espécie e a cultivar e, que determinam seu
comportamento. Se a pesquisa e 0s agricultores elegem uma determinada cultivar é
porque o seu comportamento € o melhor, relacionado com as condi¢fes climaticas,
solo e tecnologias agricolas da regiao.

No caso das apiaceas, em especial cenoura, salsa e coentro, a demanda de
sementes, até o inicio da década de 80 no Brasil, era quase que na totalidade
suprida pela importagcdo da Europa. No entanto, a criagdo de cultivares nacionais,
melhor adaptadas as condi¢cdes climaticas locais, e o desenvolvimento de tecnologia
de producdo de sementes possibilitaram a reducdo da dependéncia exterior
(VIGGIANO, 1984). O maior produtor de sementes dessas hortalicas € o Rio Grande
do Sul, sendo responsavel por 90% da producdo total de cenoura e 30% da
producéo de coentro e salsa do Pais (NASCIMENTO et al., 1994). Os municipios de
Bagé, Candiota, Hulha Negra, Pinheiro Machado e Herval do Sul constituem o
principal pélo produtor.

Para cenoura, existem dois sistemas de producdo de sementes: semente-
raiz-semente e semente-semente. O primeiro compreende duas fases distintas: uma
gue vai da semeadura até a producdo de raizes e a outra que vai do plantio de
raizes, apés a vernalizagcdo, até a colheita de sementes. Esse sistema apresenta a
vantagem de permitir a avaliagdo das raizes antes da vernalizacdo, o que é
desejavel para garantir a qualidade genética da semente produzida. Em geral, é
usado para a producdo e manutencdo de estoques de sementes basicas, e para
aumento da quantidade de semente genética. No entanto, a maioria das companhias
de sementes nao o utiliza, pois seu emprego implica em maior dispéndio de tempo,
maior trabalho e, por consequéncia, maior custo de producdo. O sistema semente-
semente envolve apenas uma etapa, onde as raizes permanecem no campo desde
a semeadura até a producdo de sementes. Esse sistema € o mais utilizado pelas

empresas produtoras de sementes para fins comerciais. A garantia da qualidade das
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sementes produzidas esta condicionada a semeadura de sementes basicas
adequadamente selecionadas e de origem comprovada (VIGGIANO, 1990).

A planta produtora de sementes de cenoura apresenta maturacao
desuniforme, na medida em que emite umbelas de varias ordens ao longo do seu
crescimento e diferenciagdo. A colheita manual, principalmente em areas pequenas
(1 ha), permite que as umbelas sejam recolhidas e guardadas logo apés atingirem o
ponto de maturidade fisiolégica das sementes. Com a cultivar Brasilia, por exemplo,
este ponto geralmente ocorre proximo dos 50 dias apds o inicio do florescimento,
guando as umbelas modificam a sua cor, passando do verde-claro ao marrom-claro.
A colheita de umbelas secas é fundamental para a qualidade futura das sementes.
Umbelas expostas a chuva apresentam coloragdo marrom-escura, niveis mais altos
de contaminacdo por patdégenos e mais baixos de germinacdo e vigor. Umbelas
umidas devem permanecer espalhadas sobre lonas ou plasticos até equilibrarem o
teor de agua com o0 ambiente. Em seguida, sugere-se leva-las ao sol para
aquecimento e complementacédo da secagem necessaria para facilitar as operacgoes
subsequentes de trilhagem e desaristamento (NASCIMENTO et al., 2008).

A maioria das cultivares de cenoura depende de temperaturas baixas para o
florescimento e producdo de sementes. Além disso, é importante que a producéo
seja realizada em regides de clima seco, com um periodo de estiagem bem definido
na época da maturacao e colheita das sementes (VIGGIANO, 1984).

A producédo de sementes de coentro deve ser feita em regides de clima seco.
Além disso, a época de semeadura deve ser a que propicie condi¢cfes favoraveis ao
desenvolvimento da cultura, temperaturas mais amenas na época do florescimento e
um periodo de estiagem durante a maturacdo e colheita das sementes. Regides
semi-aridas do Nordeste brasileiro e o norte do estado de Minas Gerais tém se
mostrado muito promissoras para a producdo de sementes dessa olericola
(VIGGIANO, 1984). No entanto, o clima do Rio Grande do Sul revelou-se ideal para
a producdo de sementes dessa olericola, com o frio do inverno gaucho, a floragdo
na primavera € mais intensa. Essa peculiaridade do clima subtropical gaucho
proporciona uma alta produtividade, enquanto naqueles estados com temperatura
anual constante, a produtividade fica em torno de 500 quilos por hectare, no Rio
Grande do Sul a mesma chega dois mil quilos por hectare (ISLA, 2001).

A planta, produtora de sementes de salsa pode atingir de 20 a 40 cm de

altura, conforme a cultivar e cuidados que receber durante o desenvolvimento. A



23

mesma desenvolve-se melhor em condicbes de clima ameno, com temperatura
média que varia de 10° a 24°C, temperaturas baixas e dias curtos induzem a planta
ao florescimento precoce (ALBUQUERQUE FILHO, 2006). As sementes de salsa
apresentam uma germinacao lenta, irregular e desuniforme. Para que esse processo
de germinacdo ocorra, necessitam alcancar um nivel adequado de hidratag&o, que
permita a reativacdo do metabolismo e consequente crescimento do eixo
embrionario, sendo que quanto maior a quantidade de agua disponivel, mais rapida
sera a absorcdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Quando as sementes Sao
menos vigorosas e necessitam de maiores cuidados na fase de germinacdo e
emergéncia, a producdo de mudas pode ser uma alternativa (MINAMI, 1995). Nesse
contexto, as empresas produtoras de sementes de salsa, levando em consideracéo
além desse fator, o elevado consumo de temperos no Brasil, e a priorizacédo de
gualidade, incorporaram essa espécie ao seu programa de melhoramento (MESA,
2002).

Qualidade fisiol6gica de sementes

bY

O bom desempenho das culturas esta inteiramente ligado a semente de
gualidade, considerando-se que a mesma transporta todo o potencial genético de
uma espécie ou cultivar e é responsavel pela perfeita distribuicdo espacial das
plantas na area de semeadura (GUIMARAES et al., 2006).

A qualidade da semente envolve uma série de componentes individuais, que
podem ser definidos ou avaliados separadamente, no entanto, a avaliagcdo conjunta
desses fatores é uma ferramenta que propicia o conhecimento do real valor e do
potencial de utilizacdo de um lote de sementes (VIEIRA et al., 1999). Esses
componentes individuais da qualidade da semente estao relacionados com aspectos
genéticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios, assumindo diferentes graus de
importancia, conforme o perfil e as condicdes de producdo da espécie ou de
determinado lote (CARVALHO et al.,, 2006). Portanto, qualidade de sementes € o
somatorio de atributos genéticos, fisicos, fisiolégicos e sanitarios que afetam a
capacidade de estabelecimento e desenvolvimento da planta, podendo variar entre e

dentro dos lotes em virtude de diferengas qualitativas presentes nas sementes, sob
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a interferéncia das circunstancias ocorridas entre a sua formagdo e o0 momento de
semeadura (VIDAL, 2007).

A qualidade fisiol6gica da semente significa sua capacidade para desenvolver
funcdes vitais, abrangendo germinacdo, vigor e longevidade (POPINIGIS, 1985). O
primeiro atributo da qualidade fisiolégica que se leva em consideragcdo em um lote
de sementes é a porcentagem de germinacao, que em teste de laboratério é definida
como sendo a emergéncia e o desenvolvimento das estruturas essenciais do
embrido, demonstrando sua aptiddo para produzir uma planta normal sob condi¢des
favoraveis de campo (BRASIL, 1992). Para uma plantula continuar seu
desenvolvimento até tornar-se uma planta normal é preciso que apresente sistema
radicular (raiz primaria e, em certos casos, raizes seminais), parte aérea (hipocatilo,
epicotilo, em certas gramineas, mesocétiio e gemas terminais), cotilédone e
coleoptilo (em todas as gramineas) (DORNELAS, 2006). Além disso, em termos de
gualidade fisiologica, o vigor ndo € uma simples propriedade mensuravel como a
germinacdo e sim um conceito, que descreve varias caracteristicas, as quais estéo
todas associadas com varios aspectos do comportamento da semente durante a
germinacdo e desenvolvimento da plantula (MARCOS FILHO, 2001; TEKRONY,
2003).

E comum encontrar diferencas na qualidade de sementes de uma mesma
cultivar em diferentes safras, zonas agroclimaticas de produ¢cdo e na mesma area de
campo, pois a qualidade fisioldgica da semente produzida é determinada pelo fator
ambiental, onde a planta se desenvolve, somado ao potencial genético da cultivar
(CARVALHO et al.,, 2006). Segundo McGee (1995), a qualidade das sementes
depende grandemente de toda a histéria de sua producdo: escolha do terreno,
preparacdo e fertilizacdo do solo, semeadura, conducdo da lavoura quanto a
aspectos sanitarios, condicbes meteorolégicas durante a formacdo da semente
antes da colheita e durante essa operacdo, aeragcdo, secagem, manuseio,
transporte, processamento, beneficiamento e armazenamento. Condigcdes de
umidade relativa do ar e temperatura durante o armazenamento das sementes,
produzidas em condicdes ideais para a espécie, podem evitar ou minimizar a
velocidade de deterioracdo das mesmas, preservando a qualidade fisiologica e
prevenindo a proliferacéo de insetos e microrganismos.

Levando-se em consideracdo que, a baixa qualidade das sementes é um

problema praticamente crénico enfrentado, a cada ano, pela industria de sementes
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(CARVALHO et al., 2006), o entendimento das variaveis ambientais que afetam o
processo fisiolégico, o qual determina a viabilidade e o vigor, € essencial para a
producdo de sementes. Com isso, muitas estratégias de producdo estdo sendo
utilizadas para minimizar o efeito de condicfes adversas no vigor de sementes
produzidas.

A gualidade final das sementes, adquirida através de eficientes programas de
controle, tem uma profunda influéncia na producédo econémica de todas as espécies
agricolas, principalmente em condi¢cGes adversas de semeadura, quando a semente
pode determinar ou n&o o estabelecimento da cultura (CARVALHO et al., 2006).

Portanto, a semente é considerada um dos insumos agricolas mais
importantes a atuar sobre os indices de produtividade de uma empresa agricola.
Constitui o primeiro fator de sucesso da producdo, pois contém todas as
potencialidades produtivas da planta (REIS et al., 2005). O melhoramento genético
constitui uma ferramenta fundamental na criagcdo de cultivares mais produtivas e
com sementes de melhor qualidade. Assim, as sementes de diversas especies foram
ganhando mercado, sendo comercializadas tanto em nivel nacional como
internacional, representando para a economia uma fatia importante no agronegécio
(CAMPOS et al., 2006).

Associacao de Alternaria spp. com sementes

A qualidade sanitéria das sementes é conseqliéncia da acdo integrada de
uma série de fatores, que ocorrem durante todo esse processo de producdo. E uma
caracteristica que esta, intimamente, relacionada com o ciclo biolégico de
patdgenos, pois muitos desses microrganismos utilizam as sementes como veiculo
exclusivo de sobrevivéncia e de dissemina¢cdo (MUNIZ, 2001).

A associacdo de agentes patogénicos com sementes € um fenbmeno ja
amplamente conhecido em todo o mundo e que tem sido responsavel por uma série
de consequéncias danosas, conforme relatado em literatura especializada como:
Neergaard (1979), Jeffs (1986), Soave; Wetzel (1987), Machado (1988, 2000) e
Zambolim (2005).

Fungos do género Alternaria, incluidos, taxonomicamente, na Subdivisdo

Deuteromycotina, Classe Hyphomycetes, Ordem Hyphales, Familia Dematiaceae,
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infectam sementes e podem destrui-las completamente, causando perdas na
germinacdo e até mesmo transmissdo as plantulas causando doencas (ROTEM,
1995).

Em nivel mundial, as alternarioses estdo entre as doencas fungicas mais
comuns em hortalicas. Caracterizam-se por infectar plantulas, folhas, caules, hastes,
flores e frutos de varias horticolas, tais como: solanaceas, apiaceas, aliaceas,
brassicaceas, curcubitaceas e chichoriaceas. Em funcdo da cultura que infectam,
podem apresentar diferentes nomenclaturas como "pinta preta" para tomate, batata
e pimentdo, "mancha de alternaria’, para brassicaceas, chichoriaceas e
cucurbitaceas em geral, "mancha purpura" para aliaceas e “queima das folhas” para
cenoura. De maneira geral, as alternarioses sdo doencas tipicas de primavera e
verao, apresentando alto poder destrutivo em condi¢cdes de temperaturas e umidade
elevadas. Os sintomas aparecem primeiramente nas folhas mais velhas e evoluem
para as partes mais novas da planta e, expressam-se através de lesdes foliares
necroticas, com caracteristicos anéis concéntricos e bordos bem definidos. A
ocorréncia de epidemias severas estd sempre associada a temperaturas diarias de
25 a 32° C. Segundo a literatura as temperaturas minimas, 6timas, e maximas
necessarias para a germinagao dos conidios sdo as de 5 -7, 25- 27 e 30 - 32° C,
respectivamente. Além disso, a umidade, que pode ser conferida pela chuva, agua
de irrigacdo ou orvalho, é um fator fundamental para a germinacao, infeccéo e
esporulagéo do fungo (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Havendo umidade e calor suficientes, os conidios germinam e infectam as
plantas rapidamente podendo o fungo penetrar diretamente pela cuticula, por
ferimentos ou através dos estdmatos. A colonizacdo € intercelular, invadindo tecidos
do hospedeiro, provocando alteragcbes em diversos processos fisiologicos, que se
exteriorizam na forma de sintomas. A alta severidade da doenca, em geral, é
caracterizada por intensa reducao da area foliar, queda do vigor das plantas, quebra
de hastes, depreciacdo de frutos e tubérculos, morte de plantas e consequente
reduc&o da producéo e qualidade (MASSOLA JUNIOR et al., 2005).

Entre as principais espécies que causam doencas e associam-se com
sementes em apiaceas, especialmente cenoura, salsa e coentro, estdo Alternaria
alternata (Fr.) Keissl e A. dauci (Kuhn) Groves & Skolko. Em cenoura, a doenca
fungica mais importante que ataca a cultura, a “queima das folhas”, possui como
agente causal Alternaria dauci (TOFOLI; DOMINGUES 2006). Nos Ultimos anos,
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principalmente em épocas chuvosas, tem se observado alta incidéncia e severidade
de queimas das folhas na cultura do coentro, doenca causada, assim como para
cenoura, por A. dauci (REIS et al.,, 2003). Além disso, para cultura da salsa, a
‘mancha de alternaria”, que é relatada entre as principais doencas da mesma, €
causada por Alternaria spp. (SALSINHA, 2008).

Sementes de cenoura, coentro e salsa estdo sujeitas ao atague desses
patdgenos desde a germinacao e desenvolvimento em plantulas até o florescimento
da planta formada. Pelo fato de serem ricas em fonte de energia e nutrientes, muitos
microrganismos especializaram-se em invadi-las e coloniza-las. Estes patégenos,
presentes nas sementes, tornam-se ativos tao logo encontram condi¢fes favoraveis,
podendo ndo sO atacar a semente, mas também a plantula, quando esta estiver
emergindo do solo. Em ambos os casos, poderdo originar uma subpopulacdo de
plantas (SANTOS et al., 2000).

A infeccdo das sementes por Alternaria dauci ocorre, na maioria das vezes,
atraveés das flores. Em cenoura, todas as partes da inflorescéncia sdo suscetiveis e
os frutos sd@o vulneraveis a infeccao, desde a antese até a maturacao, onde os pélos
e sulcos sao sitios comuns de infeccdo (ROTEM, 1995). Quando A. dauci esta
associado a A. radicina em cenoura, reduzem a viabilidade das sementes
produzidas e favorecem a transmisséo para a parte aérea da planta (STRADIOTTO,
1995). O fungo A. dauci € um patdbgeno comum a cenoura e ao coentro, podendo ser
destrutivo a essas culturas, €& comprovadamente veiculado e transmitido,
eficientemente, por sementes de Coriandrum sativum (REIS et al.,, 2006). No
entanto, pouco se sabe sobre as interacdes de A. dauci e sementes de salsa,
infestacdo, transmisséo e, especialmente, quando se trata da influéncia do mesmo
na qualidade dessas sementes.

A associagdo de A. alternata com sementes, de cenoura, coentro e salsa,
assim como A. dauci, pode ocorrer através da infeccdo das inflorescéncias,
resultando, na maioria dos casos, em morte das sementes ou na infec¢céo posterior
das plantulas. Mesmo sendo considerado como um patégeno fraco, A. alternata
pode produzir grandes prejuizos, pelo fato de ser transmitido por sementes
(NEERGAARD, 1979). Esse fungo é encontrado constantemente associado as
sementes de cenoura e, quando associado com A. dauci, pode causar danos a
gualidade fisiologica das mesmas e tombamento de plantulas nessa olericola

(MUNIZ; PORTO, 1998). O que também pode ocorrer com a cultura do coentro, pois
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A. alternata é um fungo comumente encontrado infestando e/ou infectando
sementes dessa espécie vegetal. Pereira et al. (2005), avaliando lotes de sementes
de coentro quanto a qualidade sanitaria, detectaram esse patbgeno como o de maior
frequéncia e porcentagem de incidéncia.

A adocdo conjunta de diferentes praticas é fundamental para o efetivo
controle das alternarioses em hortalicas. O estabelecimento de um programa de
manejo para a doenca deve incluir medidas como: plantio de sementes sadias,
plantio de cultivares e hibridos tolerantes, rotacdo de culturas, reducéo do estresse
das plantas pela correta adubacéao e irrigagdo, bem como a aplicacao de fungicidas
e tratamento de sementes (TOFOLI; DOMINGUES, 2004).

Meétodos de inoculacdo de fungos em sementes

A inoculacéo de fungos em sementes € uma pratica bastante util em patologia
de sementes, para a conducao de experimentos e entendimento de certos aspectos
gue envolvam a interacdo patdégeno-hospedeiro. Por exemplo, em estudos visando a
deteccdo e controle de patdégenos, estudos epidemiologicos das doencas,
demonstracdes que fazem uso de sementes com patdégenos e estudos fisiologicos
relacionados a resisténcia de variedades a estes microrganismos.

Dentre os métodos convencionais, até entdo conhecidos, para a inoculacéo
de fungos fitopatogénicos em sementes sdo citados: imersdo em suspensdo de
conidios (TANAKA, 1995); infiltracdo forcada do in6culo fungico por meio de vacuo
(RAVA; SARTORATO, 1996; CHAVES et al., 1999); mistura de formulagcdo em p6 de
caulim e esporos do fungo (TEIXEIRA et al., 1997a); mistura de massa micelial e
esporos (TANAKA:; CORREA, 1981); e exposicdo de sementes a coldnia fungica por
periodos limitados de tempo (TEIXEIRA et al., 1997hb).

Grande parte desses procedimentos disponibiliza umidade suficiente para
inicializar o processo de embebicdo e germinacdo das sementes. Este fenémeno
normalmente promove modificacdes fisicas e/ou fisiologicas indesejaveis, além de
ndo assegurar a infeccao pelo patdbgeno em niveis desejados (TEIXEIRA et al.,
2005), o que pode dificultar a realizacdo de estudos, pois em trabalhos com fungos
associados as sementes ha necessidade, inclusive, de diferenciados graus de

incidéncia. Segundo Machado et al. (2001a), quando se utiliza a inoculacdo de
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sementes por contato direto com a coldnia fungica em meio agarizado (BDA), os
niveis de infeccdo ndo sdo satisfatérios, devido a limitacdo de tempo de
permanéncia das sementes junto ao meio, visto que as sementes podem iniciar o
processo de germinagdo em curto periodo de tempo.

Em diversos estudos com a maioria dos fungos, a inoculacdo de sementes
tem sido tradicionalmente realizada por meio do método da embebicdo das mesmas
em suspensdo de in6culo, como conidios. Este processo consiste na imersdo das
sementes em suspensao de esporos, obtida através da adicdo de agua destilada e
esterilizada em placas de Petri contendo o micélio puro do patdégeno de interesse. A
concentracdo da suspensdo conidial é obtida e ajustada através de leituras em
camara de Neubauer conforme metodologia descrita por Faria et al. (2005). No
entanto, nesse método de inoculagcdo os fungos ficam apenas aderidos ao
tegumento das sementes, ndo se caracterizando o processo de infeccdo e sim
contaminacéao superficial (COSTA et al., 2003).

