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INFLUENCIA DE Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae
E Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis NOS TESTES DE VIGOR DE
SEMENTES DE SOJA

RESUMO - O emprego de procedimentos adequados para avaliar o
vigor de sementes é fundamental dentro do programa de controle de qualidade
de sementes. O objetivo dessa pesquisa foi verificar a influéncia dos fungos
Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis na qualidade fisiolégica de sementes de soja
determinada pelo indice de velocidade de emergéncia (IVE), germinacao (TG),
teste de frio (TF) e condutividade elétrica (CE). A pesquisa foi realizada em
condic6es de laboratdrio com a cultivar Embrapa 48 e em condi¢des de campo
com as cultivares Embrapa 48, Goidnia e Emgopa 313. Em condi¢des de
laboratério, as sementes foram inoculadas por sobreposicdo em meio de
cultura BDA sem e com restricao hidrica (-1 Mpa, pelo uso de Manitol) com
crescimento micelial dos fungos em estudo pelo periodo de 20 horas. Apés a
inoculagéo, as sementes foram secas naturalmente e realizaram-se os testes
de sanidade e de vigor. Para a condutividade elétrica determinou-se também a
concentracao de Potassio (K), Calcio (Ca) e Magnésio (Mg) na agua de
embebicdo das sementes. Em condi¢cdes de campo as plantas das cultivares
Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313 foram inoculadas com os fungos a partir
do florescimento por trés vezes durante seu desenvolvimento. A colheita foi
realizada separadamente para cada cultivar e cada tratamento. Foram
realizados o0s mesmos testes feitos com as sementes inoculadas
artificialmente. Pelos resultados encontrados no experimento de inoculagdo em
laboratério verifica-se que o método de inoculacdo das sementes para a
cultivar Embrapa 48 com os fungos em estudos foi eficiente, encontrando-se
infeccdo de 50% para Colletotrichum dematium var. truncata e Phomopsis
sojae, e, 25% para Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis. Todos os fungos
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afetaram a germinacgéo e o vigor das sementes, pelos indice de velocidade de
emergéncia, teste de frio e envelhecimento acelerado. O uso do Manitol para
restricdo hidrica ndo alterou os resultados dos testes de vigor e nem a
concentracdo de Ca e Mg na agua de embebicao das sementes utilizadas para
leitura da condutividade elétrica. Nos resultados dos testes realizados com as
sementes provenientes de plantas inoculadas no campo para cultivar Embrapa
48 observou-se o efeito dos fungos sobre o vigor das sementes somente no
teste de Indice de velocidade de emergéncia, onde a porcentagem de
sementes germinadas foi maior na testemunha. Para a cultivar Goiania nao
houve diferengca estatistica no indice de velocidade de emergéncia de
sementes na testemunha e nos tratamentos com inoculagdo. Na cultivar
Emgopa 313 ndo observou-se interferéncia dos tratamentos no vigor das
sementes pelo indice de velocidade de emergéncia, teste frio e condutividade
elétrica. Phomopsis sojae e C. dematium var. truncata influenciaram o vigor das
sementes afetando a germinacdo no resultado do teste de envelhecimento
acelerado. Com relacdo ao teste de condutividade elétrica verificou-se que as
sementes provenientes de plantas inoculadas com os fungos apresentaram

menor quantidade de lixiviado na agua de embebicao.

Palavras-chave: Glycine max; fungos; vigor.



INFLUENCE OF Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae
AND Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis IN THE VIGOR TEST FOR
SOYBEEN SEEDS

SUMMARY - The use of adequate procedures for evaluate the vigor of
seeds is fundamental into the quality control of seeds. The objective of this
research was to verify the influence of the fungi Colletotrichum dematium var.
truncata and Phomopsis sojae, and, for Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis in the physiological quality of soybean seeds determined for the
emergence speed index, germination, cold test and electrical conductivity test.
The research was carried in laboratory conditions with cultivar Embrapa 48 and
in field conditions with cultivars Embrapa 48, Goidnia and Emgopa 313. In
laboratory conditions, the seeds had been inoculated by contact culture medium
BDA without and with hydric restriction (-1 Mpa, using Manitol) with micelial
growth fungi for the period of 20 hours. After the inoculation, the seeds had
been droughts and the vigor and health tests were done. For the electrical
conductivity the Potassium (K), Calcium (Ca) and Magnesium (Mg)
concentration was also determined, in the water of imbibibtion of the seeds. In
field conditions the plants of cultivars Embrapa 48, Goiania and Emgopa 313
had been inoculated with the fungi from the bloom for three times during the
plant growth. The harvest was carried through separately each to cultivate and
each fungi inoculated. The same tests of the seeds inoculated artificially had
been carried through. For the results in the inoculation in laboratory it as verified
that the method of inoculation of the seeds with the fungi per contact was
efficient, wih infection of 50% for Colletotrichum dematium var. truncata and
Phomopsis sojae, and 25%, for Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis. All
the fungi had affected the germination and vigor of the seeds, for emergency