Como alternativa aos métodos tradicionais e baseada no principio de controle
de germinacao, a metodologia de inoculagdo sobre meio de cultura batata-dextrose-
agar (BDA), utilizando a técnica de restricdo hidrica, tem sido empregada na
promocdo de infeccdo de sementes com fungos fitopatogénicos (MACHADO,
2001b). A restricdo hidrica foi avaliada, inicialmente, em testes de sanidade (Blotter
Test) visando a substituicdo do uso de 2,4-D e, em meio sdlido, para inibir a
germinacdo das sementes de feijdo, arroz (COUTINHO, 2001) e algodao
(MACHADO, 2002), sendo observadas respostas positivas, ou seja, a inibicao da
germinacdo das sementes sem efeito estimulante ou inibitério no desenvolvimento
do fungo, quando comparado as metodologias padronizadas.

Em estudos envolvendo ensaios de inoculagdo de sementes com patdgenos,
essa técnica foi originalmente desenvolvida visando a melhoria da qualidade
fisiologica de sementes, adaptada na Universidade Federal de Lavras (TEIXEIRA et
al., 2005). Nesse método, o potencial hidrico do meio agarizado, sobre o qual se
desenvolvera a colonia do patdgeno, é controlado pela adicdo de solutos. O
potencial hidrico é a diferenca entre o potencial quimico da agua em um sistema, ou
parte do sistema, e o potencial quimico da agua livre, em condicdes iguais da
pressdo atmosférica e temperatura (DUNIWAY, 1979). Este potencial é reduzido pela
adicdo de substancias polares, e/ou ions no meio, ja que as moléculas bipolares da

agua sao atraidas e retidas por estes solutos, resultando em um decréscimo na
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atividade da agua (FERREIRA, 1988). Portanto, a indugdo da restricdo hidrica é
normalmente feita através da adicdo de solutos osmoticamente ativos como,
polietileno glicol (PEG), manitol, KCI, NaCl, NaOH, MgSO,4, MgCl,, KsPO4, KH2POy4,
glicerol, sacarose (PILL, 1994). Nesse processo, a germinagao das sementes pode
ser inibida ou retardada, o que possibilita a exposicdo destas a colbnia do patdégeno
por periodos mais prolongados e variaveis, obtendo-se como consequéncia, maiores
percentuais de infeccao.

Nesta linha, a inoculagcdo de sementes, através da técnica da restricao
hidrica, obteve eficiéncia em sementes de feijao (Phaseolus vulgaris L.), inoculadas
com Colletotrichum lindemuthianum, em meio batata-dextrose-agar (BDA) ajustado
osmoticamente com manitol e PEG 6000 (CARVALHO, 1999). Ainda, utilizando o
meio batata-sacarose-agar (BSA) acrescido de KCI, inocularam-se sementes de
feijdo com Fusarium oxysporum Schlecht. f.sp. phaseoli Kendrick & Snyder e se
obteve incidéncia satisfatoria do patogeno (COSTA, 2003). Além disso, 0 uso da
restricdo hidrica, em meio BDA com manitol, possibilitou um maior tempo de
exposicao de sementes de milho aos fungos Diplodia maydis, Fusarium moniliforme
e Cephalosporium acremonium propiciando um maior numero de plantulas doentes
oriundas de sementes inoculada (MACHADO et al, 2001b). O mesmo
comportamento foi verificado em experimentos com Colletotrichum truncatum,
Phomopsis sojae e Sclerotinia sclerotiorum em sementes de soja (MACHADO et al,
2001a) e, com Colletotrichum gossyppi var. cephalosporioides, Fusarium oxysporum
f. sp. vasinfectum, e Botryodiplodia theobromae em sementes de algodé&o
(MACHADO, 2002).
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CAPITULO |

INFLUENCIA DE Alternaria alternata E A. dauci NA QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE CENOURA INOCULADAS SOB
DOIS METODOS

RESUMO

A cenoura (Daucus carota L.) € uma hortalica da familia Apiaceae, do grupo das
raizes tuberosas, que se encontra entre as dez espécies de hortalicas mais
importantes em termos mundiais, seja considerando a area de plantio ou o valor da
producdo. Esse conjunto de fatores converge para um aumento nas areas de
producao e, consequentemente, na demanda de sementes de cenoura de qualidade.
Levando em consideracdo que um dos principais fatores que influenciam na
gualidade de sementes é a associacdo de patdgenos, objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito da associacdo de Alternaria alternata e de A. dauci na
gualidade fisiol6gica de sementes de cenoura sob dois métodos de inoculacédo. Os
isolados de A. dauci e A. alternata foram obtidos, respectivamente, de plantas de
cenoura com sintomas da doenca e de sementes de cenoura, da cultivar Brasilia,
submetidas a um teste inicial de sanidade (Blotter Test). Os tratamentos de
inoculacdo para suspensédo consistiram em: tratamento testemunha (adgua destilada
e esterilizada), suspensdao de conidios de A. alternata, suspenséao de conidios de A.
dauci e suspenséao de conidios de ambas as espécies (A. alternata + A. dauci). Para
restricdo hidrica: BDA + manitol (tratamento testemunha); BDA + manitol + A.
alternata; BDA + manitol + A. dauci; BDA + manitol + A.alternata + A.dauci. A
gualidade fisiolégica das sementes foi avaliada por um conjunto de testes realizados
em condi¢cdes controladas de laboratorio e em casa de vegetacdo. A qualidade de
sementes de cenoura foi prejudicada pela presenca de patdgenos associados,
principalmente os tratamentos que continham A. dauci, sendo, portanto os mais

Nnocivos.

Palavras-chave: Daucus carota, suspensao de conidios, restricdo hidrica, manitol.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF Alternaria alternata AND A. dauci IN the
PHYSIOLOGIC QUALITY OF CARROT SEEDS INOCULATED UNDER
TWO METHODS

The carrot (Daucus carota L.) it is a vegetable of the family Apiaceae, of the group of
the roots tuberous, that is among the ten species of more important vegetables in
world terms, be considering the planting area or the value of the production. That
group of factors converges for an increase in the production areas and,
consequently, in the demand of seeds of quality carrot. Taking into account that one
of the main factors that they influence in the quality of seeds is the pathogen
association, was aimed at with this work to evaluate the effect of the association of
Alternaria dauci and A. alternata in the physiologic quality of carrot seeds under two
inoculation methods. The isolated of A. dauci and A. alternata were obtained,
respectively, of carrot plants with symptom of the disease and of carrot seeds, c.v.
Brasilia, submitted to an initial sanity test (Blotter Test). The inoculation treatments
for suspension consisted in: testifies (distilled water and sterilized), conidial
suspension of A. alternata, conidial suspension of A. dauci and conidial suspension
of both species (A. alternata + A. dauci). For restriction hidric.: PDA + manitol
(testifies); PDA + manitol + A. alternata; PDA + manitol + A. dauci; PDA + manitol +
A. alternata + A. dauci. The physiologic quality of the seeds was evaluated by a
group of tests accomplished in controlled conditions of laboratory and green house.
The quality of carrot seeds was reduced by the presence of pathogens, mainly the

treatments that contained A. dauci, being, therefore the most dangerous.

Key words: Daucus carota, suspension, restriction hidric, manitol
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1.1 Introducéo

A cenoura (Daucus carota L.) é uma hortalica pertencente a familia Apiaceae,
que faz parte do grupo das raizes tuberosas. Originaria da Asia, mais precisamente
da regido do Himalaia, atual Afeganistdo (RUBATZKY et al., 1999), a cenoura
alcancou popularidade no ambito mundial. E uma olericola que se destaca tanto pela
sua importancia na economia, quanto pelo seu significativo consumo. Ocupa um
lugar de destaque entre as dez hortalicas mais importantes em nivel mundial
(RUBATZKY et al., 1999; SIMON, 2000; VILELA, 2004) e é a quarta hortalica mais
consumida no Brasil (NEGRINI; MELO, 2007). Esse conjunto de fatores converge
para um aumento nas areas de producdo e, conseguientemente, na demanda de
sementes de cenoura.

Até o inicio da década de 80 no Brasil, a demanda por sementes dessa
espécie era inteiramente suprida pela importacdo. No entanto, a criagcdo de
cultivares nacionais, melhor adaptadas as condicbes climaticas locais, e 0
desenvolvimento de tecnologia de producédo de sementes possibilitaram a reducéo
da dependéncia exterior.

A gualidade das sementes depende grandemente de toda a historia de sua
producdo: escolha do terreno, preparacdo e fertilizacdo do solo, semeadura,
conducdo da lavoura quanto a aspectos sanitarios, condicdes meteoroldgicas
durante a formacdo da semente antes da colheita e durante essa operacéao,
aeracao, secagem, manuseio e transporte, processamento, beneficiamento,
armazenamento, etc. (MCGEE, 1995). A qualidade final da semente é resultante do
somatodrio de quatro atributos: genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios que afetam
a sua capacidade de originar plantas de alta produtividade.

Entre os diversos fatores, que podem afetar a qualidade das sementes de
cenoura, 0S microrganismos sao considerados um dos mais importantes,
principalmente por estarem relacionados com baixa germinag&o e baixo vigor, além
de acelerarem o processo de deterioracdo durante o armazenamento. Segundo
Machado (1994), o aspecto sanitario € um dos fatores que mais tem prejudicado a
producdo de sementes no mundo.

Com a expansdo do cultivo de cenoura em areas anteriormente nao
cultivadas, a importancia de sementes sadias € indispensavel. A semeadura de

sementes contaminadas € a maneira mais favoravel para um patégeno se
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estabelecer em areas livres de doenca. Os organismos mais comuns que infectam
sementes sdo os fungos, responsaveis ndo sé pela disseminacdo da doenca, mas
também pelo apodrecimento das sementes no solo, deterioracdo durante o
armazenamento e a produc¢do de micotoxinas.

Fungos do género Alternaria sdo agentes causais de importantes doencgas na
cultura da cenoura, como queima das folhas e de umbelas (A. dauci) e mancha preta
da raiz (A. radicina). Além disso, infectam sementes e podem destrui-las
completamente, causando perdas na germinacdo, bem como podem ser veiculados
e transmitidos as plantulas causando a doenca (ROTEM, 1995).

A associacdo de A. alternata pode ocorrer através da infeccdo das
inflorescéncias, podendo causar a morte das sementes ou a infeccéo posterior das
plantulas, provocando o tombamento. Neste caso, mesmo sendo considerado como
um patogeno fraco, A. alternata pode produzir grandes prejuizos, pelo fato de causar
infeccbes em sementes e ser transmitido por elas (NEERGAARD, 1979). No caso de
A. dauci, quando associado a A. radicina, podem causar queima de folhas e de
umbelas, reduzindo a viabilidade das sementes produzidas e favorecendo a
transmissao para a parte aérea da planta (STRADIOTTO, 1995).

O estudo da associacdo de fungos com sementes e a avaliacdo do seu
potencial patogénico, bem como seu efeito sobre a qualidade das mesmas, é de
fundamental importancia, pois pode fornecer subsidios para modelos
epidemioldgicos, producdo de mudas e armazenamento de sementes. Nesse
sentido, a utilizac&o de técnicas de inoculagcdo de sementes com patégenos tornam-
se pecas chaves do processo. A metodologia da suspenséo de inéculo tem sido
tradicionalmente utilizada em diversos estudos com a maioria dos fungos. Este
processo consiste na imersdo das sementes em suspensdo de esporos, obtida
através da adicdo de agua destilada e esterilizada em placas de Petri contendo o
micélio puro do patdégeno de interesse. A concentracdo da suspensdo conidial é
obtida e ajustada através de leituras em camara de Neubauer conforme metodologia
descrita por Faria et al. (2005). No entanto, nesse método de inoculagdo os fungos
ficam apenas aderidos ao tegumento das sementes, ndo se caracterizando o
processo de infecgcdo e sim contaminacdo superficial (COSTA et al. 2003). Como
alternativa aos métodos tradicionais e baseada no principio de controle de
germinacdo, a metodologia de inoculacdo sobre meio de cultura batata-dextrose-

agar (BDA), utilizando a técnica de restricdo hidrica, tem sido empregada na
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promocdo de infeccdo de sementes com fungos fitopatogénicos (MACHADO,
2001b). Por meio desta técnica, a inoculacdo de sementes mostra-se eficiente e
bastante promissora para todos os patossistemas estudados (MACHADO et al.,
2001a, 2002, 2004; COSTA et al., 2003). A metodologia consiste na exposi¢cao das
sementes ao fungo desenvolvido em meio de cultura contendo um restritor hidrico,
por diferentes periodos de tempo. Além disso, essa técnica permite a obtencao de
sementes com diferentes potenciais de in6culo (SOUSA et al., 2002; COSTA et al.,
2002). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia de A.
alternata e A. dauci na qualidade fisiol6gica de sementes de cenoura através da
inoculagdo das mesmas com suspensdo de conidios e pelo método da restricdo

hidrica.

1.2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado em duas etapas, a primeira consistiu de experimentos
em laboratério, os quais foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do
Departamento de Defesa Fitossanitaria e no Laboratério Didatico e de Pesquisas em
Sementes do Departamento de Fitotecnia. Na segunda etapa, foram realizados
estudos em casa de vegetacdo, desenvolvidos nas instalacbes dos mesmos
Departamentos na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

Foram utilizadas sementes de cenoura, da cultivar Brasilia, provenientes de
cultivo agroecolégico, comercializadas pela marca Bionatur®, Candiota-RS, sem
gualquer tipo de tratamento quimico, produzidas na safra 2006/2007. Logo apos o
recebimento, as sementes foram submetidas a avaliagdo inicial de qualidade,

através das seguintes determinacdes e testes:

1.2.1 Teor de 4gua

O teor de agua das sementes foi determinado com base no peso umido, pelo
método de estufa a alta temperatura, de acordo com as Regras para Andlise de
Sementes (BRASIL, 1992). Utilizaram-se duas subamostras de 5g de peso Umido de

sementes, colocadas em estufa a uma temperatura constante de 105 °C, com
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oscilacOes possiveis de + 3° C, durante um periodo de 24 horas. Apés esse periodo,
as subamostras secas foram pesadas. O resultado final foi expresso pela média
aritmética em porcentagens das subamostras. O teor de agua da semente foi

calculado através da seguinte formula:

% U =PU-PS x 100
PU-T

Onde: PU = peso Uumido da semente + peso do recipiente; PS = peso seco da

semente + peso do recipiente; T = tara (recipiente).

1.2.2 Teste de germinagéao

O teste de germinacdo foi conduzido com 200 sementes, distribuidas em
quatro repeticObes de 50 sementes. As sementes foram semeadas em caixas
plasticas tipo gerbox, sobre trés folhas de papel filtro umedecidas com agua
destilada e esterilizada, equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas
foram mantidas em germinador (20-30°C), com fotoperiodo de 8 horas quando
submetidas a temperatura de 30 °C. As contagens foram realizadas aos sete e 14
dias apés a semeadura, segundo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 1992). Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais, avaliando-se também a porcentagem de

plantulas anormais e de sementes mortas.

1.2.3 Andlise sanitaria

O teste de sanidade foi realizado através do método do papel filtro ou “Blotter
Test”. Utilizou-se uma amostra de 200 sementes de cenoura, dividida em quatro
repeticbes de 50, colocadas em caixas plasticas do tipo "gerbox", previamente
desinfestadas com alcool e hipoclorito (1%) por um minuto, sob duas folhas de papel
filtro umedecidas com agua destilada e esterilizada. As sementes foram incubadas a
25°C, com 12 horas de regime de luz, durante 24 horas. Em seguida, para a inibic&o

da germinacao, foram submetidas ao método do congelamento por 24 horas. Apés
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esse procedimento, foram entdo incubadas a 25°C por sete dias, com 12 horas de
regime de luz conforme metodologia proposta por Brasil (1992). As andlises foram
realizadas com o auxilio de lupa e microscépio Optico para observacdo das
estruturas morfologicas dos fungos, os quais foram identificados ao nivel de género,
com o auxilio da bibliografia especializada de Barnett; Hunter (1998), determinando-
se a porcentagem de sementes infestadas por fungos.

Apoés a realizacdo dos testes iniciais, foram desempenhados os seguintes

procedimentos para instalagcdo dos experimentos:

1.2.4 Testes em laboratério

Os testes a seguir descritos foram realizados em condigdes controladas de

laboratorio.

1.2.4.1 Obtenc¢éo do indculo

O fungo Alternaria alternata, utilizado nesse trabalho, foi obtido a partir de
sementes de cenoura submetidas ao teste inicial de sanidade (Blotter Test). Ja
Alternaria dauci foi proveniente de folhas de cenoura com sintomas de doenca. Os
mesmo foram isolados a partir das respectivas fontes de indculo, e colocados em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (extrato de 200g de batata, 20g de
dextrose e 20g de agar em 1000 mL de agua destilada). Apds sete dias de
incubacédo a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, os patogenos foram repicados, e
assim procedeu-se até a obtencdo de colénias puras. Essas colbnias purificadas
foram mantidas a 25° C no escuro, para facilitar a esporulacdo. A partir disto,

utilizaram-se as metodologias para inoculagdo das sementes.

1.2.4.2 Inoculagdo das sementes

A inoculagéo das sementes foi realizada de duas formas. Na primeira, utilizou-

se uma suspensédo de conidios a partir dos isolados de Alternaria. Na segunda, as
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sementes foram inoculadas através da restricdo hidrica, utilizando-se como restritor:

manitol (C6H1406). Os tratamentos foram organizados conforme a Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Tratamentos de inoculacdo das sementes de cenoura com suspensdo de conidios e
restricdo hidrica, utilizando como soluto: manitol. Santa Maria, RS. 2008.

Métodos de Inoculacéo

Tratamentos
Suspenséo de conidios Restricéo Hidrica
T2 Tratamento testemunha (dgua estéril) Tratamento testemunha (meio + manitol)
T3 Suspensdao de A. alternata Meio+ manitol + A. alternata
T4 Suspenséao de A. dauci Meio+ manitol + A. dauci
T5 Suspensdao de A. alternata + A. dauci Meio + manitol + A. alternata + A. dauci

A suspensdo de conidios, para a inoculacdo das sementes, foi obtida
adicionando-se agua destilada em placas de Petri contendo o micélio puro de cada
patogeno e, com o auxilio de um pincel esterilizado, homogeneizou-se a massa de
esporos. A suspensdo, depois de filtrada em um funil com gaze, foi coletada em um
recipiente de vidro. Em seguida, a concentracdo da suspensao conidial foi obtida
através de leituras em camara de Neubauer e ajustadas para 10° conidios/mL para
cada tratamento. As sementes, previamente desinfestadas com alcool e hipoclorito
(1%) por um minuto, permaneceram em contato com as suspensfes de cada
tratamento por 30 minutos. Apos secagem em condicdes ambiente, as sementes
foram submetidas aos testes para avaliacdo da qualidade fisioldgica.

Para a inoculacédo das sementes pelo método da restricdo hidrica, utilizou-se
BDA acrescido do soluto manitol. Para isso, foram preparadas placas de Petri de
vidro de 15 cm de diametro, contendo 50 mL de meio BDA com potencial de agua de
-0,8 MPa (Megapascal), obtido pela suplementacdo com 33,10 g/L de manitol,
segundo COUTINHO et al. (2001).

Discos de colbnia pura de cada um dos fitopatégenos foram repicados para o
meio com manitol, e mantidos em camara com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25°C por sete dias. Apos esse periodo, as sementes de cenoura,
previamente desinfestadas com alcool e hipoclorito (1%), foram distribuidas sobre o
micélio do fungo, correspondente a cada tratamento, em camada Unica, sendo
levemente prensadas, onde permaneceram até momento em que pelo menos uma
das sementes apresentasse inicio de protrusdo radicular, o que ocorreu 48 horas
ap0s a exposicdo ao meio. As sementes foram, entdo, removidas do meio e

colocadas a secar sobre papel filtro, em condicbes ambiente, por mais 48 horas.
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Somente ap0s esse processo, as sementes foram submetidas aos testes para
avaliacao da qualidade fisiol6gica. Como tratamentos tratamento testemunhas foram
utilizados aqueles em que as sementes nao sofreram influéncia da inoculagdo com
0os patogenos. Além disso, foi considerado como tratamento testemunha absoluta
(T1), o tratamento em que as sementes ndo foram submetidas a qualquer

procedimento.

1.2.4.3 Teste de germinacao

O teste de germinacéo foi realizado conforme descrito no item 1.2.2, seguindo

a metodologia proposta pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992).

1.2.4.4 Teste de primeira contagem de germinagao

O teste de primeira contagem foi realizado conjuntamente com o teste de
germinacdo, constituindo o registro da porcentagem de plantulas normais verificadas
na primeira contagem do teste de germinacao, realizada conforme as Regras para

Andlise de Sementes (1992), aos sete dias.

1.2.4.5 Comprimento de plantula

Avaliou-se o comprimento médio das plantulas normais obtidas a partir da
semeadura de quatro repeticbes de 10 sementes. Os rolos de papel contendo as
sementes permaneceram em germinador (20-30°C), com fotoperiodo de 8 horas
guando submetida a temperatura de 30°C, por sete dias. Ap6s esse periodo,
avaliou-se o comprimento total das plantulas, com o auxilio de uma régua graduada
em milimetros. O comprimento médio foi obtido somando-se as medidas de cada
repeticdo e dividindo-se pelo numero de plantulas normais mensuradas, com
resultados expressos em centimetros/plantula, conforme descrito por Nakagawa
(1999).
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1.2.4.6 Teste de frio

O teste de frio foi realizado com quatro repeticbes de 50 sementes, semeadas
em rolo de papel filtro, umedecido com agua destilada e esterilizada na proporcéo de
2,5 vezes o0 peso do papel seco. Em seguida, os rolos foram acondicionados em
sacos plasticos, permanecendo por sete dias em camara a temperatura constante
de 10° C. Apés esse periodo, os mesmos foram transferidos para o germinador (20-
30°C) onde permaneceram por mais sete dias, os resultados foram expressos em

porcentagem de plantulas normais.

1.2.5 Testes em casa de vegetac&o

Nessa etapa, o0s testes foram realizados em ambiente parcialmente

controlado, em casa de vegetacao.

1.2.5.1 Emergéncia de plantulas

O teste de emergéncia foi realizado utilizando-se bandejas plasticas contendo
substrato comercial Plantmax®. Em cada bandeja foram distribuidas 25 sementes
em quatro repeticdes, totalizando 100 sementes em cada tratamento, para cada
método de inoculagdo. Foram feitas irrigacbes sempre que necessario, e a avaliagado
ocorreu aos 32 dias ap6s a semeadura, quando a emissdo de plantas tornou-se

constante, computando-se a porcentagem de plantas normais emergidas.

1.2.5.2 indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Este teste foi realizado em conjunto com o de emergéncia das plantas em
casa de vegetacdo, onde foram realizadas contagens diarias de plantas emergidas
nas bandejas até obter-se namero constante. Para cada repeticéo, foi calculado o

indice de velocidade de emergéncia, somando-se o numero de plantas emergidas a
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cada dia, dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da

semeadura, conforme Maguire (1962), pela formula:

IVE=E +Ep+..+Ey
N: N Np

Onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia; E1, E,, E, = niUmero de plantas
emergidas, computadas na primeira, na segunda e na ultima contagem; N1, N2, N, =

namero de dias de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

1.2.5.3 Comprimento de planta

A avaliagdo do comprimento de planta foi também realizada em conjunto com
o teste de emergéncia, determinando-se o comprimento da raiz, do hipocétilo e o
comprimento total de dez plantas, por repeticdo, aos 32 dias ap0s a semeadura. Os
resultados foram determinados em centimetros, com o auxilio de uma régua
graduada em milimetros. Calculou-se o comprimento médio por planta (cm/planta),

dividindo o somatério dos valores obtidos pelo nimero de plantas mensuradas.

1.2.5.4 Numero de folhas

Avaliou-se também, o nimero de folhas das mesmas dez plantas utilizadas
no teste anterior, calculando-se uma média aritmética do numero de folhas por

planta, dividido pelo numero de plantas avaliadas.

1.2.5.5 Peso fresco e peso seco de plantas

O peso fresco foi obtido pela pesagem em balanca, com precisdo de 0.001g,
de plantas normais obtidas ao final do teste de emergéncia. Calculou-se o0 peso
médio somando-se o peso de dez plantas de cada repeticdo e dividindo-se pelo

namero de plantas normais pesadas, com resultados expressos em g/plantas. Apés,
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para determinacdo do Peso seco, as plantas foram colocadas em sacos de papel e
acondicionadas em estufa com circulacdo de ar, regulada a 80°C, onde
permaneceram por um periodo de 24 horas. A pesagem do material seco foi
realizada em balanca com precisdo de 0,001g, e 0 peso para cada repeticdo foi
dividido pelo numero total de plantas, obtendo-se assim, o peso médio da matéria

seca, expresso em grama por planta.

1.2.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, os
dados de cada método de inoculagdo foram submetidos, separadamente, a analise
de variancia e ao teste F, a comparacao das médias foi realizada através do teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para comparacdo dos métodos, os dados foram
analisados utilizando-se um esquema fatorial 2x3, ou seja, dois métodos de
inoculacdo (suspensdo de conidios e restricdo hidrica) e trés tratamentos (A.
alternata, A. dauci e A. alternata + A. dauci), também submetidos a analise de
variancia e teste F, com comparacdo das médias através do teste de Tukey com 5%
de probabilidade de erro, empregando-se o Software Sistema de Analises
Estatisticas — SANEST (ZONTA et al., 1986). Os dados expressos em porcentagens

foram transformados em arcsen (x/100)*2.

1.3 Resultados e Discussao

Inicialmente as sementes de cenoura foram avaliadas quanto ao teor de agua,
germinacao e sanidade. O teor de agua das sementes foi de 8,38% e a porcentagem
de germinacdo foi de 76%. Na analise sanitaria verificou-se a presenca dos
seguintes fungos: Aspergillus spp. (44%), Alternaria alternata (13%) e Cladosporium
spp. (1%). Esses dados nédo foram analisados estatisticamente, pois serviram
apenas como base para o conhecimento inicial da qualidade do lote adquirido. E
possivel constatar, que a qualidade inicial do lote de sementes de cenoura, de
acordo com o teor de agua e umidade, ndo foge ao padrdo, ou seja, ao

recomendado para hortalicas em geral. Além disso, é evidente a baixa incidéncia de
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patogenos associados as sementes, verificando-se assim, a alta qualidade sanitaria

do lote adquirido.

1.3.1 Resultados obtidos com sementes de cenoura inoculadas com suspensao de

conidios

Os dados obtidos nos testes realizados, em condicdes controladas de
laboratério, com sementes de cenoura inoculadas com suspensao de conidios de
Alternaria alternata e A. dauci, encontram-se na Tabela 1.2.

Observa-se que na maioria das varidveis analisadas, os tratamentos
apresentaram diferencas significativas entre si, com excecdo da primeira contagem
de germinacdo. Isso pode ter ocorrido devido ao pouco tempo de permanéncia do
fungo com as sementes nesse teste, pois a primeira contagem para cenoura é
realizada no sétimo dia ap6s a semeadura. Talvez esse espa¢co de tempo nao tenha
permitido o total desenvolvimento e colonizag&do dos patdgenos nas sementes a fim
de afetar a qualidade das mesmas, pois cada organismo patogénico apresenta um
conjunto de caracteristicas particulares, como temperatura e umidade ideal para seu
desenvolvimento, que permitem ou ndo que o0 mesmo se estabeleca e colonize seu
hospedeiro. Portanto, as condicbes ambiente podem nao ter favorecido o
estabelecimento das espécies de Alternaria durante esse periodo, pois para esse
género, existe temperaturas minimas, Otimas, e maximas necessarias para a
germinacao dos conidios, que sdo de 5 - 7, 25 - 27 e 30 - 32° C, respectivamente
(TOFOLI; DOMINGUES, 2004), além disso, a umidade também se constitui num
fator fundamental no desenvolvimento do patégeno. Segundo Santos et al. (2000),
condicdes ambientais favoraveis para patdgenos que se associam as sementes, Sao
fundamentais para que os mesmos tornem-se ativos.

No entanto, quando analisada a porcentagem de germinacgéo, verifica-se que
as sementes inoculadas com os patdgenos jA demonstraram um significante
decréscimo em relagcdo aos tratamentos testemunhas, principalmente quando as
sementes encontravam-se associadas com Alternaria dauci, tanto isolada quanto em
conjunto com A. alternata, uma vez que as inoculadas somente com A. alternata

também nao diferiram dos tratamentos testemunhas.
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Tabela 1.2 Médias das variaveis Primeira Contagem de Germinagédo (PC), Germinacao (G), Plantulas
Anormais (PA), Sementes Mortas (SM), Comprimento de Plantula (CP) e Teste de Frio
(TF) avaliadas na inoculagéo de sementes de cenoura, cultivar Brasilia, com suspensao
de conidios de Alternaria alternata e A. dauci em condi¢Ges controladas de laboratdrio,
Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos PC (%) G (%) PA (%) SM (%) CP (cm) TF (%)
T1 60 a’ 76 a 1b 7 b 534 a 62 a
T2 63 a 79 a 1b lc 3,77 ab 61 a

T3 57 a 69 ab 5b 16 ab 2,25b 55 ab
T4 34 a 44 b 20 a 30 a 3,12b 41b

T5 45 a 49 b 20 a 23 ab 2,59 b 48 ab

CV (%) 17,52 13,15 36,17 30,03 23,87 9,52

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da suspenséo (dgua
destilada e esterilizada); T3: suspensédo de A. alternata; T4: suspensao de A. dauci; T5: suspenséo
de A. alternata + A. dauci.

A presenca de A.dauci, isoladamente ou com A. alternata, acarretou também
aumento expressivo da porcentagem de plantulas anormais e de sementes mortas
na germinacao. E, quando se avaliou o comprimento das plantulas, ndo ocorreu uma
estratificacao entre os tratamentos de inoculagdo, entretanto, observa-se que houve
diferengca dos mesmos em relagdo ao tratamento testemunha absoluta. Deste modo,
a presenca dos patdgenos, em geral, além de prejudicar a qualidade das sementes,
ocasiona plantulas com baixo vigor, ou seja, plantas com deformacdes e menores
comprimentos relacionadas aquelas resultantes dos tratamento testemunhas.

O mesmo resultado pode ser verificado no teste de frio, onde a presenca dos
fungos nas sementes acarretou em menor indice de plantulas normais. O principio
basico do teste de frio € a exposicdo das sementes a fatores adversos de baixa
temperatura e alta umidade, e nessas condi¢cbes, a chance de sobrevivéncia das
sementes vigorosas sdo maiores. Neste contexto, pode-se constatar que a presenga
dos patogenos pode ter afetado negativamente o vigor das sementes, resultando em
menor porcentagem de plantulas normais, principalmente com suspenséo de A.
dauci. Segundo Pereira et al. (2005), a formacéo das sementes pode ser prejudicada
guando as mesmas encontram-se associadas com Alternaria dauci, o que pode
influenciar diretamente na sua qualidade fisiologica, resultando até mesmo em
grandes prejuizos em nivel de campo.

Foram também realizados testes em casa de vegetacdo com as sementes

inoculadas com suspensdo de esporos, o0s resultados obtidos encontram-se na
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Tabela 1.3, na qual, diferente do que foi observado em laboratério, os tratamentos

diferiram entre si, estatisticamente, para totalidade das variaveis.

Tabela 1.3 Médias das variaveis Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia
(IVG), Peso Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de
Hipocatilo (CH), Comprimento Total de Planta (CT) e Numero de Folhas (NF) avaliadas na
inoculacdo de sementes de cenoura, cultivar Brasilia, com suspensdo de conidios de
Alternaria alternata e A. dauci em casa de vegetacdo. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos EP (%) IVE PF (9) PS(@ CR(m) CH(m) CT(cm) NF
T1 78a 1,37 a 0,17b 0,020a 6,93 ab 7,25a 14,18 a 2 ab
T2 75 a 1,34 a 0,21b 0,018 ab 7,45 a 7,34a 14,80a 2 ab
T3 69 a 1,35a 0,12b 0,020a 7,04 ab 7,35a 14,39a 3a
T4 33b 0,73b 0,05b 0,005c 2,89 ¢ 3,33b 6,23 b 1b
T5 38h 1,03 ab 0,65a 0,008bc 4,40 bc 4,74 b 9,15b 2 ab
CV (%) 13,89 17,52 36,03 37,12 21,78 18,9 27,89 24,76

* Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da suspensao (agua
destilada e esterilizada); T3: suspensédo de A. alternata; T4: suspensao de A. dauci; T5: suspenséo
de A. alternata + A. dauci

As condicdes de casa de vegetacdo permitiram inferir que A. dauci € o
patdgeno mais prejudicial na qualidade de sementes de cenoura, conforme ja
observado nos experimentos em laboratorio. Pois, a presengca do mesmo, tanto no
tratamento em que se encontrava isolado quanto naquele em que estava em
conjunto com A. alternata, acarretou em menor porcentagem e velocidade de
emergéncia de plantulas. Além disso, afetou 0 peso seco e também o comprimento
tanto da raiz, quanto do hipocotilo e, consequientemente, o comprimento total das
plantulas emergidas. Para as variaveis, peso fresco e numero de folhas, a
estratificacdo n&o definiu os tratamentos como nos testes anteriores, no entanto,
plantulas resultantes de sementes inoculadas com A. dauci apresentaram uma
menor quantidade de folhas em relacdo as demais. Magalhdes et al. (2004)
verificaram resultados semelhantes, em seus trabalhos com o desempenho de
sementes de cenoura portadoras de espécies de Alternaria, o fungo A. dauci
influenciou, de forma significativa, na reducédo da qualidade das sementes nos testes
realizados.

De uma forma geral, pelos resultados obtidos nos testes realizados, sementes
de cenoura inoculadas com suspensdo de conidios de A. dauci tiveram sua
gualidade fisioldgica prejudicada, resultando em menores niveis de germinacéao e
emergéncia, bem como em plantulas com baixo vigor e até mesmo morte de

sementes.
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1.3.2 Resultados obtidos com a inoculagcdo das sementes de cenoura através da

metodologia da restricao hidrica

Observa-se, na Tabela 1.4, que quase todas as variaveis analisadas
apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos, exceto a porcentagem de
plantulas anormais. Nesse caso, a presenca dos patdgenos associados com as
sementes ndo afetou o desenvolvimento normal das plantulas resultantes.

No entanto, assim como no método da suspensdo de indculo, sementes
associadas com A. dauci apresentaram o0s menores resultados em termos de
gualidade. Resultado esse, que pode ser observado no teste de primeira contagem
de germinacdo, em que sementes inoculadas com esse agente fitopatogénico (A.
dauci) resultaram em menor porcentagem de plantulas normais, diferente do
observado para os demais tratamentos. As informacdes oferecidas pelo teste de
primeira contagem sao consideradas preliminares, no que diz respeito ao potencial
fisiologico das sementes, avaliando, indiretamente, a velocidade de germinacao das
sementes (BHERING et al. 2000). Nessa linha, Nakagawa (1999) verificou que a
primeira contagem, muitas vezes, expressa melhor as diferencas de velocidade de
germinacdo entre os lotes, que os indices de velocidade de germinacdo de

sementes (IVG).

Tabelas 1.4 Médias das variaveis Primeira Contagem de Germinacdo (PC), Germinagdo (G),
Plantulas Anormais (PA), Sementes Mortas (SM), Comprimento de Plantula (CP) e
Teste de Frio (TF) avaliadas na inoculacdo de sementes de cenoura, cultivar Brasilia,
com Alternaria alternata e A. dauci, através de restricdo hidrica, em condi¢cdes
controladas de laboratério. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos PC (%) G (%) PA (%) SM (%) CP (cm) TF (%)
T1 60 ab’ 76 ab la 7¢ 532 a 62 ab
T2 72 a 80 a Oa 7¢ 5,23 a 75a
T3 61 ab 70 ab la 18 bc 3,34 ab 61 ab
T4 18 ¢ 19c¢ 11a 49 a 1,95b 60 b
T5 55b 63b 8a 20b 3,41 ab 60 b
CV (%) 9,29 9,23 77,5 18,13 24,28 7,28

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da restricdo
hidrica (BDA + manitol); T3: BDA + manitol + A. alternata; T4: BDA + manitol + A. dauci; T5: BDA
+ manitol + A. alternata + A. dauci.

A continuidade desse resultado foi constatada no teste de germinacéo, ou

seja, a presenca de A. dauci afetou negativamente, de maneira expressiva, as
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sementes, pois em relagdo aos tratamentos testemunhas, a porcentagem
germinativa das mesmas, quando na presenca desse patdégeno, foi a menor. Além
disso, quando se analisou a porcentagem de sementes mortas, obtidas nesse
mesmo teste, comprova-se o0 quanto A. dauci é prejudicial a sementes de cenoura,
pois nesse parametro, o resultado foi relativamente alto quando as mesmas
encontravam-se inoculadas com esse fitopatbgeno. Machado et al. (2004)
observaram que F. oxysporum f.sp. vasinfectum e Colletotrichum gossypii e C.
gossypii var. cephalosporioides inoculados em sementes de algodoeiro, sob
diferentes potenciais hidricos (-0,4 a -1,0 MPa) provocaram reducdo de germinacgao
e conseglente aumento no porcentual de sementes mortas, confirmando, assim, a
eficiéncia da restricdo hidrica, bem como o efeito negativo de patdogenos associados
a sementes.

Na avaliacdo do comprimento de plantulas, esses dados sao ratificados, as
plantulas, oriundas de sementes inoculadas com A. dauci, obtiveram seu
comprimento afetado, mesmo néo diferindo estatisticamente dos tratamentos que
continham A. alternata, observa-se o quanto a presenca do patdgenos prejudicou o
desenvolvimento das plantulas.

No teste de frio, quando as sementes foram submetidas a um estresse, ou
seja, exposicdo a fatores adversos de baixa temperatura e alta umidade, observou-
se que o vigor, das sementes inoculadas com fungos, foi prejudicado. Nesse caso,
mesmo ndo se obtendo uma nitida estratificacdo entre os tratamentos, observa-se
gue aqueles onde A. dauci esteve presente foram inferiores.

No caso dos testes realizados em casa de vegetacao (Tabela 1.5), verificou-
se que os patégenos interferiram somente na porcentagem de emergéncia das
plantulas e no niamero de folhas, para as outras variaveis analisadas ndo se obteve
diferenca significativa entre os tratamentos.

No entanto, interferéncia de patégenos na emergéncia de plantulas pode
acarretar em graves prejuizos para o agricultor, como um estande desfavoravel.
Além disso, tais danos, decorrentes da associagdo de patdogenos com sementes,
nao se limitam apenas a perdas diretas de populacdo no campo, mas abrangem
também uma série de outras implicacées que, de forma até mais acentuada, podem
levar a danos irreparaveis em todo sistema agricola. Conseqiiéncias danosas no
campo em detrimento da associacdo de agentes patogénicos com sementes sao

relatadas por diversos autores em literatura especializada: Neergaard (1979), Dingra
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et al. (1980), Agarwal; Sinclair (1987), Machado (1999, 2000), Menten (1991),
Maude (1996) e Machado; Pozza (2005).

Tabela 1.5 Médias das variaveis Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia (IVG),
Peso Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de Hipocétilo
(CH), Comprimento Total de Planta (CT) e Numero de Folhas (NF) avaliadas na inoculacéo de
sementes de cenoura, cultivar Brasilia, com Alternaria alternata e A. dauci, através de restricao
hidrica, em casa de vegetacdo, Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos EP (%) IVE PF (g9) PS (9) CR(cm) CH(cm) CT (cm) NF
T1 78a 1,37 a 0,17 a 0,020 a 6,07 a 5,69 a 11,76 a 2 ab
T2 52 ab 1,20 a 0,23 a 0,042 a 5,48 a 5,78 a 11,26 a 3a
T3 53 ab 1,12 a 0,20 a 0,034 a 5,15 a 5,42 a 10,57 a 2 ab
T4 25b 0,81a 0,42 a 0,034 a 5,94 a 5,50 a 11,44 a 1b
T5 46 ab 1,17 a 0,28 a 0,046 a 6,20 a 5,68 a 11,89 a 2 ab
CV (%) 22,97 31,82 66,88 43,8 18,91 29,93 21,99 25,96

* Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da restricdo hidrica
(BDA + manitol); T3: BDA + manitol + A. alternata; T4: BDA + manitol + A. dauci; T5: BDA + manitol
+ A. alternata + A. dauci.