speed index, the cold test and accelerated aging. The use of Manitol for hydric
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restriction did not modify the results of the vigor tests and nor the concentration
of Ca and Mg in the water of imbibition of the seeds used for. The results of
tests with seeds from plant inoculation infield, in the test of vigor of cultivar
Embrapa 48 the effect of the fungi was only observed in the seeds in
emergency speed index, where the percentage of germinated seeds was bigger
in control treatment for Goiania cultivart did not have statistical differences
emergence speed index of seeds from control and the other treatment. With
relation to the electrical conductive test it was verified that the seeds from plants
inoculated with the fungi had presented lower leached in the imbibition water.

Keywords: Glycine max; fungi; vigor.



I. INTRODUCAO

A cultura da soja [Glycine max (L.) MERRIL] pode ser afetada no
campo por um grande numero de doengas fungicas e algumas bacterianas,
além de viroses e nematdides. As doencgas causadas por fungos séo
consideradas muito importantes, ndo somente devido ao maior numero,
mas pelos prejuizos causados, tanto no rendimento quanto na qualidade da
semente. Muitos desses microrganismos tém a semente como seu principal
veiculo de disseminacéo e de introducdo em novas areas de cultivo, onde
sob condicdes favoraveis de ambiente poderdo causar sérios danos a
cultura (HENNING, 1996).

Entre as principais doencas fungicas que ocorrem na cultura da soja
estdo a antracnose, causada por Colletotrichum dematium var. truncata e a
seca da haste ou Phomopsis da semente, causada por Phomopsis sojae.
Colletotrichum dematium var. truncata afeta a fase inicial de formagéao das
vagens e P. sojae € o fungo que causa o maior descarte de lotes de
sementes do cerrado (SCHNEIDER et al., 1974).

De grande importancia no Brasil, a cultura da soja ocupa a segunda
colocagéo na produgdo mundial. A utilizagdo de sementes de alta qualidade
€ indispensavel para a obtengcao de maior rendimento por area (BRACCINI
et al., 2003).

Nesse sentido as empresas produtoras de sementes tém buscado
um aprimoramento técnico de suas atividades visando o aumento de
produtividade, associado a um incremento na qualidade das sementes
(VIEIRA, 1994). A tecnologia de sementes tem procurado aprimorar 0s
testes de germinacdo e vigor com o objetivo de que os resultados
expressem a real qualidade fisiologica de um determinado lote de

sementes.



Entre os testes utilizados para a avaliagao do vigor de sementes esta
o teste de condutividade elétrica, utilizado inicialmente na década de 20
para estimar a viabilidade de sementes (BARBEDO& CICERO, 1998). Mais
tarde, a medida do teste da condutividade elétrica, realizada na solucéao de
embebicdo de sementes passou a ser estudada como um teste de vigor
para varias espécies, dentre as quais se encontra a soja (TAO, 1978;
MARCOS FILHO et al., 1990, 1994; LOEFFLER et al.,1988, HAMPTOM &
TEKRONY, 1995).

MENTEN (1997) condicionou a diminuicdo e retardamento da
emergéncia das plantulas de soja a baixas temperaturas do solo em
regides temperadas. CARVALHO (1994) acrescenta a esse fator, solo
excessivamente Umido e a presenca de microrganismo patogénicos,
afirmando que o teste de frio avalia o efeito combinado desses fatores.