A utilizacdo do manitol como um restritor hidrico, demonstrou ser eficaz para
a obtencdo de sementes infectadas apenas por A. dauci, permitindo assim a
avaliacdo da acéo desse patdgeno na qualidade das sementes de cenoura. Por ser
uma técnica relativamente recente e inovadora, a restricdo hidrica utilizando solutos
tem se mostrado promissor nos trabalhos realizados na area de patologia de
sementes. Diferente das técnicas convencionais, a mesma permite um maior tempo
de exposicdo das sementes ao meio fungico agarizado, sendo verificados resultados
positivos, ou seja, permitindo a avaliacdo da interferéncia de fungos na qualidade
fisiolégica de sementes, em diversos trabalhos como os realizados por Machado et
al. (2001a) com soja, Costa et al. (2003) e Machado et al. (2004) com algodéo,
Teixeira et al. (2005) com milho, Junges et al. (2008) com cenoura e Henrique et al.
(2008) com sementes de melao.

Portanto, a presenca de fungos em sementes de cenoura, inoculados através
da metodologia da restricdo hidrica, resulta em perdas significativas na qualidade
das mesmas, sendo A. dauci o patdgeno mais agressivo nesse caso, seguido de A.

alternata.

1.3.3 Resultados obtidos na avaliacdo do comportamento fingico nos diferentes

métodos de inoculagao
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Os resultados da anélise comparativa da acdo de Alternaria alternata e A.

dauci nos diferentes métodos de inoculacdo, suspensdo de conidios e restricdo

hidrica, estdo apresentados nas Tabelas 1.6 e 1.7.

Tabela 1.6 Médias de Primeira Contagem de Germinacdo, Germinagdo, Sementes Mortas,
Comprimento de Plantula, Peso Fresco de Planta, Comprimento de Raiz, Comprimento
Total de Planta e Numero de Folhas obtidas na analise fatorial dos métodos de
inoculacao de Alternaria spp.em sementes de cenoura. Santa Maria, RS. 2008.

Primeira Contagem de
Germinacgéo (%)

Germinacéao (%)

Fungos Métodos Métodos
S RH S RH
Alternaria alternata 57 aA’ 61 aA 69 aA 70 aA
A. dauci 34 bA 18 bB 44 bA 19 bB
A. alternata + A. dauci 45 abA 55 aA 49 bA 63 aA
CV (%) 15,22 12,31

Semente Mortas (%)

Comprimento de plantula (cm)

Fungos Métodos Métodos
S RH S RH
Alternaria alternata 16 bA 18 bA 2,25 aB 3,54 aA
A. dauci 30 aB 49 aA 3,12 aA 1,95 bA
A. alternata + A. dauci 23 abA 20 bA 2,60 aA 3,41 abA
CV (%) 13,68 29,67

Peso Fresco de Planta (Q)

Comprimento de Raiz (cm)

Fungos Métodos Métodos
S RH S RH
Alternaria alternata 0,18 bA 0,20 aA 7,04 aA 5,15 aB
A. dauci 0,05 bA 0,22 aA 2,89 bB 5,93 aA
A. alternata + A. dauci 0,65 aA 0,28 aB 4,40 bA 6,20 aA
CV (%) 45,23 23,84

Comprimento Total de Planta (cm)

Ndmero de Folhas

Fungos Métodos Métodos
S RH S RH
Alternaria alternata 14,39 aA 10,57 aA 2 aA 1aB
A. dauci 6,23 bB 11,44 aA 1DbA 1aA
A. alternata + A. dauci 9,15 bA 11,89 aA 1 bA 1aA
CV (%) 26,16 28,75

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. S: suspensao de conidios; RH: restricdo hidrica.

Na Tabela 1.6, encontram-se os dados da analise fatorial, nos quais ocorreu

interacdo significativa entre os dois fatores, ou seja, os fungos comportaram-se de

maneira diferenciada de acordo com cada método de inoculacdo para tais variaveis.
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Isso demonstra que o método de inoculagdo pode influenciar na expressdao da
patogenicidade dos microrganismos.

O manitol tem sido comumente utilizado como agente restritor, para simular
condi¢cdes de déficit hidrico por ser um composto quimicamente inerte e nao toxico
(AVILA et al., 2007), ndo causando altera¢cdes estruturais nas sementes, por no
poder penetrar através do sistema de membranas e nem ser metabolizado pela
planta, no entanto, seu efeito na expressdo do potencial patogénico dos fungos
ainda é desconhecido.

Essa diferenca na expresséo dos fungos entre os tratamentos de inoculagcao &
evidente quando se analisa o teste de germinacdo, primeira contagem de
germinacao e também a porcentagem de sementes mortas.

Pela metodologia da suspenséo de in6culo, A. dauci, tanto isolada quanto em
conjunto com A. alternata, causaram diminuicdo da qualidade das sementes em
relacdo ao tratamento em que continha apenas suspenséo de A. alternata. Por outro
lado, no método da restricdo hidrica apenas o tratamento com A. dauci isolado foi o
mais danoso as sementes.

Para o comprimento de plantula, sementes imersas na suspensao de conidios
nao apresentaram diferenca significativa na comparagcdo dos tratamentos, mas foi
observada diferenca quando as mesmas foram inoculadas através da restricao
hidrica. Por outro lado, para demais variaveis analisadas: peso fresco de planta,
comprimento de raiz, comprimento total de planta e numero de folhas, os
tratamentos comportaram-se de maneira oposta ao relatado acima, ou seja,
diferiram quando inoculados com suspensdao e n&o demonstraram diferencas
significativas quando se utilizou restricao.

Quando se avaliou a porcentagem de plantulas anormais, os testes de frio e
emergéncia de plantulas, a velocidade de emergéncia, comprimento do hipocétilo e
peso seco das plantas emergidas, os tratamentos fungicos ndo ocorreu uma
interagdo significativa entre os fatores (Tabela 1.7). Nesse caso, confirma-se a
estratificacdo proporcionada pela utilizacdo da suspensado de esporos verificada na
tabela anterior. Independente do método de inoculacdo, sementes associadas com
A. dauci, tanto isolado quanto em conjunto com A. alternata, foram as mais
prejudicadas em termos de qualidade, resultados esses demonstrados pelos testes

de frio e pela porcentagem de plantulas anormais obtida no teste de germinacao.
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Tabela 1.7 Médias de Plantulas Anormais (PA), Teste de Frio (TF), Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade
de Emergéncia (IVE), Comprimento de Hipocotilo (CH) e Peso Seco de Planta (PS) obtidas na analise fatorial
dos métodos de inoculagdo de Alternaria spp.em sementes de cenoura. Santa Maria, RS. 2008.

Plantulas Anormais (%)

Teste de Frio (%)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restricdo Hidrica Média Suspensao Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 5 1 3b 55 61 58 a
A. dauci 20 11 15a 41 60 50b
A. alternata + A. dauci 20 7 13 a 48 60 54 ab
Média 14 A 6B 48 B 61 A
CV (%) 39,14 7,13

Emergéncia de Plantulas (%) indice de Velocidade de Emergéncia

Métodos Métodos
Fungos Suspensao  Restricdo Hidrica Média Suspensao Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 69 52 6la 1,35 1,12 1,24 a
A. dauci 33 25 29 a 0,73 0,81 0,77 a
A. alternata + A. dauci 37 46 42 ab 1,03 1,18 1,10 a
Média 47 A 41 A 1,04 A 1,04 A
CV (%) 23,33 35,56

Peso Seco (g) Comprimento de Hipocatilo (cm)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restricdo Hidrica Média Suspensao Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 0,02 0,034 0,03 a 7,27 5,42 6,34 a
A. dauci 0,004 0,034 0,02 a 3,33 55 4,42 a
A. alternata + A. dauci 0,007 0,046 0,03 a 4,74 5,68 521 a
Média 0,01 B 0,04 A 511 A 553 A
CV (%) 55,63 30,98

* Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

Levando em

consideracdo que

maioria das

variaveis

demonstrou

comportamento diferenciado entre os tratamentos, em cada método de inoculacéo,

aplicados em sementes de cenoura (Tabela 1.6), pode-se inferir que a metodologia

utilizada influencia no comportamento das espécies de Alternaria. A utilizacdo de

suspensao de conidios permitiu verificar que A. alternata, mesmo que em menor

escala, também prejudica a qualidade das sementes, resultado esse que nao foi

evidente quando se fez o uso do manitol no meio agarizado. Esse fato pode ser

devido a utilizacdo do soluto manitol, pois 0 mesmo, quando adicionado ao meio,

pode ter interferido na acdo do patégeno, impedindo o mesmo de expressar seu
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potencial patogénico em sementes de cenoura. Deste modo, mesmo considerada
uma contaminacao superficial, a inoculacdo com suspenséao de conidios demonstrou
ser mais sensivel e eficaz, detectando também esse patégeno (A. alternata) como

prejudicial para qualidade de sementes de cenoura.

1.4 Conclusdes

7

— A qualidade de sementes de cenoura €& prejudicada pela associagdo com
Alternaria alternata e A. dauci.

— A. dauci é mais prejudicial do que A. alternata a qualidade fisiol6gica de
sementes de cenoura.

— O meétodo de inoculagdo de sementes por suspensdo de conidios € 0 mais
eficiente para avaliar o efeito de A. alternata + A. dauci na qualidade

fisiol6gica de sementes de cenoura.
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CAPITULO I

INFLUENCIA DE Alternaria alternata E A. dauci NA QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE COENTRO INOCULADAS SOB
DOIS METODOS

RESUMO

O coentro (Coriandrum sativum L.) € uma hortalica bastante comum na culinaria
brasileira principalmente nas regides Norte e Nordeste do pais. A producdo de
sementes dessa olericola surge como alternativa vidvel na produgdo rural,
constituindo uma das principais fontes econémicas de pequenos produtores. Nos
ultimos anos, o crescimento do cultivo dessa espécie € bastante evidente e com
isso, tornam-se indispensaveis cuidados no que diz respeito a qualidade das
sementes. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de Alternaria
alternata e A. dauci na qualidade fisiologica de sementes de coentro. Os isolados de
A. dauci e A. alternata foram obtidos, respectivamente, de plantas de cenoura com
sintomas da doenga e de sementes de coentro, da cultivar Verdao, submetidas a um
teste inicial de sanidade (Blotter Test). Os tratamentos de inoculagdo para
suspensao consistiram em: tratamento testemunha (dgua destilada e esterilizada),
suspensdo de conidios de A. alternata, suspensdo de conidios de A. dauci e
suspensao de conidios de ambas as espécies (A. alternata + A. dauci). Para
restricdo hidrica: BDA + manitol (tratamento testemunha); BDA + manitol + A.
alternata; BDA + manitol + A. dauci; BDA + manitol + A.alternata + A.dauci. A
gualidade fisiol6gica das sementes foi avaliada por um conjunto de testes realizados
em condi¢des controladas de laboratério e em casa de vegetacdo. Os fungos A.
dauci e A. alternata contribuiram para a diminuicdo da qualidade das sementes de
coentro, por isso, o estudo de medidas de controle desses patdgenos € necessario
para a producdo de sementes de coentro com alta qualidade. A inoculacéo através
de suspensdo de conidios e restricdo hidrica é eficiente na contaminacdao de

sementes de coentro por A. alternata e A. dauci.

Palavras-chave: Coriandrum sativum, inoculag&o, manitol.
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ABSTRACT

NFLUENCE OF Alternaria alternata AND A. dauci IN the
PHYSIOLOGIC QUALITY OF CILANTRO SEEDS INOCULATED
UNDER TWO METHODS

The cilantro (Coriandrum sativum L.) it is mainly a quite common vegetable in the
Brazilian cookery in the areas North and Northeast of the country. The production of
seeds of that vegetable appears as viable alternative in the field production,
constituting one of the main economical sources of small producers. In the last years,
the growth of the production of that species is quite evident and with that, they
become indispensable cares in what says respect to the quality of the seeds.
Therefore, the objective of this work was to evaluate the effect of Alternaria alternata
and A. dauci in the physiologic quality of cilantro seeds. The isolated of A. dauci and
A. alternata were obtained, respectively, of carrot plants with symptom of the disease
and of cilantro seeds, c.v. Verdao, submitted to an initial sanity test (Blotter Test).
The inoculation treatments for suspension consisted in: testifies (distilled water and
sterilized), conidial suspension of A. alternata, conidial suspension of A. dauci and
conidial suspension of both species (A. alternata + A. dauci). For restriction hidric:
PDA + manitol (testifies); PDA + manitol + A. alternata; PDA + manitol + A. dauci;
PDA + manitol + A. alternata + A. dauci. The fungis A. dauci and A. alternata
contributed to the decrease of the quality of the cilantro seeds, for that, the study of
control measures of that pathogen is necessary for the production of cilantro seeds
with high quality. The inoculation through conidial suspension and restriction hidric is

efficient in the contamination of cilantro seeds for A. alternata and A. dauci.

Key words: Coriandrum sativum, inoculation, manitol.
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2.1 Introducéo

O coentro (Coriandrum sativum L.) € uma planta originaria do Oriente Médio e
do Sul da Europa. No Brasil, sua introducdo se deu com a vinda dos primeiros
colonos portugueses no inicio da colonizagdo. E uma olericola da familia Apiaceae,
de consideravel valor e importancia, consumida em diversas regides do Brasil,
principalmente no Norte e Nordeste (PEDROSA et al.,, 1984). Apesar de ser
considerada uma “cultura de quintal', um grande numero de produtores esta
envolvido com sua exploracdo, tornando-a uma cultura de grande importancia
socioecondmica. Na alimentacdo humana, tanto suas folhas como sementes, séao
incluidas na composicéo de diversos pratos. Aléem disso, sua utilizacdo na medicina
tem sido bastante relevante, sendo um importante componente da popular “agua de
melissa” (SILVA, 2007).

A producdo de sementes de coentro encontra-se em plena expansdo no
Brasil (TRIGO et al.,1997). Até o inicio da década de 80 no Brasil, as sementes de
coentro utilizadas eram, em grande parte, importadas da Europa e Chile. No entanto,
a criacao de cultivares nacionais, melhor adaptadas as condi¢des climaticas locais, e
o desenvolvimento de tecnologia de producdo de sementes possibilitaram a reducéo
da dependéncia exterior. A producdo nacional de sementes é totalmente viavel, em
volume suficiente para suprimento interno e até exportacédo (VIGGIANO, 1984). Em
2001, cerca de 270 toneladas de sementes desta espécie foram comercializadas no
pais, com valor aproximado de 2,7 milhdes de reais (VIRGILIO, 2001).

As sementes de coentro tém grande valor e importancia comercial, decorrente
dessa utilizacdo condimentar largamente difundida no Brasil. O que,
consequentemente, acarreta em demanda crescente de sementes de alta qualidade,
para o estabelecimento de uma agricultura mais produtiva e sustentavel.

A qualidade da semente, caracterizada pelos aspectos genéticos, fisicos,
sanitarios e fisiolégicos, é de fundamental importancia no processo produtivo de
gualquer espécie vegetal, por influenciar o desenvolvimento da cultura. Varios sao
os fatores que afetam a qualidade fisiolégica das sementes de coentro, dentre eles,
merece destaque a associacao de microrganismos.

A associacdo patdégeno-semente é uma das formas que favorecem a
sobrevivéncia e a disseminacdo destes agentes, ja que para as sementes nao
existem fronteiras (NEERGARD, 1979; TANAKA, 1982; MACHADO, 1988). Além do
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patdgeno sobreviver por mais tempo, mantendo sua viabilidade e caracteristicas, ser
facilmente disseminado, ser introduzido em novas éareas, ha alta probabilidade do
mesmo infectar a plantula em desenvolvimento apdés a semeadura, causando
doencas na fase inicial da cultura (BAKER, 1972; MENTEN, 1995). Assim,
dificilmente existirh meio mais eficiente para a disseminacéo de doencas de plantas
gue a prépria semente. Estima-se que 20% da producdo mundial seja perdida
anualmente em conseqiéncia de doencas flngicas, cuja maioria dos agentes
causais, cerca de 60%, séo transmitidos por sementes (FEODOROVA, 1991). Além
das perdas significativas em nivel de campo, problemas adicionais séo identificados
guando sementes e/ou graos infectados sao utilizados na alimentagdo humana e
animal, ja que os fungos podem produzir toxinas.

Por ser uma cultura rastica, o coentro apresenta poucas doencas de
importancia econémica (PEDROSA et al.,, 1984). Entretanto, nos ultimos anos,
principalmente na época chuvosa, tem-se observado alta incidéncia e severidade da
gueima das folhas, causada por Alternaria dauci (REIS et al., 2003), patégeno que
pode ser transmitido por sementes (TRIGO et al., 1997; TOGNI et al., 2005).

O fungo A. dauci (Kuhn) Groves & Skolko é um patégeno comum a cenoura e
ao coentro, podendo ser destrutivo a estas culturas. Entretanto, na literatura
brasileira, existem poucas informacdes técnicas sobre o coentro, especificamente
sobre doencas, assim como sobre a influéncia de patégenos na qualidade fisiologica
de sementes dessa olericola. Nas areas de epidemiologia e controle, ha um maior
volume de informagdes em outros paises como a india, onde esta hortalica tem
maior expressao e é mais pesquisada (HENZ; LOPES, 2000). Além disso, pouco se
sabe sobre as interacGes de outras espécies desse género fungico, como A.
alternata, com o coentro.

Nesse sentido, a utilizacdo de técnicas de inoculacdo de sementes com
patdgenos tornam-se pecas chaves do processo. A imersdo das sementes em
suspenséao de conidios e/ou hifas ou apenas seu revestimento externo com esporos
do fungo consiste num dos métodos mais simples e tradicionais de inoculagdo de
sementes (AGARWAL; SINCLAIR, 1987; TANAKA; MENTEN, 1991). Outro método
utilizado seria o contato das sementes com a colénia fungica, desenvolvida em
meios de cultura convencionais, como 0s meios agarizados (PERES, 1996;
ALBUQUERQUE, 2000). Por estes métodos, no entanto, os fungos ficam, em sua

maioria, aderidos ao tegumento das sementes, dessa maneira 0 processo de
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infeccdo ndo é assegurado em niveis satisfatorios, sim apenas a contaminacao
superficial das sementes (TANAKA; MENTEN, 1991; MACHADO et al., 2001b). Além
disso, existe outro fator limitante, o tempo de exposicdo das sementes a coldnia
fungica, visto que as sementes podem iniciar o processo de germinagcdo em curto
periodo de tempo, dependendo da espécie avaliada (MACHADO et al., 2001a). O
interesse em tratamentos que permitam a exposicdo das sementes por um periodo
de tempo relativamente maior, baseando-se no controle da hidratacdo e a
germinacdo das sementes, levou ao desenvolvimento de estudos envolvendo novas
técnicas. Entre essas, destaca-se a técnica da restricdo hidrica (MACHADO;
LANGERAK, 2002) relatada como €ficiente para sementes de diferentes espécies.
Assim, objetivou-se com o presente trabalho verificar o desempenho de sementes
de coentro, inoculadas com Alternaria alternata e A. dauci pelo método da

suspensao de conidios e restricdo hidrica, através de testes de vigor.

2.2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado em duas etapas, a primeira consistiu de experimentos
em laboratério, os quais foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do
Departamento de Defesa Fitossanitaria e no Laboratério Didatico e de Pesquisas em
Sementes do Departamento de Fitotecnia. Na segunda etapa, foram realizados
estudos em casa de vegetagdo, desenvolvidos nas instalagbes dos mesmos
Departamentos na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.
Foram utilizadas sementes de coentro, da cultivar Verd&o, provenientes de cultivo
agroecolégico, da marca comercial Bionatur®, Candiota-RS, sem qualquer tipo de
tratamento quimico, produzidas na safra 2006/2007. Logo ap0s o recebimento, as
sementes foram submetidas a avaliagcéo inicial de qualidade, através das seguintes

determinacdes e testes:

2.2.1 Teor de 4gua

O teor de agua das sementes foi determinado com base no peso umido, pelo
método de estufa a alta temperatura, de acordo com as Regras para Analise de

Sementes (BRASIL, 1992). Utilizaram-se duas subamostras de 5g de peso Umido de
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sementes, colocadas em estufa a uma temperatura constante de 105 °C, com
oscilacfes possiveis de + 3° C, durante um periodo de 24 horas. Apds esse periodo,
as subamostras secas foram pesadas. O resultado final foi expresso pela média
aritmética em porcentagens das subamostras. O teor de agua da semente foi

calculado através da seguinte formula:

% U =PU - PS x 100
PU-T

Onde: PU = peso Uumido da semente + peso do recipiente; PS = peso seco da

semente + peso do recipiente; T = tara (recipiente).

2.2.2 Teste de Germinagao

O teste de germinacdo foi conduzido com 200 sementes, distribuidas em
quatro repeticbes de 50 sementes. As sementes foram semeadas em caixas
plasticas tipo gerbox, sobre trés folhas de papel filtro umedecidas com &gua
destilada e esterilizada, equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas
foram mantidas em germinador (20-30°C), com fotoperiodo de 8 horas quando
submetidas a temperatura de 30 °C. As contagens foram realizadas aos sete e 14
dias apés a semeadura, segundo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 1992). Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais, avaliando-se também a porcentagem de

plantulas anormais e de sementes mortas.

2.2.3 Andlise sanitaria

O teste de sanidade foi realizado através do método do papel filtro ou “Blotter
Test”. Utilizou-se uma amostra de 200 sementes de coentro, dividida em quatro
repeticbes de 50, colocadas em caixas plasticas do tipo "gerbox", previamente
desinfestadas com alcool e hipoclorito (1%) por um minuto, sob duas folhas de papel
filtro umedecidas com agua destilada e esterilizada. As sementes foram incubadas a

25°C, com 12 horas de regime de luz, durante 24 horas. Em seguida, para a inibicdo
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da germinacao, foram submetidas ao método do congelamento por 24 horas. Apos
esse procedimento, foram ent&o incubadas a 25°C por sete dias, com 12 horas de
regime de luz conforme metodologia proposta por Brasil (1992). As andlises foram
realizadas com o auxilio de lupa e microscopio Optico para observacdo das
estruturas morfologicas dos fungos, os quais foram identificados em nivel de género,
com o auxilio da bibliografia especializada de Barnett; Hunter (1998), determinando-
se a porcentagem de sementes infestadas por fungos.

Ap6s a realizagdo dos testes iniciais, foram realizados o0s seguintes

procedimentos para instalacdo dos experimentos:

2.2.4 Testes em laboratério

Os testes a seguir descritos foram realizados em condi¢cbes controladas de

laboratorio.

2.2.4.1 Obtencéo do in6culo

O fungo Alternaria alternata, utilizado nesse trabalho, foi obtido a partir de
sementes de coentro submetidas ao teste inicial de sanidade (Blotter Test). Ja
Alternaria dauci foi proveniente de folhas de cenoura com sintomas de doenca. Os
mesmo foram isolados a partir das respectivas fontes de inéculo, e colocados em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (extrato de 200g de batata, 20g de
dextrose e 20g de a4gar em 1000 mL de agua destilada). Apos sete dias de
incubacdo a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, os patdégenos foram repicados, e
assim procedeu-se até a obtencdo de colbnias puras. Essas colbnias purificadas
foram mantidas a 25° C no escuro, para facilitar a esporulagdo A partir disso,

utilizaram-se as metodologias para inoculagédo das sementes.

2.2.4.2 Inoculagdo das sementes

A inoculagéo das sementes foi realizada de duas formas. Na primeira, utilizou-

se uma suspensdo de conidios a partir dos isolados de Alternaria. Na segunda, as
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sementes foram inoculadas através da restricdo hidrica, utilizando-se como restritor:

manitol (C6H1406). Os tratamentos foram organizados conforme a Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Tratamentos de inoculagdo das sementes de coentro com suspensdo de conidios e
restricao hidrica, utilizando como soluto: manitol. Santa Maria, RS. 2008.

Métodos de Inoculacgéo

Tratamentos
Suspenséo de conidios Restricdo Hidrica
T2 Tratamento testemunha (agua estéril) Tratamento testemunha (meio + manitol)
T3 Suspensédo de A. alternata Meio+ manitol + A. alternata
T4 Suspensédo de A. dauci Meio+ manitol + A. dauci
T5 Suspensédo de A. alternata + A. dauci Meio + manitol + A. alternata + A. dauci

A suspensdo de conidios, para a inoculacdo das sementes, foi obtida
adicionando-se agua destilada em placas de Petri contendo o micélio puro de cada
patogeno e, com o auxilio de um pincel esterilizado, homogeneizou-se a massa de
esporos. A suspensdao, depois de filtrada em um funil com gaze, foi coletada em um
recipiente de vidro. Em seguida, a concentracdo da suspensao conidial foi obtida
através de leituras em camara de Neubauer e ajustadas para 10° conidios/mL para
cada tratamento. As sementes, previamente desinfestadas com alcool e hipoclorito
(1%) por um minuto, permaneceram em contato com as suspensdes de cada
tratamento por 30 minutos. Apos secagem em condicdes ambiente, as sementes
foram submetidas aos testes para avaliacdo da qualidade fisioldgica.

Para a inoculacédo das sementes pelo método da restricdo hidrica, utilizou-se
BDA acrescido do soluto manitol. Para isso, foram preparadas placas de Petri de
vidro de 15 cm de diametro, contendo 50 mL de meio BDA com potencial de agua de
-0,8 MPa (Megapascal), obtido pela suplementacdo com 33,10 g/L de manitol,
segundo COUTINHO et al. (2001).

Discos de colbnia pura de cada um dos fitopatdgenos foram repicados para o
meio com manitol, e mantidos em camara com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25°C por sete dias. ApOs esse periodo, as sementes de coentro,
previamente desinfestadas com alcool e hipoclorito (1%) por um minuto, foram
distribuidas sobre o micélio do fungo, correspondente a cada tratamento, em
camada Unica, sendo levemente prensadas, onde permaneceram até momento em
gue pelo menos uma das sementes apresentasse inicio de protrusdo radicular, o

gue ocorreu 48 horas apds a exposicao ao meio. As sementes foram, entao,
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removidas do meio e colocadas a secar sobre papel filtro, em condigcdes ambiente,
por mais 48 horas. Somente apds esse processo, as sementes foram submetidas
aos testes para avaliacdo da qualidade fisiol6gica. Como tratamentos tratamento
testemunhas foram utilizados aqueles em que as sementes ndo sofreram influéncia
da inoculagcdo com os patogenos. Além disso, foi considerado como tratamento
testemunha absoluta (T1), aguele em que as sementes ndo foram submetidas a

gualguer procedimento.

2.2.4.3 Teste de germinacéao

O teste de germinagéo foi realizado conforme descrito no item 2.2.2, e de
acordo com a metodologia proposta pelas Regras para Analise de Sementes
(BRASIL, 1992).

2.2.4.4 Teste de primeira contagem de germinagéao

O teste de primeira contagem foi realizado conjuntamente com o teste de
germinacdao, constituindo o registro da porcentagem de plantulas normais verificadas
na primeira contagem do teste de germinacéo, realizada conforme as Regras para

Andlise de Sementes (1992), aos sete dias.

2.2.4.5 Comprimento de plantula

Avaliou-se o comprimento médio das plantulas normais obtidas a partir da
semeadura de quatro repeticbes de 10 sementes. Os rolos de papel contendo as
sementes permaneceram em germinador (20-30°C), com fotoperiodo de 8 horas
guando submetida a temperatura de 30°C, por sete dias. ApOs esse periodo,
avaliou-se o comprimento total das plantulas, com o auxilio de uma régua graduada
em milimetros. O comprimento médio foi obtido somando-se as medidas de cada
repeticdo e dividindo-se pelo numero de plantulas normais mensuradas, com
resultados expressos em centimetros/plantula, conforme descrito por Nakagawa
(1999).
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2.2.4.6 Teste de frio

O teste de frio foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, semeadas
em rolo de papel filtro, umedecido com agua destilada e esterilizada na proporcao de
2,5 vezes 0 peso do papel seco. Em seguida, os rolos foram acondicionados em
sacos plasticos, permanecendo por sete dias em camara a temperatura constante
de 10° C. Apoés esse periodo, os mesmos foram transferidos para o germinador (20-
30°C) onde permaneceram por mais sete dias, e os resultados foram expressos em

porcentagem de plantulas normais.

2.2.5 Testes em casa de vegetacéao

Nessa etapa, o0s testes foram realizados em ambiente parcialmente

controlado, em casa de vegetacao.

2.2.5.1 Emergéncia de plantulas:

O teste de emergéncia foi realizado utilizando-se bandejas plasticas contendo
substrato comercial Plantmax®. Em cada bandeja foram distribuidas 25 sementes
em quatro repeticdes, totalizando 100 para cada tratamento em cada método de
inoculacéo. Foram feitas irrigacdes sempre que necessario, e a avaliagcdo ocorreu
aos 32 dias ap6s a semeadura, quando a emissdo de plantas tornou-se constante,

computando-se a porcentagem de plantas normais emergidas.

2.2.5.2 indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Este teste foi realizado em conjunto com o de emergéncia de plantulas em
casa de vegetacdo, onde foram realizadas contagens diarias de plantas emergidas
nas bandejas até obter-se niumero constante. Para cada repeticéo, foi calculado o

indice de velocidade de emergéncia, somando-se o nimero de plantas emergidas a
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cada dia, dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da

semeadura, conforme Maguire (1962), pela formula:

IVE=E; +Ep+... + Ep
N: N, Np

Onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia; E1, E,, E, = niUmero de plantas
emergidas, computadas na primeira, na segunda e na Ultima contagem; N1, N2, N, =

namero de dias de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

2.2.5.3 Comprimento de planta:

A avaliagdo do comprimento de planta foi também realizada em conjunto com
o teste de emergéncia, determinando-se o comprimento da raiz, do hipocdtilo e o
comprimento total de dez plantas, por repeticdo, aos 32 dias ap0s a semeadura. Os
resultados foram determinados em centimetros, com o0 auxilio de uma régua
graduada em milimetros. Calculou-se o comprimento médio por planta (cm/planta),

dividindo o somatorio dos valores obtidos pelo nimero de plantas mensuradas.

2.2.5.4 NUmero de folhas:

Avaliou-se também, o numero de folhas dessas mesmas dez plantas
utilizadas no teste anterior, calculando-se uma média aritmética do niumero de folhas

por planta, dividido pelo nimero de plantas avaliadas.

2.2.5.5 Peso fresco e peso seco de planta:

O peso fresco foi obtido pela pesagem em balanca, com precisdo de 0.001g,
de plantas normais obtidas ao final do teste de emergéncia. Calculou-se o peso
médio somando-se o peso de dez plantas de cada repeticdo e dividindo-se pelo
namero de plantas normais pesadas, com resultados expressos em g/plantas. Apos,

para determinacdo do Peso seco, as plantas foram colocadas em sacos de papel e
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acondicionadas em estufa com circulagdo de ar, regulada a 80 °C, onde
permaneceram por um periodo de 24 horas. A pesagem do material seco foi
realizada em balangca com precisdo de 0,001g, e 0 peso para cada repeticdo foi
dividido pelo numero total de plantas, obtendo-se assim, o peso médio da matéria

SecCa, expresso em grama por planta.

2.2.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, 0s
dados de cada método de inoculacdo foram submetidos, separadamente, a analise
de variancia e ao teste F, a comparacdo das médias foi realizada através do teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para comparacdo dos métodos, os dados foram
analisados utilizando-se um esquema fatorial 2x3, ou seja, dois métodos de
inoculacdo (suspensdo de conidios e restricdo hidrica) e trés tratamentos (A.
alternata, A. dauci e A. alternata + A. dauci), também submetidos a analise de
variancia e teste F, com comparacao das medias através do teste de Tukey com 5%
de probabilidade de erro, empregando-se o Software Sistema de Andlises
Estatisticas — SANEST (ZONTA et al., 1986). Os dados expressos em porcentagens

foram transformados em arcsen (x/100)*2.

2.3 Resultados e Discusséao

Inicialmente as sementes de coentro foram avaliadas quanto ao teor de agua,
germinacao e sanidade. O teor de agua das sementes foi de 9,82% e a porcentagem
de germinacdo foi de 86%. Na analise sanitaria verificou-se a presenca dos
seguintes fungos: Aspergillus spp (1%), Alternaria alternata (3%), Cladosporium spp.
(10%), Penicillium spp. (18%) e Fusarium spp. (12%). Esses dados ndo foram
analisados estatisticamente, pois serviram apenas como base para o conhecimento
inicial da qualidade do lote adquirido. E possivel constatar, que a qualidade inicial do
lote de sementes de coentro, de acordo com o teor de agua e umidade, néo foge ao

padrdo, ou seja, ao recomendado para hortalicas em geral. Além disso, € evidente a
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baixa incidéncia de patdogenos associados as sementes, verificando-se assim, a alta

gualidade sanitaria do lote adquirido.

2.3.1 Resultados obtidos com sementes de coentro inoculadas com suspensédo de

conidios

Encontram-se, na Tabela 2.2, os resultados referentes aos testes de laboratorio
realizados com sementes de coentro inoculadas com suspensao de conidios de
Alternaria spp.

Na primeira contagem de germinagcdo, os tratamentos aplicados nao
demonstraram diferencas significativas entre si, assim como ndo houve a
interferéncia dos fungos na porcentagem de plantulas anormais. No primeiro caso,
onde a primeira contagem de germinacédo de sementes de coentro é realizada aos
sete dias apés a semeadura (BRASIL, 1992), a nédo interferéncia dos agentes
patogénicos na qualidade das sementes pode ter sido decorrente de particularidades
dos mesmos, pois além das caracteristicas do patossistema, a acdo de fungos
depende de condi¢cBes favoraveis para seu desenvolvimento e colonizacdo efetiva
no hospedeiro. Patdgenos, que se associam a sementes, tornam-se ativos somente
guando em condi¢cdes ambientais favoraveis (SANTOS et al, 2005). Por outro lado,
também nao foram observadas diferencas significativas por Torres (1998), ao avaliar
a primeira contagem para milho, constando que este teste ndo foi sensivel o
suficiente para diferenciar os lotes em niveis de vigor. Tal fato pode ser atribuido a
baixa sensibilidade do referido teste em detectar pequenas diferencas de vigor
(MARCOS FILHO et al.,, 1987) que podem ser resultantes da associacdo de
patégenos.

Os resultados obtidos avaliando-se a porcentagem de plantulas anormais
demonstraram que os patdgenos nao contribuem para a ma formacao das plantulas
de coentro, resultantes de sementes inoculadas. No teste de germinag¢&do, no
entanto, observam-se diferengas entre os tratamentos onde as sementes inoculadas
com A. alternata e com A. dauci apresentaram decréscimo na porcentagem
germinativa. Apesar da inoculacdo com A. alternata n&o diferir dos tratamento
testemunhas, nota-se que a presenca do mesmo contribuiu, ndo tao

expressivamente quanto A. dauci para ocorréncia de menores indices de
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germinacdo. Resultados semelhantes foram relatados, recentemente, em uma
investigacao feita com lotes de sementes de coentro, a qual revelou que a incidéncia
de A. dauci e A. alternata interferiu, de forma significativa, na germinacdo das
sementes (TOGNI et al., 2005).

Tabela 2.2 Médias das variaveis Primeira Contagem de Germinagao (PC), Germinagao (G), Plantulas
Anormais (PA), Sementes Mortas (SM), Comprimento de Plantula (CP) e Teste de Frio
(TF) avaliadas na inoculacao de sementes de coentro, cultivar Verddo, com suspenséo de
conidios de Alternaria alternata e A. dauci em condic¢Bes controladas de laboratério. Santa
Maria, RS. 2008.

Tratamentos PC (%) G (%) PA (%) SM (%) CP (cm) TF (%)
T1 8la 86 a 2a 1b 7,05 a 82 a
T2 49 a 82a 3a Ob 2,81b 67b
T3 42 a 76 ab 5a 9a 2,41b 3lc
T4 41 a 63 b 12 a 19a 2,71b 26 ¢c
T5 42 a 66 b 8a 21 a 2,56 b 3lc
CV (%) 29,16 7,01 47,50 27,85 19,66 6,22

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da suspensao (agua
destilada e esterilizada); T3: suspensédo de A. alternata; T4: suspensao de A. dauci; T5: suspenséo
de A. alternata + A. dauci.

O teste de frio seguiu a mesma tendéncia de resultados obtidos no teste de
germinacdo, pois também demonstrou que a presenca das espécies de Alternaria,
associadas com as sementes, resultou em menores indices de plantulas normais de
coentro. A realizagao do teste de frio, 0 qual se baseia no principio de exposi¢cao das
sementes a um estresse de baixa temperatura e alta umidade, permite um
diagnostico mais seguro no que diz respeito a qualidade de sementes. Essa
caracteristica, verificar o desempenho quanto a formacao de plantulas normais, de
lotes de sementes semeadas em condi¢gdes adversas (CASAROLI, 2005), segundo
Marcos Filho (2001), insere o teste de frio entre os mais indicados para compor um
programa de qualidade de sementes. Pois, muitas vezes, o teste de germinagao
fornece subsidios para fins de semeadura, no entanto, nada garante sobre a
expressédo da qualidade das sementes, pois € realizado em condi¢cdes 6timas e com
iISSO permite que sementes menos vigorosas originem plantulas consideradas como
normais (KIKUTI et al., 1999).

A interferéncia dos patégenos nas sementes de coentro é ratificada quando
se observa que os tratamentos em que as mesmas encontravam-se inoculadas,

tanto com as espécies isoladas quanto em conjunto, contribuiram para o aumento na
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porcentagem de sementes mortas. Entretanto, na avaliagdo do comprimento de
plantulas, as sementes submetidas a inoculacdo nao diferiram entre si, mas apenas
do tratamento testemunha absoluta.

Os testes, realizados em casa de vegetacao (Tabela 2.3), demonstraram a
acao desfavoravel dos fungos na porcentagem e na velocidade de emergéncia das
plantulas, embora sementes inoculadas com A. alternata também nédo se
diferenciaram do tratamento testemunha de inoculacéo, observa-se que o patégeno
proporcionou decréscimos na maioria das variaveis analisadas. No entanto, ndo se
observaram diferencas significativas, entre os tratamentos, para as demais variaveis
analisadas.

Esse resultado demonstrou que, uma vez que a semente origine uma planta,
a mesma nao sera prejudicada pela acdo dos patdégenos, ou seja, A. alternata e A.
dauci podem estar atuando, direta e exclusivamente, na semente. Nos trabalhos de
Togni et al. (2005), foram encontrados resultados diferenciados, pois a presenca
desses dois fungos, além de prejudicar a germinacdo, também interferiram no
desenvolvimento das plantulas. Porém, Reis et al. (2006) verificaram que, para
coentro, o fungo A. alternata esta associado com sementes apenas como saprdfita,

ndo ocasionando prejuizo nenhum no desenvolvimento da cultura.

Tabela 2.3 Médias das variaveis Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia (IVG),

Peso Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de Hipocétilo (CH),
Comprimento Total de Planta (CT) e Numero de Folhas (NF) avaliadas na inoculagdo de sementes
de coentro, cultivar Verddo, com suspensao de conidios de Alternaria alternata e A. dauci em casa
de vegetacdo. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos EP (%) IVE PF (9) PS (9) CR(cm) CH(m) CT(cm) NF
T1 9la 1,63 a 0,28 a 0,03 a 13,24 a 7,46 a 20,60 a 3a
T2 92 a 1,59 ab 0,45 a 0,04 a 1242 a 9,47 a 21,88 a 3a
T3 85 ab 1,52 ab 0,33 a 0,04 a 10,54 a 8,46 a 19,00 a 3a
T4 74 b 1,35b 0,33 a 0,03 a 12,22 a 8,27 a 20,49 a 3a
T5 75b 1,35b 0,34 a 0,03 a 11,27 a 8,80 a 20,08 a 3a
CV (%) 6,97 8,19 42,06 21,86 18,68 23,11 12,44 10,84

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da suspenséo (agua destilada e esterilizada);
T3: suspensédo de A. alternata; T4: suspensédo de A. dauci; T5: suspenséo de A. alternata + A. dauci.

Diante dos resultados observados, verifica-se que as duas espécies de

Alternaria, inoculadas com suspensdo de esporos, sao prejudiciais a qualidade de
sementes de coentro, interferindo na germinacdo, na porcentagem de morte de

sementes, no vigor (observado no teste de frio), na porcentagem de emergéncia das
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plantas. No entanto, as demais variaveis analisadas, porcentagem de plantulas
anormais, peso fresco e peso seco de plantas, velocidade de emergéncia,
comprimento de raiz, hipocotilo e total, demonstraram que A alternata e A. dauci néo

influenciam no desenvolvimento das plantas oriundas de sementes inoculadas.