Apesar do teste de condutividade elétrica ter sido considerado um
eficiente indicador da emergéncia de plantulas no campo, particularmente
para sementes de ervilha e soja, o0 mesmo continua passando por
refinamentos na metodologia para melhorar a eficiéncia na avaliacdo do
vigor. Dentre esses refinamentos, a presenca de patdégenos na semente,
especialmente fungos tem sido motivo de preocupacao.

O objetivo do presente trabalho foi verificar se os fungos
Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis, patogénicos a cultura da soja e
transportados via semente, influenciam os resultados dos testes de vigor e
condutividade elétrica.



Il. REVISAO DA LITERATURA

A cultura da soja no Brasil recebe grande atencdo da pesquisa,
principalmente visando a obtencdo de informacdes que possibilitem
aumentos na produtividade. Para conseguir maiores rendimentos por area,
€ indispensavel, dentre as técnicas adequadas de cultivo, a utilizacao de
sementes de alta qualidade, expressa pelos componentes genéticos,
fisicos e sanitarios (BRACCINI et al., 2003).

A semente é um insumo indispensavel na produgdo agricola,
desempenhando importante papel para o aumento quantitativo e qualitativo
de produtividade. A utilizacdo de lotes de alta qualidade é um fator
preponderante para o sucesso de qualquer cultura (GASPAR &
NAKAGAWA, 2002).

A principal finalidade da analise de sementes é a de estimar a
qualidade de um lote para semeadura. A analise de sementes é ainda
utilizada em trabalhos de pesquisa e na identificacdo de problemas de
qualidade e suas causas. Assim, para a obtencdo de sementes com um
nivel de qualidade proposto, é importante manter a producdo sob controle
e, dessa forma, a analise se constitui em instrumento imprescindivel
(NOVEMBRE, 2001).

A ocorréncia de condicdes climaticas desfavoraveis para a cultura da
soja, como chuvas e altas temperaturas durante as fases de maturagéo e
colheita, afetam, além da qualidade fisiologica, a sanidade das sementes,
pois podem propiciar aumento da infecgdo de sementes por fungos, como
Phomopsis spp. e Fusarium spp. e, em consequéncia, reduzir a
germinacado (HENNING, 1996).



Segundo MACHADO (1998), entre os agentes patogénicos para
plantas, os fungos sdo os mais ativos, tendo uma maior habilidade em
penetrar diretamente nos tecidos vegetais e ai facilmente se alojarem. O
indculo pode ser transportado via semente, na forma de micélio e/ou de
esporos, mas a taxa de transmissdao do patégeno, entre outros fatores,
depende fundamentalmente da quantidade e localizacdo do inéculo na
semente. A maior parte dos fungos patogénicos associados a soja tem nas
sementes veiculo de introducdo em novas areas de plantio onde, sob
condigbes ambientais favoraveis, poderdo causar sérios danos a cultura
(FRANCA NETO & HENNING, 1984).

Em muitos casos, a semente com baixa incidéncia de fungos
germina quando semeada em condicbes ambientais favoraveis. No
entanto, em ambiente adverso, a germinacdo € lenta e os fungos
infectantes tém oportunidade de colonizar a semente e a plantula em
desenvolvimento, ou mesmo podem causar a morte das mesmas apés a
semeadura (CASA et al.,, 1995). Isso ocorre devido a rapidez de
desenvolvimento e a alta agressividade de certos patégenos latentes na
semente, os quais retornam a atividade assim que encontram condicbes
favoraveis, causando a morte antes que essa evidencie os primeiros
indicios de germinagado (MENTEN, 1991).

Fungos que atacam as sementes pertencem basicamente a duas
categorias, 0os que atacam a cultura no campo e os de armazenamento.
Sao saprofitas ou parasitas que podem tanto infectar sementes durante seu
desenvolvimento, quanto atacar plantulas e plantas mais velhas. Fungos
que atacam a cultura no campo geralmente permanecem quiescentes
durante o armazenamento das sementes. Os fungos de armazenamento
afetam as sementes armazenadas pois sdo capazes de se desenvolver sob
condicbes relativamente secas onde os fungos que atacam a cultura no
campo nao conseguem crescer (CHRISTENSEN & KAUFMANN, 1965).