2.3.2 Resultados obtidos com a inoculacdo das sementes de coentro através da

metodologia da restricao hidrica

Os testes realizados foram sensiveis para distinguir diferencas significativas e
indicar uma tendéncia de estratificacdo quanto a qualidade das sementes, pois a
presenca de A. alternata e A. dauci influenciou negativamente, principalmente, no
tratamento de inoculacdo onde esses patdgenos encontravam-se juntos (Tabela
2.4).

No teste de primeira contagem, observa-se que o0 vigor das sementes
inoculadas foi prejudicado, sendo que o tratamento mais nocivo foi aquele que
continha ambas as espécies de Alternaria. Diferente dos métodos usuais de
inoculacéo, a metodologia da restricao hidrica, ou seja, o uso de substrato agarizado
complementado por um soluto, permite a exposicao direta das sementes a coldnia
fungica por um tempo relativamente maior, baseado no principio de controle de
germinacdo (MACHADO, 2001b). Esse fato pode ter favorecido e/ou garantido a
infeccdo das sementes de coentro, promovendo assim, a expressdo dos patdgenos
ja na primeira contagem de germinacgao.

O teste de germinacdo seguiu a mesma tendéncia do anterior, sementes
inoculadas com os fungos demonstraram menores potenciais germinativos, mesmo
nao diferindo daqueles em que as sementes encontravam-se associadas com
ambas as espécies fungicas isoladas, o tratamento em que as sementes foram
inoculadas com os dois patdégenos destacou-se como mais nocivo.

Para alguns autores como: Delouche (1974), Marcos Filho et al. (1987),
Marcos Filho (1999), Carvalho; Nakagawa (2000), Miguel et al. (2001), Franco;
Petrini (2002), o teste de germinacdao € utilizado para medir a viabilidade e estimar a
emergéncia em campo quando a semeadura € realizada em condi¢cdes ideais de
solo. Tais condicdes raramente ocorrem e esse parametro de avaliacdo da

viabilidade sobreestima a emergéncia a campo, em porcentagens variaveis. No
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presente trabalho, observa-se que o teste de germinagcdo foi sensivel quanto a

diferenciacdo dos tratamentos, pois, sementes inoculadas com A. alternata e A.

dauci resultaram em diminuicdo na porcentagem de plantulas normais, e esses

mesmos resultados foram obtidos na avaliagdo do vigor através do teste de frio.

Esse teste é bastante eficiente na determinac&o do potencial fisiolégico de sementes
de milho (KRZYZANOWSKI et al.,, 1991; CARVALHO et al.,, 2004), no entanto,

alguns autores ja demonstram sua eficacia na avaliacdo de sementes de hortalicas,
como maxixe (TORRES et al., 1999) e tomate (RODO et al., 1998).

Tabelas 2.4 Médias das variaveis Primeira Contagem de Germinacdo (PC), Germinagdo (G),

Plantulas Anormais (PA), Sementes Mortas (SM), Comprimento de Plantula (CP) e
Teste de Frio (TF) avaliadas na inoculacdo de sementes de coentro, cultivar Verdao,
com Alternaria alternata e A. dauci, através de restricdo hidrica, em condi¢cbes
controladas de laboratério. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos PC (%) G (%) PA (%) SM (%) CP (cm) TF (%)
T1 8la 86 a 2¢ 9 ab 7,04 a 82 a
T2 77 a 77 ab Oc 6b 7,09 a 69 a
T3 56 b 57 bc 24 b 12 ab 5,43 a 71a
T4 55b 55 bc 22b 11 ab 1,89b 69 a
T5 18 ¢ 29c 57 a 22 a 5,14 a 54 b
CV (%) 12,08 16,19 21,58 28,71 23,07 11,28

* Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da restricdo hidrica
(BDA + manitol); T3: BDA + manitol + A. alternata; T4: BDA + manitol + A. dauci; T5: BDA + manitol +

A. alternata + A. dauci

Quando se avaliou o comprimento das plantulas, o tratamento que continha

sementes de coentro inoculadas com A. dauci destacou-se dos demais, por

apresentar grande influéncia desse patégeno no crescimento das mesmas. No

entanto, assim como na germinagao e primeira contagem, o tratamento que continha

A. alternata e A. dauci juntos foi o que ocasionou a maior porcentagem de plantulas

anormais e de sementes mortas, sendo que esta Ultima varidvel também foi

influenciada pelos tratamentos que continham os dois patdégenos isolados, os quais

também nao diferiram dos tratamentos testemunhas.

No entanto, quando se avalia a emergéncia de plantulas em casa de

vegetacdo (Tabela 2.5) ndo se observaram as mesmas diferencas identificadas no

teste de germinacdo. Esses resultados confirmam que, em alguns casos, a

germinacdo realizada em laboratorio pode obter resultados distintos daqueles

observados fora de ambiente controlado, como casa de vegetacao. Isto é devido ao

fato de que, o vigor das sementes integra fatores que vdo além da simples
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viabilidade (FRANCO; PETRINI, 2002) verificada no teste de germinacé&o. O vigor de
sementes, portanto, € uma soma de atributos, os quais conferem a semente o
potencial para germinar, emergir e resultar rapidamente em plantulas normais sob
ampla diversidade de condigGes ambientais (HOFS et al., 2004).

Houve pouca ou nenhuma variacdo significativa, entre os tratamentos, nos
dados obtidos em casa de vegetacao (Tabela 2.5). As plantas derivadas do teste de
emergéncia ndo mostraram diferencas quando avaliadas quanto ao peso fresco e
seco, comprimento da parte aérea (hipocétilo) e nem no niamero de folhas. E, os
demais testes, emergéncia de plantulas, velocidade de emergéncia, comprimento da
raiz e comprimento total exibiram apenas uma diferenciagcdo dos demais tratamentos

em relagdo ao tratamento testemunha absoluta.

Tabela 2.5 Médias das variaveis Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia (IVG),
Peso Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de Hipocétilo (CH),
Comprimento Total de Planta (CT) e Numero de Folhas (NF) avaliadas na inoculagdo de sementes
de coentro, cultivar Verddo, com Alternaria alternata e A. dauci, através de restricdo hidrica, em
casa de vegetagdo. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos EP (%) IVE PF (9) PS(9 CR(m) CH(m) CT(cm) NF
T1 91a 1,63a 037a 003a 1314a 746a  2060a 3a
T2 61b 1,21 ab 0,38 a 0,04 a 547b 659a  12,06b 3a
T3 43Db 0,91b 0,26 a 0,04 a 4,65b 648a  11,13b 3a
T4 40b 0,75b 027 a 0,05a 4,79b 560a  1040b 3a
5 55 b 0,91b 0,25 a 0,04 a 533b 63la  12,99b 3a
CV (%) 19,06 256 23,09 31,12 18,36 14,25 14,89 10,84

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;
T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da restricdo hidrica (BDA + manitol); T3: BDA
+ manitol + A. alternata; T4: BDA + manitol + A. dauci; T5: BDA + manitol + A. alternata + A. dauci

Portanto, a associacdo de A. alternata e A. dauci com sementes de coentro,
inoculados atravées da metodologia da restricdo hidrica, resulta em perdas
significativas na qualidade das mesmas, no entanto ndo promove grandes

influéncias no desenvolvimento das plantas.

2.3.3 Resultados obtidos na avaliacdo do comportamento fungico nos diferentes

métodos de inoculacéo

Houve efeito significativo da interacdo entre os métodos de inoculacdo e os

tratamentos fuingicos sobre a porcentagem de plantulas anormais e o comprimento
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de plantulas, assim como para o teste de frio, através da analise fatorial, conforme
se observa na Tabela 2.6.

De acordo com a Tabela 2.6, pode-se constatar que, no método de
suspensdo de conidios, os tratamentos com as espécies de Alternaria néo
demonstraram diferenca entre si em nenhuma das variaveis analisadas. No entanto,
pela metodologia da restricdo hidrica, pode-se dizer que A. alternata e A. dauci
influenciaram na qualidade final das sementes, enquanto que o tratamento apenas
com A. dauci foi o mais prejudicial para o desenvolvimento das plantulas,quando
comparado com os demais tratamentos, o que pode ser verificado pela avaliacao do

comprimento.

Tabela 2.6 Médias de Plantula Anormais, Comprimento de Plantula e Teste de Frio, obtidas na
andlise fatorial dos métodos de inoculacdo de Alternaria spp. em sementes de coentro,
cultivar Verddo. Santa Maria, RS. 2008.

Plantulas Anormais Comprimento de Teste de Frio
(%) Plantula (cm) (%)
Fungos p " p
Métodos Métodos Métodos
S RH S RH S RH

Alternaria alternata 5 aB* 24 bA 2,41 aB 5,43 aA 31 aB 71 aA
A. dauci 12 aA 22 bA 2,70 aA 1,88 bA 26 aB 69 aA
A. alternata + A. dauci 8 aB 57 aA 2,55 aB 5,14 aA 31 aB 45 bA
CV (%) 2291 22,61 9,66

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; S: suspensao de conidios; RH: restricdo hidrica.

Nesse caso, o método da restricdo hidrica, utilizando manitol como soluto,
demonstrou ser mais sensivel na deteccéo de diferencas no comportamento de cada
um dos patdgenos. Essa técnica propicia uma modificacdo nas condi¢cdes originais
do meio onde a mesma interage, as condi¢cbes favoraveis ao condicionamento
osmoético variam amplamente em funcdo das caracteristicas das sementes de cada
espécie, cultivar, e, possivelmente, entre lotes de uma mesma cultivar, em funcéo
dos processos fisiologicos e bioquimicos envolvidos (HEYDECKER et al.,, 1975;
BRADFORD, 1986). Desta forma, o potencial hidrico ira influenciar, de maneira
diferente e individualizada, na germinacdo e desenvolvimento da plantula de cada
espécie vegetal.

Apesar disso, verifica-se na Tabela 2.7 que as espécies de Alternaria se
comportaram da mesma forma, para a maioria das variaveis, independente da

metodologia de inoculacao utilizada. Apenas o teste de germinacao e a porcentagem
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de sementes mortas apresentaram diferenciacdo na acdo dos fungos estudados.
Sendo que, sementes inoculadas com A. dauci, tanto isolado quanto em conjunto
com A. alternata, acarretaram menores porcentagens germinativas e maior numero
de sementes mortas.

Esses resultados confirmam que, ambos os métodos de inoculacdo de
sementes demonstraram eficiéncia em proporcionar contaminacdo das sementes de
coentro, permitindo, assim, avaliacdo da qualidade das mesmas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Junges et al. (2008a), com inoculacdo de sementes
de cenoura tanto com suspensédo de conidios, como com 0 uso da restricdo hidrica
(JUNGES et al. 2008b), ambos os métodos foram eficientes para diferenciar o
potencial fisiologico da sementes em detrimento da associagcdo das mesmas com
espécies de Alternaria.

Conforme os resultados obtidos, para cada um dos métodos analisados
separadamente, e a analise conjunta dos mesmos, pode-se confirmar que a
associacao de A. dauci e A. alternata teve influencia sobre a qualidade de sementes

de coentro.

Tabela 2.7 Médias de Primeira Contagem (PC), Germinacéo (G), Sementes Mortas (SM), Emergéncia de plantulas (EP),
indice de Velocidade de Emergéncia (IVE), Peso Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR),
Comprimento de Hipocétilo (CH), Comprimento Total (CT) e Numero xde Folhas (NF) obtidas na analise
fatorial dos métodos de inoculacédo de Alternaria spp.em sementes de coentro. Santa Maria, RS. 2008.

Primeira Contagem de Germinagao (%) Germinacgao (%)

Métodos Métodos
Fungos Suspensao  Restrigdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 41 56 48 a 76 57 67 a
A. dauci 41 55 48 a 63 55 59 ab
A. alternata + A. dauci 42 18 29 a 66 29 47 b
Média 41 A 42 A 68 A 47 B
CV (%) 27,2 15,56

Semente Morta (%) Emergéncia de Plantulas (%)

Métodos Métodos
Fungos Suspensao  Restricdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 9 12 11b 85 41 66 a
A. dauci 19 11 15ab 74 39 57 a
A. alternata + A. dauci 21 22 21 a 76 48 66 a
Média 16 A 15A 78 A 46 B

CV (%) 23,35 15,67
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indice de Velocidade de Emergéncia

Peso Fresco (9)

Métodos Métodos
Fungos Suspensao  Restricdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 1,53 0,91 1,22a 0,41 0,26 0,33a
A. dauci 1,36 0,75 1,05a 0,33 0,27 0,30 a
A. altemata + A. dauci 1,35 0,91 1,12a 0,34 0,25 0,29 a
Média 1,41 A 0,86 B 0,36 A 0,26 B
CV (%) 23,3 2421

Peso Seco (g) Comprimento de raiz (cm)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restricdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 0,04 0,03 0,04a 10,54 4,65 7,50 a
A. dauci 0,03 0,05 0,04a 12,42 4,79 8,60 a
A. altemmata + A. dauci 0,03 0,03 0,03a 11,27 5,33 8,30 a
Média 0,03 A 0,04 A 1141 A 4,93 B
CV (%) 22,94 19,53

Comprimento do Hipocétilo (cm) Comprimento Total (cm)

Métodos Métodos
Fungos Suspensao  Restricdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 8,46 6,48 747a 19 11,13 15,07 a
A. dauci 8,27 5,6 6,93a 20,49 10,4 1544 a
A. altemata + A. dauci 8,8 6,32 7,56 a 20,08 12,99 16,54 a
Média 8,561 A 20 A 11B
CV (%) 12,39 13,37

Numero de Folhas

Métodos
Fungos Suspensdo  Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 3 3 3a
A. dauci 3 3 3a
A. alternata + A. dauci 3 3 3a
Média 3A 3A
CV (%) 9,36

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e mailscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade;

Em estudos realizados com sementes de coentro, essas duas espécies foram

encontradas em porcentagens de incidéncia relativamente altas nas sementes

(PEREIRA et al. 2005). Além disso, nos ultimos anos, principalmente na época

chuvosa, tem-se observado alta incidéncia e severidade da queima das folhas em
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coentro, causada por Alternaria dauci (REIS et al., 2003), patégeno que pode ser
transmitido por sementes (TRIGO et al., 1997; TOGNI et al., 2005; REIS et al, 2006).
Portanto, a espécie A. dauci pode se tornar problema sério para o cultivo do coentro,
sendo transmitido da semente para as plantulas de maneira eficiente. Com isto
ocorrendo ja no inicio do desenvolvimento da lavoura, o problema torna-se mais
grave, pois epidemias iniciando muito cedo podem comprometer a cultura (REIS et
al., 2006). Porém A. alternata, para algumas espécies de plantas, é considerado
agente saprofitico, no entanto, varios trabalhos comprovaram a patogenicidade
desse fungo a diversas culturas como: girassol (UNGARO; AZEVEDO, 1984),
feijoeiro (GOMES; DHINGRA, 1983; ROLIM et al, 1990); batata (BOITEUX;
REIFSCHNEIDER, 1993) e tomateiro (CHELLEMI; MUELLER, 1995), citrus
(BARMORE et al.,, 1984), meldo e outras cucurbitaceas (SHAHDA et al., 1995),
demonstrando que o0 mesmo, assim como A. dauci, também pode ser um patdégenos

prejudicial ao cultivo de coentro.

2.4 Conclusdes

— A associacdo de Alternaria alternata e A. dauci é prejudicial a qualidade
fisiologica de sementes de coentro.
— Ainoculacao através de suspenséo de conidios e restricdo hidrica é eficiente

na contaminacao de sementes de coentro por A. alternata e A. dauci.
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CAPITULO 1l

INFLUENCIA DE Alternaria alternata E A. dauci NA QUALIDADE
FISIOLOGICA DE SEMENTES DE SALSA INOCULADAS SOB DOIS
METODOS

RESUMO

A salsa [Petroselinum crispum (Mill.) AW. Hill] € uma apiacea herbacea, condimentar,
suas folhas sdo comercializadas em macgos grandes ou em molhos pequenos junto a
cebolinha. S&o poucas as informag¢Ges agronémicas sobre a influéncia de patégenos
na qualidade de sementes dessa olericola. Portanto, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito da associacdo de Alternaria alternata e A. dauci na qualidade fisiolégica
de sementes de salsa inoculadas sob dois diferentes métodos. Os isolados de A. dauci
e A. alternata foram obtidos, respectivamente, de plantas de cenoura com sintomas da
doenca e de sementes de salsa, da cultivar Lisa comum, submetidas a um teste inicial
de sanidade (Blotter Test). Os tratamentos de inoculagcdo para suspensao consistiram
em: tratamento testemunha (adgua destilada e esterilizada), suspensao de conidios de
A. alternata, suspenséao de conidios de A. dauci e suspensédo de conidios de ambas as
espécies (A. alternata + A. dauci). Para restricdo hidrica: BDA + manitol (tratamento
testemunha); BDA + manitol + A. alternata; BDA + manitol + A. dauci; BDA + manitol +
A.alternata + A.dauci. A qualidade fisiolégica das sementes foi avaliada por um
conjunto de testes realizados em condi¢cdes controladas de laboratério e em casa de
vegetacdo. Sementes de salsa tém sua qualidade prejudicada pela associagcdo com A.
alternata e A. dauci em condigdes de laboratorio, ndo se observando 0s mesmos
resultados em casa de vegetagdo. Além disso, a utilizagdo do manitol como um restritor
hidrico, revela-se ser altamente eficaz para a obtencdo de sementes infectadas por A.
dauci na cultura da salsa, permitindo assim a avaliacdo da acdo do patdogeno na

gualidade das sementes.

Palavras-chave: Petroselinum crispum, suspenséo de conidios, restricdo hidrica.
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ABSTRACT

NFLUENCE OF Alternaria alternata AND A. dauci IN the
PHYSIOLOGIC QUALITY OF PARSLEY SEEDS INOCULATED
UNDER TWO METHODS

The parsley [Petroselinum crispum (Mill.) AW. Hill] is a herbaceous Apiacea, to
season, their leaves are marketed in big bundles or in small sauces close to the
green onion. They are few the agronomic information on the pathogens influence in
the quality of seeds of that vegetable. Therefore, the objective of that work was to
evaluate the effect of the association of it would Alternaria alternata and A. dauci in
the physiologic quality of parsley seeds inoculated under two different methods. The
isolated of A. dauci and A. alternata were obtained, respectively, of carrot plants with
symptom of the disease and of parsley seeds, c.v. Lisa Comum, submitted to an
initial sanity test (Blotter Test). The inoculation treatments for suspension consisted
in: testifies (distilled water and sterilized), conidial suspension of A. alternata, conidial
suspension of A. dauci and conidial suspension of both species (A. alternata + A.
dauci). For restriction hidric: PDA + manitol (testifies); PDA + manitol + A. alternata;
PDA + manitol + A. dauci; PDA + manitol + A.alternata + A.dauci. The physiologic
quality of the seeds was evaluated by a group of tests accomplished in controlled
conditions of laboratory and vegetation home. Parsley seeds have prejudiced quality
for the association with A. alternata and A. dauci in laboratory conditions, if not
observing the same results green house. Besides, use of the manitol as a restritor
hidric, is revealed to be highly effective for the obtaining of seeds infected by A. dauci
in the culture of the parsley, allowing like this the evaluation of the action of the

pathogen in the quality of the seeds.

Key words: Petroselinum crispum, suspension conidial, restriction hidric
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3.1 Introducéao

A salsa [Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Hill] € uma planta pertencente a
familia Apiaceae, que atinge sua importancia ndo pelo volume ou valor de
comercializacdo, mas pela ampla utilizacdo comercial como condimento e também
para fins medicinais. Popularmente, a salsa € conhecida como salsinha, sendo
comercializada para consumo, in natura, sozinha ou em conjunto com a cebolinha
(Allium fistulosum L.) compondo o condimento conhecido como cheiro verde
(HEREDIA et al., 2003). Essa hortalica é originaria dos paises mediterraneos,
atualmente é cultivada praticamente em todo o mundo e, no Brasil, seu cultivo
acontece desde o inicio da colonizagdo. Apresenta porte herbaceo e adapta-se
melhor a temperaturas amenas, sendo semeada no outono-inverno, e até mesmo ao
longo do ano em regides altas (ZARATE et al., 2002; FILGUEIRA, 2003).

O sucesso da producédo de hortalicas, como a salsa, é dependente, dentre
outros aspectos, do estabelecimento das plantulas no campo, fator esse diretamente
relacionado com a germinacdo e vigor das sementes. Assim, sementes de alta
gualidade é busca constante daqueles envolvidos na cadeia produtiva de hortalicas
(NASCIMENTO, 2000).