2.1. Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis na cultura da soja

As sementes sdo importantes veiculos de agentes fitopatogénicos,
que podem ser levados ao campo e provocar reducao na germinacao e
vigor, originando focos primarios da doenca. A maioria das doencgas de
importancia econémica que ocorre na cultura da soja é causada por
patbgenos que sao transportados pelas sementes, dentre os quais
merecem destaque: Colletotrichum dematium var. truncata (agente causal
da antracnose) e Phomopsis sp.(agente causal da seca da haste e da
vagem da soja e da deterioracdo de sementes) (DRINGRA & ACUNA,
1997; GOULART, 1997).

A antracnose € a principal doenca que afeta a fase inicial de
formacao das vagens e € um dos principais problemas nos cerrados. A
maior ocorréncia pode ser atribuida a elevada precipitacdo e as altas
temperaturas e adensamento de semeadura. E causada pelo fungo C.
dematium var. truncata , podendo ocorrer morte das plantulas, necrose dos
peciolos e manchas nas folhas, hastes e vagens. Inéculo proveniente de
restos de cultura e sementes infectadas pode causar necrose nos
cotilédones, que pode se estender para o hipocétilo, causando o damping-
off de pré e pés-emergéncia. O fungo afeta a planta em qualquer estadio de
desenvolvimento podendo causar queda total das vagens ou deterioragao
total das sementes em colheita retardada. As sementes apresentam
manchas deprimidas, de coloracido castanho-escuras, e nos estadios R3 e
R4 adquirem coloragdo castanho escura a negra e ficam retorcidas
(ALMEIDA et al., 2005).

A infeccdo das sementes por C. dematium var. truncata e Phomopsis
sp. geralmente acontece através da parede da vagem. Apesar da infeccao
nas vagens ocorrer quando elas ainda encontram-se verdes, a infeccao das
sementes geralmente ocorre apds o inicio da maturagcdo da vagem.

Acreditava-se que a infeccao das sementes ocorresse através de



rachaduras do tegumento e da micrdpila, porque a maioria dos fungos
localizava-se no tegumento, embora Phomopsis spp. era encontrada no
endosperma (SCHINEIDER et al., 1974; ILYAS et al., 1975). Entretanto,
estudos histolégicos tém demonstrado que os conidios de Phomopsis
longicolla germinam e estabelecem-se dentro de 24 horas apds sua
chegada a superficie da vagem, ressaltando-se que, apés 24 a 48 horas,
ocorre a penetracdo nas vagens. As colonizagcbes das sementes
acontecem apds a colonizacdo da vagem (DRINGRA & ACUNA, 1997).

Em periodos de alta umidade, as partes infectadas da planta ficam
cobertas por pontuacées negras que sao as frutificacbes do fungo
Phomopsis sp. Os acérvulos sdo providos de setas escuras. Os conidios
unicelulares e hialinos sdo produzidos em conidiéforos, desenvolvendo-se
de forma sistémica no interior do tecido cortical e pode ndo se expressar
até o final do ciclo dependendo das condicdes climaticas, da fertilidade e da
densidade de semeadura (YORINORI et al., 1997). O fungo reduz a
qualidade de sementes de soja podendo causar deterioracao das sementes
e morte das plantulas (TIFFANY, 1951).

De acordo com AGARWAL & SINCLAIR (1997) a transmissao de
fungos é dependente da quantidade e localizagdo do inéculo nas sementes,
assim como das condicdes climaticas.

Phomopsis sojae é responsavel pela seca da haste da vagem, pelo
descarte de lotes de sementes dos cerrados e € conhecida também como
Phomopsis da semente. Seu maior dano é observado em anos chuvosos,
nos estadios inicias de formacado das vagens e na maturagdo, quando
ocorre o0 atraso da colheita por excesso de umidade (FRANCA NETO &
WEST, 1989).

O processo infeccioso é semelhante ao de C. dematium var.
fruncata. As vagens ficam chochas ou apodrecem, adquirem coloracao
esbranquicada a castanho clara. Sob condicées de alta umidade o fungo
desenvolve frutificacbes negras, dispostas de forma linear. Sementes

apresentam enrugamento e rachaduras do tegumento, ficam sem brilho e



cobertas com micélio de coloragdo esbranquicada a bege. Sementes
infectadas superficialmente por Phomopsis sojae, quando semeadas em
solos Umidos, geralmente chegam a emergir, porém, o fungo desenvolvido
no tegumento ndo permite que os cotilédones se abram, impedindo a
expansao das folhas primarias. O fungo sobrevive como micélio dormente
em restos de culturas ou sementes infectadas, podendo sobreviver na
forma de picnidio e peritécios em restos de cultura. Somente infeccées que
se iniciam nas vagens resultam em deterioragdo das sementes (ALMEIDA
et al., 2005).