Nesse contexto, um fator de extrema importancia quando se trata de
gualidade de sementes é a qualidade sanitaria. Essa caracteristica deve ser
avaliada, uma vez que a associacdo de patdbgenos com sementes nédo se limita a
perdas diretas de populagdo no campo, mas abrange também uma série de outras
implicagcbes que, de forma até mais acentuada, pode levar a danos irreparaveis a
todo sistema agricola.

Para a determinacao do potencial fisiologico das sementes quando se estuda
a associacao das mesmas com patogenos, € necessaria a utilizagdo de ferramentas
como os meétodos de inoculagcdo de sementes.

Em diversos estudos com a maioria dos fungos, a inoculacdo de sementes
tem sido tradicionalmente realizada por meio do método da embebi¢cdo das mesmas
em suspensdo de inoculo, como conidios. Como alternativa aos métodos
tradicionais e baseada no principio de controle de germinacdo, a metodologia de

inoculacéo sobre meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA), utilizando a técnica de
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restricdo hidrica, tem sido empregada na promog¢ao de infeccdo de sementes com
fungos fitopatogénicos (MACHADO et al., 2001a).

O género Alternaria apresenta espécies que merecem aten¢cdo no meio
agricola, por serem agentes causais de significantes doencas que ocorrem em
hortalicas. As alternarioses, em nivel mundial, encontram-se entre as doengas
fingicas mais comuns e importantes entre as horticolas (TOFOLI; DOMINGUES,
2004). Para cultura da salsa, a mancha de alternaria, que é relatada entre as
principais doencas da cultura, é causada por Alternaria spp. (SALSINHA, 2008). Em
termos de sementes, Alternaria alternata (Fr.) Keissl e A. dauci (Kuhn) Groves &
Skolko sé@o espécies que se destacam, pois figuram entre os principais patégenos
gue se associam com sementes em apiaceas. O fungo A. dauci pode ser destrutivo
a cultura de cenoura e coentro, além disso, € comprovadamente veiculado e
transmitido, eficientemente, por sementes de Coriandrum sativum (REIS et al.,
2006). No entanto, pouco se sabe sobre a interacdo dessas espécies, A. alternata e
A. dauci, e sementes de salsa, especialmente, quando se trata de sua influéncia na
gualidade das mesmas. Portanto, o trabalho objetivou avaliar o efeito da associacao
de A. alternata e A. dauci no potencial fisiologico de sementes de salsa inoculadas

com suspenséo de conidios e utilizando restrigcdo hidrica.

3.2 Material e Métodos

O trabalho foi realizado em duas etapas, a primeira consistiu de experimentos
em laboratério, os quais foram conduzidos no Laboratério de Fitopatologia do
Departamento de Defesa Fitossanitaria e no Laboratorio Didatico e de Pesquisas em
Sementes do Departamento de Fitotecnia. Na segunda etapa, foram realizados
estudos em casa de vegetacdo, desenvolvidos nas instalacbes dos mesmos
Departamentos na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS.

Foram utilizadas sementes de salsa, da cultivar Lisa Comum, provenientes do
cultivo agroecoldgico, da marca comercial Bionatur® produzidas em Candiota, RS,
sem qualquer tipo de tratamento quimico, produzidas na safra 2006/2007. Logo apos
0 recebimento, as sementes foram submetidas a avaliacdo inicial de qualidade,

através das seguintes determinacdes e testes:
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3.2.1 Teor de agua

O teor de 4gua das sementes foi determinado com base no peso umido, pelo
método de estufa a alta temperatura, de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 1992). Utilizaram-se duas subamostras de 5g de peso umido de
sementes, colocadas em estufa a uma temperatura constante de 105 °C, com
oscilagcdes possiveis de + 3° C, durante um periodo de 24 horas. Apés esse periodo,
as subamostras secas foram pesadas. O resultado final foi expresso pela média
aritmética em porcentagens das subamostras. O teor de agua da semente foi

calculado através da seguinte férmula:

% U = PU — PS x 100
PU-T

Onde: PU= peso umido da semente + peso do recipiente; PS = peso seco da

semente + peso do recipiente; T = tara (recipiente).

3.2.2 Teste de Germinagéo

O teste de germinacdo foi conduzido com 200 sementes, distribuidas em
quatro repeticbes de 50 sementes. As sementes foram semeadas em caixas
plasticas tipo gerbox, sobre trés folhas de papel filtro umedecidas com agua
destilada e esterilizada, equivalente a 2,5 vezes 0 peso do papel seco. As caixas
foram mantidas em germinador (20-30°C), com fotoperiodo de 8 horas, quando
submetidas a temperatura de 30 °C. As contagens foram realizadas aos sete e 14
dias apés a semeadura, segundo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 1992). Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais, avaliando-se também a porcentagem de

plantulas anormais e de sementes mortas.
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3.2.3 Analise sanitaria

O teste de sanidade foi realizado através do método do papel filtro ou “Blotter
Test”. Utilizou-se uma amostra de 200 sementes de salsa, dividida em quatro
repeticbes de 50, colocadas em caixas plasticas do tipo "gerbox", previamente
desinfestadas com alcool e hipoclorito (1%) por um minuto, sob duas folhas de papel
filtro umedecidas com agua destilada e esterilizada. As sementes foram incubadas a
25'C, com 12 horas de regime de luz, durante 24 horas. Em seguida, para a inibic&o
da germinacdo, foram submetidas ao método do congelamento por 24 horas. Apés
esse procedimento, foram ent&o incubadas a 25°C por sete dias, com 12 horas de
regime de luz conforme metodologia proposta por Brasil (1992). As andlises foram
realizadas com o auxilio de lupa e microscépio Optico para observacdo das
estruturas morfoldgicas dos fungos, os quais foram identificados ao nivel de género,
com o auxilio da bibliografia especializada de Barnett e Hunter (1998),
determinando-se a porcentagem de sementes infestadas por fungos.

Apbs a realizacdo dos testes iniciais, foram desempenhados os seguintes

procedimentos para instalagcdo dos experimentos:

3.2.4 Testes em laboratério

Os testes a seguir descritos foram realizados em condigdes controladas de

laboratorio.

3.2.4.1 Obtencéao do in6culo

O fungo Alternaria alternata, utilizado nesse trabalho, foi obtido a partir de
sementes de salsa submetidas ao teste inicial de sanidade (Blotter Test). Ja
Alternaria dauci foi proveniente de folhas de cenoura com sintomas de doenca. Os
mesmo foram isolados a partir das respectivas fontes de indculo, e colocados em
placas de Petri contendo meio de cultura BDA (extrato de 200g de batata, 20g de

dextrose e 20g de agar em 1000 mL de éagua destilada). Apdés sete dias de
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incubacdo a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas, os patdégenos foram repicados, e
assim procedeu-se até a obtencdo de colbnias puras. Essas colbnias purificadas
foram mantidas a 25° C no escuro, para facilitar a esporulacdo. A partir disso,

avaliaram-se as metodologias para inoculagdo das sementes.

3.2.4.2 Inoculagéo das sementes

A inoculagéo das sementes foi realizada de duas formas. Na primeira, utilizou-
se uma suspenséao de conidios a partir dos isolados de Alternaria. Na segunda, as
sementes foram inoculadas através da restricao hidrica, utilizando-se como restritor

manitol (C6H1406). Os tratamentos foram organizados conforme a Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Tratamentos de inoculacdo das sementes de salsa com suspenséo de conidios e restricdo
hidrica, utilizando como soluto: manitol. Santa Maria, RS. 2008.

Métodos de Inoculacao

Tratamentos - - -
Suspensédo de conidios Restri¢do Hidrica
T2 Tratamento testemunha (agua estéril) Tratamento testemunha (meio + manitol)
T3 Suspensao de A. alternata Meio+ manitol + A. alternata
T4 Suspensédo de A. dauci Meio+ manitol + A. dauci
T5 Suspensao de A. alternata + A. dauci Meio + manitol + A. alternata + A. dauci

A suspensdo de conidios, para a inoculacdo das sementes, foi obtida
adicionando-se agua destilada em placas de Petri contendo o micélio puro de cada
patégeno e, com o auxilio de um pincel esterilizado, homogeneizou-se a massa de
esporos. A suspensao, depois de filtrada em um funil com gaze, foi coletada em um
recipiente de vidro. Em seguida, a concentracdo da suspensao conidial foi obtida
através de leituras em camara de Neubauer e ajustadas para 10° conidios/mL para
cada tratamento. As sementes, previamente desinfestadas com alcool e hipoclorito
(1%) por um minuto, permaneceram em contato com as suspensdes de cada
tratamento por 30 minutos. Apds secagem em condicdes ambiente, as sementes
foram submetidas aos testes para avaliagdo da qualidade fisiologica.

Para a inoculacédo das sementes pelo método da restricdo hidrica, utilizou-se
BDA acrescido do soluto manitol. Para isso, foram preparadas placas de Petri de
vidro de 15 cm de diametro, contendo 50 mL de meio BDA com potencial de agua de
-0,8 MPa (Megapascal), obtido pela suplementacdo com 33,10 g/L de manitol,
segundo COUTINHO et al. (2001).



104

Discos de col6nia pura de cada um dos fitopatégenos foram repicados para o
meio com manitol, e mantidos em camara com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25°C por cinco dias. Apdés esse periodo, as sementes de salsa,
previamente desinfestadas com alcool e hipoclorito (1%) por um minuto, foram
distribuidas sobre o micélio do fungo, correspondente a cada tratamento, em
camada Unica, sendo levemente prensadas, onde permaneceram até 0 momento em
gue pelo menos uma das sementes apresentasse inicio de protrusao radicular, o
gue ocorreu 48 horas ap0s a exposicdo ao meio. As sementes foram, entao,
removidas do meio e colocadas a secar sobre papel filtro, em condicbes ambiente,
por mais 48 horas. Somente apds esse processo, as sementes foram submetidas
aos testes para avaliacdo da qualidade fisiologica. Como tratamentos tratamento
testemunhas foram utilizados aqueles em que as sementes nao sofreram influéncia
da inoculacdo com os patogenos. Além disso, foi considerado como tratamento
testemunha absoluta (T1), o tratamento em que as sementes ndo foram submetidas

a qualquer procedimento.

3.2.4.3 Teste de germinacgao

O teste de germinacéo foi realizado conforme descrito no item 3.2.2, conforme

metodologia proposta pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1992).

3.2.4.4 Teste de primeira contagem de germinacao

O teste de primeira contagem foi realizado conjuntamente com o teste de
germinacdo, constituindo o registro da porcentagem de plantulas normais verificadas
na primeira contagem do teste de germinacao, realizada conforme as Regras para

Andlise de Sementes (1992), aos sete dias.

3.2.4.5 Comprimento de pléantula

Avaliou-se o comprimento médio das plantulas normais obtidas a partir da

semeadura de quatro repeticbes de 10 sementes. Os rolos de papel contendo as
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sementes permaneceram em germinador (20-30°C), com fotoperiodo de 8 horas
guando submetida a temperatura de 30 °C, por sete dias. ApOs esse periodo,
avaliou-se o comprimento total das plantulas, com o auxilio de uma régua graduada
em milimetros. O comprimento médio foi obtido somando-se as medidas de cada
repeticdo e dividindo-se pelo numero de plantulas normais mensuradas, com
resultados expressos em centimetros/plantula, conforme descrito por Nakagawa

(1999).

3.2.4.6 Teste de frio

O teste de frio foi realizado com quatro repeticbes de 50 sementes, semeadas
em rolo de papel filtro, umedecido com agua destilada e esterilizada na proporgao de
2,5 vezes o0 peso do papel seco. Em seguida, os rolos foram acondicionados em
sacos pléasticos, permanecendo por sete dias em camara a temperatura constante
de 10° C. ApoGs esse periodo, os mesmos foram transferidos para o germinador (20-
30°C) onde permaneceram por mais sete dias, e os resultados foram expressos em

porcentagem de plantulas normais.

3.2.5 Testes em casa de vegetacéao

Nessa etapa, o0s testes foram realizados em ambiente parcialmente

controlado, em casa de vegetacao.

3.2.5.1 Emergéncia de plantulas

O teste de emergéncia foi realizado utilizando-se bandejas plasticas contendo
substrato comercial Plantmax®. Em cada bandeja foram distribuidas 25 sementes
em quatro repeticdes, totalizando 100 para cada tratamento em cada método de
inoculacdo. Foram feitas irrigacfes sempre que necessario e a avaliacdo ocorreu
aos 32 dias ap0s a semeadura, quando a emissao de plantas tornou-se constante,

computando-se a porcentagem de plantas normais emergidas.
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3.2.5.2 indice de velocidade de emergéncia (IVE):

Este teste foi realizado em conjunto com o de emergéncia de plantulas em
casa de vegetacdo, onde foram realizadas contagens diarias de plantas emergidas
nas bandejas até obter-se niamero constante. Para cada repeticao, foi calculado o
indice de velocidade de emergéncia, somando-se o nimero de plantas emergidas a
cada dia, dividido pelo respectivo numero de dias transcorridos a partir da

semeadura, conforme Maguire (1962), pela formula:

IVE=Ei+Ez+..+En
Nt N2 Np

Onde: IVE = indice de velocidade de emergéncia; Ei, E,, E, = niumero de plantas
emergidas, computadas na primeira, na segunda e na ultima contagem; Ni, N2, N, =

namero de dias de semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.

3.2.5.3 Comprimento de planta

A avaliagdo do comprimento de planta foi também realizada em conjunto com
o teste de emergéncia, determinando-se o comprimento da raiz, do hipocétilo e o
comprimento total de dez plantas, por repeticdo, aos 32 dias ap6s a semeadura. Os
resultados foram determinados em centimetros, com o auxilio de uma régua
milimetrada. Calculou-se o comprimento médio por planta (cm/planta), dividindo o

somatorio dos valores obtidos pelo nimero de plantas mensuradas.

3.2.5.4 Numero de folhas

Avaliou-se também, o numero de folhas dessas mesmas dez plantas
utilizadas no teste anterior, calculando-se uma média aritmética do nimero de folhas

por planta, dividido pelo nimero de plantas avaliadas.
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3.2.5.5 Peso fresco e peso seco de plantas

O peso fresco foi obtido pela pesagem em balanca, com precisdo de 0.001g,
de plantas normais obtidas ao final do teste de emergéncia. Calculou-se o peso
médio somando-se o peso de dez plantas de cada repeticdo e dividindo-se pelo
namero de plantas normais pesadas, com resultados expressos em g/plantas. Apos,
para determinacdo do Peso seco, as plantas foram colocadas em sacos de papel e
acondicionadas em estufa com circulacdo de ar, regulada a 80 °C, onde
permaneceram por um periodo de 24 horas. A pesagem do material seco foi
realizada em balanca com precisédo de 0,001g, e o peso para cada repeticao foi
dividido pelo numero total de plantas, obtendo-se assim, o peso médio da matéria

seca, expresso em grama por planta.

3.2.6 Andlise estatistica

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente casualizado, 0s
dados de cada método de inoculagdo foram submetidos, separadamente, a analise
de variancia e ao teste F, a comparacdo das médias foi realizada através do teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para comparacdo dos métodos os dados foram
analisados utilizando-se um esquema fatorial 2x3, ou seja, dois métodos de
inoculagdo (suspensdo de conidios e restricdo hidrica) e trés tratamentos (A.
alternata, A. dauci e A. alternata + A. dauci), também submetidos a analise de
variancia e teste F, com comparacdo das médias através do teste de Tukey com 5%
de probabilidade de erro, empregando-se o Software Sistema de Andlises
Estatisticas — SANEST (ZONTA et al., 1986). Os dados expressos em porcentagens

foram transformados em arcsen (x/100)*2.

3.3 Resultados e Discussao

Inicialmente as sementes de salsa foram avaliadas quanto ao teor de agua,
germinacao e sanidade. O teor de agua das sementes foi de 7,68% e a porcentagem

de germinacdo foi de 82%. Na andlise sanitaria verificou-se a presenca dos
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seguintes fungos: Alternaria alternata (9%) e Cladosporium spp (8%). Esses dados
nao foram analisados estatisticamente, pois serviram apenas como base para o
conhecimento inicial da qualidade do lote adquirido. E possivel constatar, que a
gualidade inicial do lote de sementes de salsa, de acordo com o teor de agua e
umidade, ndo foge ao padrdo, ou seja, ao recomendado para hortalicas em geral.
Além disso, é evidente a baixa incidéncia de patégenos associados as sementes,

verificando-se assim, a alta qualidade sanitaria do lote adquirido.

3.3.1 Resultados obtidos com sementes de salsa inoculadas com suspensédo de

conidios

Os resultados referentes a avaliagcdo da qualidade fisiol6gica das sementes
de salsa, inoculadas com A. alternata e A. dauci, em laboratorio encontram-se na
Tabela 3.2. Nesse caso, o0 método de inoculacao utilizado foi suspenséo de conidios,
o qual permitiu verificar que as espécies de Alternaria causam um decréscimo na
gualidade das sementes de salsa.

Essa influéncia negativa dos patdgenos pode ser observada no teste de
primeira contagem, apesar de nem todos diferirem dos tratamentos testemunhas,
verificou-se que os fungos contribuiram para que um ndamero menor de plantulas
normais fosse observado na primeira contagem de germinacdo, destacando-se o
tratamento com as sementes de salsa inoculadas com A. dauci como o0 mais nocivo.
A primeira contagem de germinacdo € um teste bastante utilizado em termos de
avaliacao do vigor de sementes, pois, conforme a deterioracdo da semente avanca,
a velocidade de germinacao diminui. Desse modo, lotes com maior porcentagem de
plantulas normais na primeira contagem de germinacdo s&o considerados mais
vigorosos (NAKAGAWA, 1999).

A continuidade desse resultado pode ser observada quando avaliada a
porcentagem germinativa, nesse teste, fica clara a influéncia dos fungos na
germinacao, pois os tratamentos que continham os patégenos diferenciaram-se do
tratamento testemunha por obterem os menores valores. Resultados semelhantes
foram observados por Henrique et al. (2008), em seus trabalhos com inoculacdo de

A. alternata em sementes de meldo, onde verificaram que a presenca do fungo
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acarretou em decréscimo significativo no potencial germinativo das sementes de

Cucumis melo L.

Tabela 3.2 Médias das variaveis Primeira Contagem de Germinagao (PC), Germinacao (G), Plantulas
Anormais (PA), Sementes Mortas (SM), Comprimento de Plantula (CP) e Teste de Frio
(TF) avaliadas na inoculacdo de sementes de salsa, cultivar Lisa Comum, com suspensao
de conidios de Alternaria alternata e A. dauci em condi¢Bes controladas de laboratério.
Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos PC (%) G (%) PA(%) SM (%) CP (cm) TF(%)
T1 72 a* 82a Ob 12 bc 5,61 a 35a

T2 66 a 83 a Ob 7c 2,76 b 30 ab

T3 56 ab 65 bc 8 a 23 ab 2,73b 13 bc
T4 46 b 54c¢c 13 a 30 a 1,68b 3¢

T5 52 ab 62c 12 a 23 ab 1,25b 21 ab

CV (%) 13,11 9,42 36,16 16,83 29,58 23,55

* Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da suspensao (agua
destilada e esterilizada); T3: suspensédo de A. alternata; T4: suspensao de A. dauci; T5: suspenséo
de A. alternata + A. dauci.

Na avaliacdo da porcentagem de plantulas anormais e de sementes mortas,
confirmou-se o efeito nocivo dos patégenos, onde ambos promoveram um aumento
no numero de plantas defeituosas e morte das sementes. Os mesmos resultados
foram obtidos por Henrique et al. (2008) quando inocularam Alternaria alternata em
sementes de meldo, o indice de plantas anormais foi bastante elevado.

Em relacdo ao comprimento das plantulas, observou-se novamente que A.
alternata e A. dauci influenciaram de forma negativa no desenvolvimento das
mesmas. Nos trabalhos realizados por Togni et al. (2005) com sementes de coentro,
foram encontrados resultados semelhantes, pois a presenca desses dois fungos,
além de prejudicar a germinacdo, também interferiu no desenvolvimento das
plantulas.

No teste de frio, o tratamento contendo sementes inoculadas apenas com A.
dauci se destacou, pois reduziu drasticamente a porcentagem de plantulas normais,
comprovando que esse patdgeno interfere no potencial fisiolégico de sementes de
salsa. Um dos principais efeitos da baixa temperatura, em que as sementes sao
submetidas no teste de frio, é dificultar a reorganizacdo das membranas celulares
durante a embebicdo, tornando mais lentos tanto esse processo como 0 de
germinacdo (BURRIS; NAVRATIL, 1979), sob tais condi¢cbes, as sementes mais

vigorosas tém maiores possibilidades de sobrevivéncia (FANAN, 2006).
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Na Tabela 3.3, observa-se que as sementes de salsa apresentaram
comportamento indiferente na presenca de patdgenos associados, nas condi¢cfes de
casa de vegetacdo. Ocorreu diferenca entre os tratamentos apenas na variavel em
gue se avaliou o comprimento da parte aérea das plantas, mesmo assim, essa

diferenca foi somente dos tratamentos de inoculagcdo em relagdo ao tratamento

testemunha absoluta.

Tabela 3.3 Médias das variaveis Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia (IVG), Peso

Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de Hipocotilo (CH),
Comprimento Total de Planta (CT) e Numero de Folhas (NF) avaliadas na inoculagdo de sementes de
salsa, cultivar Lisa Comum, com suspensao de conidios de Alternaria alternata e A. dauci em casa de
vegetacdo. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos EP (%) IVE PF (9) PS (g9) CR (cm) CH (cm) CT (cm) NF
Tl 86 a* 1,31a 0,11 a 0,012 a 6,93 a 7,26 a 1419 a 2a
T2 86 a 1,20 a 0,12 a 0,013 a 7,13 a 5,18 b 1231 a 2a
T3 72 a 0,94 a 0,09 a 0,009 a 6,52 a 491b 1143 a 2a
T4 62 a 0,93 a 0,11a 0,011 a 6,75 a 5,16 b 1191 a 2a
T5 74 a 0,82 a 0,09 a 0,008 a 6,75 a 5,05 b 11,80 a 2a
CV (%) 14,82 22,46 28,4 35,15 16,84 14,83 13,55 20,88

* Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; T1:
tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da suspensédo (agua destilada e esterilizada); T3:
suspensao de A. alternata; T4: suspensao de A. dauci; T5: suspenséo de A. alternata + A. dauci.

Portanto, os resultados obtidos em laboratério ndo foram reproduzidos em
condi¢cbes ndo controladas de casa de vegetacao, talvez pelo simples fato de que a
condicdo ambiente n&o tenha sido favoravel para o desenvolvimento das espécies
Alternaria a ponto de provocarem danos na qualidade das sementes, ou ainda,
essas mesmas condigcdes, de temperatura e umidade, podem néo terem sido
favoraveis as préprias sementes.

O teste de germinacdo, realizado em condicbes Otimas de laboratério,
consiste em determinar o potencial germinativo de um dado lote de forma a avaliar a
gualidade fisiolégica das sementes para fins de semeadura e producdo de mudas
(BRASIL, 1992; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000), ou seja, quantificar o valor das
sementes vivas, capazes de produzir plantulas normais sob condi¢cdes favoraveis de
campo. Segundo Stefanello et al. (2006), no campo, as sementes podem estar
Sujeitas a situacdes adversas como temperatura inadequada, excesso ou déficit
hidrico, ataque de outros microrganismos, de modo que a porcentagem de

emergéncia das plantulas em campo pode ser diferente da obtida no teste de
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germinacdo em laboratorio. Podendo o mesmo ocorrer em condicdes, nem téao
controladas, como em casa de vegetacdo, conforme o presente trabalho.

Divergéncias encontradas entre resultados obtidos em condicdes de
laboratorio e campo ou casa de vegetacdo implicam na necessidade de realizar o
maior numero possivel de testes, pois cada teste fornece informacdes
complementares para a decisao a respeito da classificacdo quanto a qualidade das
sementes (PEDROSO et al. 2008).

Portanto, pelo método de inoculagdo com suspensédo de conidios, sementes de
salsa tém sua qualidade prejudicada pela associagcdo com A. alternata e A. dauci em
condicbes de laboratério, ndo se observando os mesmos resultados em casa de
vegetacdo, 0 que permite inferir que esses patdgenos ndo se constituem uma ameaca

a cultura da salsa em campo.

3.3.2 Resultados obtidos com a inoculacdo das sementes de salsa através da

metodologia da restricdo hidrica

Pelo exposto na Tabela 3.4, verifica-se que a metodologia da restricdo hidrica
implicou em resultados semelhantes aos observados no método da suspenséao de
conidios em laboratorio, com as variaveis apresentando diferencas significativas
entre os tratamentos.

Pela metodologia do substrato agarizado, complementado com soluto manitol,
observa-se que ocorreu uma maior estratificacdo entre o0s tratamentos,
principalmente nos testes de germinac&do e primeira contagem de germinagcdo, nos
guais se verificou que o patdbgeno que mais influenciou, negativamente, na qualidade
de sementes de salsa foi A. dauci. A mesma tendéncia de resultados foi observada
no teste de frio, onde apenas o tratamento que continha esse fitopatégeno
diferenciou-se dos demais pelo seu valor inferior de porcentagem de plantulas
normais. Confirmando assim, a influéncia desse agente fitopatogénico no vigor das
sementes de salsa.

Somando-se a isso, sementes inoculadas com A. dauci também resultaram
em maior porcentagem de plantulas anormais e de sementes mortas, conforme
verificado na Tabela 3.4. Em relacdo ao teste de comprimento de plantulas verifica-

se que 0 mesmo nao apresentou diferengas claras entre os tratamentos, no entanto,
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a Tratamento testemunha da inoculagcdo diferenciou-se dos demais, até mesmo do
tratamento testemunha absoluta. Dificuldades na estratificacdo de lotes de
sementes, em virtude do potencial fisiolégico, foram identificadas em outras
espécies de hortalicas, como: feijado (BIAS et al., 1999) e alface (FRAZIN, 2003),
através da determinacdo do comprimento de plantula, analisado manualmente,
alegando que para a avaliacdo do teste, sdo consideradas apenas as plantulas
normais, as quais poderiam mascarar os resultados do teste, diminuindo as
diferengas existentes entre os lotes. No entanto, ha indicagdo de que o comprimento
de plantulas pode ser um teste eficiente na avaliagcdo da qualidade fisiolégica das
sementes, por meio de métodos de andlise computadorizada de imagens (MARCOS
FILHO, 2001).

Tabelas 3.4 Médias das variaveis Primeira Contagem de Germinacdo (PC), Germinacdo (G),
Plantulas Anormais (PA), Sementes Mortas (SM), Comprimento de Plantula (CP) e
Teste de Frio (TF) avaliadas na inoculacdo de sementes de salsa, cultivar Lisa Comum,
com Alternaria alternata e A. dauci, através de restricdo hidrica, em condi¢cGes
controladas de laboratério. Santa Maria, RS, 2008.

Tratamentos PC (%) G (%) PA (%) SM (%) CP (cm) TF (%)
T1 70 a* 82 a Ob 12c 5,61b 69 a
T2 68 ab 75 ab 2b 23b 9,29 a 71 a
T3 64 ab 72 ab 1lb 23b 5,54 b 70 a
T4 34c 43 c 16 a 40 a 5,38b 35b
T5 49 bc 70 b 4 ab 26 b 7,02 ab 65 a
CV (%) 11,28 6,76 61,57 12,63 16,21 13,73

* Médias seguidas da mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T1: tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da restricdo hidrica
(BDA + manitol); T3: BDA + manitol + A. alternata; T4: BDA + manitol + A. dauci; T5: BDA + manitol
+ A. alternata + A. dauci.

Os dados coletados em casa de vegetacdo, com sementes de salsa
inoculadas com as espécies de Alternaria sob restricdo hidrica, encontram-se na
Tabela 3.5.

As variaveis analisadas apresentaram comportamentos diferenciados em
relacdo aos tratamentos. Para o numero de folhas e peso seco de plantas, ndo se
observaram diferencas significativas. No entanto, para a porcentagem de
emergéncia, velocidade de emergéncia, comprimento de raiz e comprimento total de
planta, os tratamentos de inoculagdo apenas diferenciaram do tratamento
testemunha absoluta e ndo entre si. Quase o mesmo resultado foi observado na
avaliacdo do comprimento do hipocétilo, no entanto, apenas quando se avaliou o

peso fresco das plantas, pode-se observar influencia de A. dauci e A. alternata.
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Tabela 3.5 Médias das variaveis Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia (IVG), Peso
Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de Hipocotilo (CH),
Comprimento Total de Planta (CT) e Numero de Folhas (NF) avaliadas na inoculagéo de sementes de
salsa, cultivar Lisa Comum, com Alternaria alternata e A. dauci, através de restricdo hidrica, em casa
de vegetacdo. Santa Maria, RS. 2008.

Tratamentos EP (%) IVE PF (9) PS (9) CR (cm) CH (cm) CT (cm) NF
T1 86 a* 1,31a 0,11a 0,012 a 6,93 a 7,26 a 14,19 a 2a
T2 14 b 0,38 b 0,11 a 0,018 a 4,16 b 5,81 ab 9,97 b 2a
T3 12b 0,26 b 0,04 b 0,001a 4,30 b 5,30 ab 9,60 b 2a
T4 19b 0,28 b 0,08 ab 0,056 a 3,76 b 5,56 ab 9,25b 2a
T5 15b 0,25 b 0,07 ab 0,006 a 3,99b 517b 9,17 b 2a
CV (%) 23,45 40,65 31,01 48,34 17,37 15,51 11,35 11,35

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; T1.:
tratamento testemunha absoluta; T2: tratamento testemunha da restricdo hidrica (BDA + manitol); T3: BDA +
manitol + A. alternata; T4: BDA + manitol + A. dauci; T5: BDA + manitol + A. alternata + A. dauci.

De forma geral, os testes realizados em laboratorio foram mais sensiveis para
detectar que a presenca de A. dauci associadas a sementes de salsa causa
prejuizos. No entanto, mesmo sem uma estratificacdo totalmente definida, os testes
realizados em casa de vegetacdo também n&o demonstraram que a presenca de
patdgenos nas sementes resulta em prejuizo na qualidade fisiologica. Pereira et al.
(2005), a formacdo das sementes pode ser prejudicada quando as mesmas
encontram-se associadas com Alternaria dauci, o que pode influenciar diretamente
na sua qualidade fisiologica. A influéncia de patdgenos na qualidade de sementes,
inoculadas através da técnica de restricdo hidrica, foi verificado em experimentos
com Colletotrichum truncatum, Phomopsis sojae e Sclerotinia sclerotiorum em
sementes de soja (MACHADO et al, 2001a), com Colletotrichum gossyppi var.
cephalosporioides, Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, e Botryodiplodia
theobromae em sementes de algoddao (MACHADO, 2002) e, ainda, com os fungos
Diplodia maydis, Fusarium moniliforme e Cephalosporium acremonium, o uso da
restricdo hidrica propiciou um maior namero de plantulas doentes oriundas de
sementes inoculadas (MACHADO et al. 2001b).

Além disso, apensar da metodologia da restricdo hidrica ser eficiente na
promogcdo de sementes infectadas, verificou-se pelo teste de emergéncia de
plantulas, que o manitol parece ser prejudicial, pois nesse caso, apenas ao
tratamento testemunha absoluta se destacou, sendo que os demais valores de
porcentagem de emergéncia observados foram bem inferiores. O manitol tem sido
comumente utilizado como agente osmaotico para simular condi¢cfes de déficit hidrico

porque é um composto quimicamente inerte e ndo toxico (AVILA et al., 2007), que
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nao deve causar alteragdes estruturais nas sementes, ndo pode penetrar atraves do
sistema de membranas e nem ser metabolizado pela planta. No entanto, Durigon et
al. (2008), constataram em seus trabalhos com diferentes potenciais osmoticos, que

o0 uso do restritor manitol afeta a qualidade fisiol6gica de sementes de pepino.

3.3.3 Resultados obtidos na avaliacdo do comportamento fungico nos diferentes

métodos de inoculagao

Os resultados referentes ao o comportamento de A. alternata e A. dauci nos
diferentes métodos de inoculacdo encontram-se nas Tabelas 3.6 e 3.7.

Diante do observado na Tabela 3.6, verifica-se que houve uma diferenciacao
na expressao dos fungos para dois métodos estudados com sementes de salsa. A
tendéncia de comportamento foi a mesma para quase todas as variaveis, nas quais
se observa que ocorreram diferencas entre os tratamentos, quando a inoculacdo das
sementes de salsa foi realizada através da restricdo hidrica, quando se utilizou
suspenséao de inoculo, os tratamentos fungico néo diferiram entre si. No entanto, o
inverso pode ser observado somente no teste de frio, onde diferencas foram
identificadas para ambos os métodos.

Essas variacdes observadas indicam que a metodologia, utilizando manitol
como restritor hidrico, foi capaz de detectar que a presenca de A. dauci associada
com sementes de salsa acarretou em maior prejuizo na qualidade das mesmas, o
gue nao pode ser verificado quando as sementes foram emersas na suspensao de
esporos.

Isso pode ter ocorrido devido a restricdo hidrica, baseada na inibicdo da
germinacdo das sementes, permitir que o patdégeno figue mais tempo em contato
com as sementes promovendo assim uma infeccdo mais eficiente. Além disso, a
localizacdo do patégeno na semente também deve ser levada em consideracéo,
pois A. dauci é considerado um patégeno infectante, ou seja, uma vez em contato
com a semente, esse fungo localiza-se geralmente no embrido e/ou no endosperma
das mesmas, conforme observado em sementes de cenoura por Muniz; Porto
(1999). Nesse contexto, a utilizacdo do manitol como um restritor hidrico, revela-se
ser altamente eficaz para a obtencdo de sementes infectadas por A. dauci na cultura

da salsa, permitindo assim, a avaliacdo da acdo do patdgeno na qualidade das
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sementes. Resultados relacionados com a eficiéncia da restricdo hidrica também
foram obtidos por Machado et al. (2004), trabalhando com o0 uso dessa metodologia
para inoculacdo de patégenos em sementes de algodao, os autores concluiram que
0 pré-condicionamento das sementes utilizando manitol como restritor hidrico, revela
ser um procedimento eficaz para obtencdo de sementes infectadas por importantes
fungos para cultura como: Botryodiplodia theobromae, Colletotrichum gossypii, e

Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum.

Tabela 3.6 Médias de Primeira Contagem de Germinacdo, Germinacdo, Plantulas Anormais,
Comprimento de Plantula e Teste de Frio, obtidas na analise fatorial dos métodos de
inoculacdo de Alternaria spp. em sementes de salsa, cultivar Lisa Comum. Santa Maria,

RS. 2008.
Prlrggrrri iﬁgg;%g(eo/on; de Germinagao (%)
Fungos Métodos Métodos
S RH S RH
Alternaria alternata 55 aA* 64 aA 64 aA 72 aA
A. dauci 50 aA 34 cB 54 aA 43 bB
A. alternata + A. dauci 52 aA 49 bA 61 aA 70 aA
CV (%) 9,7 7,67
Plantulas Anormais (%) Comprimento de plantula (cm)
Fungos Métodos Métodos
S RH S RH
Alternaria alternata 19 aA 12 bB 2,73 aB 5,54 abA
A. dauci 23 aA 26 aA 1,68 aB 5,38 bA
A. alternata + A. dauci 22 aA 14 bB 1,25 aB 7,02 aA
CV (%) 12,69 21,73
Teste de Frio (%)
Fungos Métodos
S RH
Alternaria alternata 13 abB 70 aA
A. dauci 3 bB 35 bA
A. alternata + A. dauci 21 aB 65 aA
CV (%) 15,69

* Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna e maiuscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade; S: suspensao de conidios; RH: restricdo hidrica.

Na Tabela 3.7 encontram-se aquelas variaveis cujos tratamentos fungicos néo

apresentaram diferencas entre as metodologias estudadas, ou seja, ndo ocorreu
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interaca@o significativa entre os patdogenos e os métodos de inoculagdo na analise

fatorial.

Tabela 3.7 Médias de Sementes Mortas (SM), Emergéncia de plantulas (EP), indice de Velocidade de Emergéncia (IVE),
Peso Fresco (PF), Peso Seco (PS), Comprimento de Raiz (CR), Comprimento de Hipocétilo (CH),
Comprimento Total (CT) e Nimero de Folhas (NF), obtidas na andlise fatorial dos métodos de inoculacéo de
Alternaria spp.em sementes de salsa, cultivar Lisa Comum. Santa Maria, RS. 2008.

Semente Morta (%) Emergéncia de Plantulas (%)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restricdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 23 22 23b 76 12 42 a
A. dauci 30 40 35a 66 18 41 a
A. alternata + A. dauci 23 26 25Db 68 15 40 a
Média 25 A 29 A 70 A 15B
CV (%) 9,27 24,31

indice de Velocidade de Emergéncia (%) Peso Fresco (g)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restrigdo Hidrica Média Suspensdo Restrigdo Hidrica Média
Alternaria alternata 0,73 0,26 0,49a 0,09 0,04 0,06 a
A. dauci 0,93 0,28 0,60a 0,11 0,08 0,09 a
A. altemata + A. dauci 0,82 0,28 0,53a 0,08 0,07 0,07 a
Média 0,82 A 0,26 B 0,09 A 0,06 B
CV (%) 49,43 38,57

Peso Fresco (g) Comprimento da Raiz (cm)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restricdo Hidrica Média Suspensdo Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 0,009 0,001 0,005a 6,52 4,3 541 a
A. dauci 0,011 0,014 0,012a 6,75 3,76 525a
A. alternata + A. dauci 0,008 0,006 0,007 a 6,75 3,99 537 a
Média 0,009 A 0,007 A 6,67 A 4,02 B
CV (%) 44,05 16,26

Comprimento de Hipocotilo (cm) Comprimento Total (cm)

Métodos Métodos
Fungos Suspensdo  Restrigdo Hidrica Média Suspensdo Restrigdo Hidrica Média
Alternaria alternata 491 53 5,10a 1143 9,6 10,51 a
A. dauci 5,16 5,56 5,36a 11,91 9,25 10,58 a
A. alternata + A. dauci 5,05 5,17 511a 11,8 9,17 10,48 a
Média 5,04 A 5,34 A 11,72 A 9,34 B

CV (%) 18,41 15,47
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Ndmero de Folhas

Métodos
Fungos Suspensao  Restricdo Hidrica Média
Alternaria alternata 2 2 2
A. dauci 2 2 2
A. alternata + A. dauci 2 2 2
Média 2A 2A
CV (%) 19,96

* Médias seguidas da mesma letra na coluna néao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nesse caso (Tabela 3.7), além de ndo apresentarem diferencas entre a

metodologia aplicada, os patégenos também ndo apresentaram diferencas entre si

para as variaveis estudadas. Apenas na porcentagem de sementes mortas é que se

pode observar que o tratamento que continha A. dauci foi o que mais contribuiu para

0 aumento na porcentagem de morte de sementes.

3.4 Conclusdes

— Sementes de salsa tém sua qualidade prejudicada pela associagcdo com A.

alternata e A. dauci em condi¢fes de laboratério, ndo se observando os mesmos

resultados em casa de vegetacéo.

— A utilizagdo do manitol, como um restritor hidrico, é eficaz para a obtencao de

sementes infectadas por A. dauci na cultura da salsa.
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de sementes de alta qualidade € um dos fatores mais importantes
para assegurar germinagdo rapida, uniforme e, consequentemente, o0
estabelecimento de um estande constituido por plantulas vigorosas. Tendo em vista
gue as espécies dos fungos estudados, Alternaria alternata e A. dauci, prejudicam a
gualidade de sementes de cenoura, coentro e salsa, deve-se ter uma atencéao
especial com esses patdégenos. Pois, os fungos do género Alternaria podem
sobreviver, principalmente associados a sementes, entre cultivos, em restos de
cultura infectados, hospedeiros intermediario e, ainda, em equipamentos agricolas,
estacas e caixas usadas. Os conidios de Alternaria spp. sdo altamente resistentes a
baixos niveis de umidade, podendo permanecer viaveis por até um ano nestas
condi¢des. Portanto, o controle de qualidade de sementes surge como um fator de
extrema relevancia, condicionante para o sucesso da atividade agricola no cultivo de
cenoura, salsa e coentro, e também na producdo de sementes dessas hortalicas,
bem como no armazenamento das mesmas. A inoculacdo através da suspenséo de
conidios foi eficiente para a associacdo dos patdgenos com as sementes de

cenoura.