O cancro da haste foi identificado pela primeira vez no Parana em
1989, espalhando-se por todas regides produtoras de soja do Pais. O
desenvolvimento de variedades resistentes permite o cultivo de soja sem
perdas com essa doenca. O sintoma inicial é visivel aos 15-20 dias apés a
infeccao e é caracterizado por pequenos pontos negros que evoluem para
manchas alongadas a elipticas e mudam da colorag¢ao negra para castanho
avermelhada formando lesbées alongadas, geralmente de um lado da haste.
Plantas severamente infectadas sofrem quebra da haste e severo
acamamento. Lavouras altamente infectadas podem ser em poucos dias
totalmente dizimadas. Normalmente o nivel de infeccdo das sementes é
baixo. Uma das primeiras indicacées de planta em fase adiantada de
infeccdo € a presenga de folhas amareladas e com necrose entre as
nervuras, caracterizando a chamada folha “carij6” (YORINORI, 1997).

A fase imperfeita do fungo, com a producéao de picnidios, ocorre nos
tecidos infectados, mesmo antes da morte da planta. Esta fase é
importante na contaminagdo dos restos culturais durante a entressafra,
porém nao deve contribuir para a ocorréncia da doencga na safra seguinte.
A forma sexuada (Diaporthe) responsavel pela doenca na nova safra esta
presente desde o final do ciclo da cultura, na forma de peritécio em plantas
mortas, em restos de culturas e durante a entre safra. Tanto os conidios
como ascoésporos sao capazes de infectar a soja e sdo produzidos em

abundancia nas plantas mortas ou nos restos culturais. O cancro da haste



€ uma doenca de evolugdo lenta e as infec¢coes ocorridas logo apds a
emergéncia das plantulas formam os cancros entre os estadios de floragao
e de enchimento das vagens. As plantas adultas adquirem resisténcia a
infeccao e ao desenvolvimento da doenca (ALMEIDA et al., 2005).

2.2. Teste de Condutividade Elétrica

Existe um conjunto de técnicas utilizadas para avaliagdo do vigor de
sementes, e entre essas se encontra o teste de condutividade elétrica.

Dentre os testes de vigor considerados mais importantes pela
International Seed Testing Association, destaca-se o teste de condutividade
elétrica como um dos indicados para estimar o vigor das sementes, devido
sua objetividade e rapidez. Além da facilidade de execugcdo na maioria dos
laboratérios de andlise de sementes, o teste de condutividade apresenta
menores despesas em equipamento e treinamento de pessoal, de modo a
permitir agilizagdo das tomadas de decisdes (DIAS et al.,1998; RODO et
al., 1998; VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).

O valor da condutividade elétrica é funcdo da quantidade de
lixiviados na solucao de embebicao das sementes, a qual esta diretamente
relacionada com a integridade das membranas celulares, sendo que as
membranas mal estruturadas e células danificadas estdo geralmente
associadas com o processo de deterioracdo das sementes e, portanto com
sementes de baixo vigor (BEWELEY & BLACK, 1985).

Varias pesquisas sobre condutividade elétrica tém mostrado que
podem ser lixiviados para a agua de embebicdo das sementes, compostos
organicos (agucares, aminoacidos, acidos orgéanicos, proteinas e
substancias fendlicas), fosfatos e ions Ca*™, K*, Mg*™* e Na® (MARCOS
FILHO et al., 1982; BEWELEY & BLACK, 1985).

Varios fatores podem afetar os resultados do teste de condutividade
elétrica. Dentre esses, podem se destacar o tamanho da semente, a



presenca de sementes danificadas (TAO, 1978), a temperatura e o periodo
de embebicdo (LOEFFLER et al., 1988), o teor de agua inicial das
sementes (LOEFFLER et al., 1988; VIEIRA et al., 1996), a duracao do teste
(MARCOS FILHO et al.,1990), a temperatura de armazenamento
(FERGUSON, 1988; VIEIRA et al., 1994), o efeito da adubacéo fosfatada e
potassica (NAKAGAWA, et al., 2001), o efeito da aplicagdo de manganés
(MANN et al., 2002), a morfologia da testa e o potencial fisiolégico das
sementes.

A condutividade elétrica tem sido relatada como um teste bioquimico
para avaliar o vigor (HAMPTON & TEKRONY, 1995), entretanto pode-se
considerar que 0 mesmo encerra basicamente dois principios: um fisico,
relacionando a avaliagdo da corrente elétrica, por meio de uma ponte de
condutividade na solugdo de embebicédo, e um, bioldgico, que se refere a
perda de lixiviados do interior da célula para o meio exterior, envolvendo
processos bioquimicos relacionados a integridade das membranas
celulares (VIEIRA, 1994; VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999). Esse teste
baseia-se no principio de que o vigor esta relacionado ao processo de
deterioracdo, consequientemente a integridade do sistema de membrana
celulares. Desse modo, quando as sementes sdo imersas em agua durante
o processo de embebicdo, ocorre a liberacdo de lixiviados do interior
dessas para o meio liquido, em intensidade proporcional ao estado de
desorganizacdo em que se encontram as membranas celulares das
sementes (WOODSTOCK, 1973; MARCOS FILHO et al., 1987; VIEIRA,
1994).

A relacdo entre o teor de agua, o nivel de organizacdo das
membranas celulares das sementes e a quantidade de lixiviados na
solucdo de embebicdo é a base tedrica que permite relacionar a
condutividade elétrica com o vigor de sementes, em que altos valores de
condutividade elétrica (alta perda de eletrdlitos) indicam baixo vigor, e
baixos valores (baixa perda de eletrélitos), alta qualidade fisiol6gicas das
sementes, logo alto vigor (HAMPTON & TEKRONY, 1995; VIEIRA &
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KRZYZANOWSKI, 1999). Assim, o teste de condutividade elétrica tem sido
indicado como procedimento para avaliar o vigor de sementes de soja
(MARCOS FILHO et al., 1987; HAMPTON & TEKRONY, 1995; VIEIRA &
KRZYZANOWSKI, 1999; VIEIRA et al., 2001).

A causa da destruicdo do sistema de membranas seria a agao de
grupos quimicos altamente reativos denominados de radicais livres, os
quais sao formados pela oxidacado de acidos graxos insaturados (BEWLEY
& BLACK, 1985). Essa desestruturacao, segundo CARVALHO (1994), teria
reflexos principalmente na capacidade da membrana em regular o fluxo de
entrada e saida de agua e de solutos. A extensao da desorganizacao das
membranas celulares pode usualmente ser estimada pela magnitude dos
solutos lixiviados de sementes embebidas em agua.

Dentro do contexto de que o processo de deterioracdo da semente
se inicia com a perda da integridade das membranas celulares, sementes
com baixo vigor tendem a apresentar desorganizacdo na estrutura dessas
membranas, permitindo, quando do inicio da absorcdo de agua por uma
semente posta para germinar, um aumento na lixiviagdo de solutos
fendlicos, e de ions inorganicos: K +, Ca ++, Mg++ e Na+ (VIEIRA, 1994).

O teste de condutividade elétrica permite a identificacdo dos lotes de
menor vigor que deverao ser armazenados sob condi¢cdes mais favoraveis,
e, durante a comercializagdo, serem encaminhados para regides de menor
possibilidade de estresses ambientais, ou para agricultores de melhor nivel
tecnoldgico (DIAS & MARCOS FILHO, 1995).

O aumento no valor da condutividade elétrica em funcado da
diminuicdo do teor de agua das sementes pode estar relacionado com o
processo de reorganizacao da dupla camada lipidica da membrana celular,
em funcéo do processo de reidratagcdo da semente. Quanto menor o teor
de agua da semente, maior o estado de desorganizagcdo da membrana
celular, logo, maior 0 tempo necessario para que ocorra a reorganizacao
dessa e conseqlentemente reducdo da lixiviacdo, quando comparada a
sementes com maior teor de agua ( BEWLEY & BLACK, 1985).
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Uma outra hipdtese para explicar a maior lixiviagdo de solutos nas
sementes com menor teor de agua € a possivel ocorréncia de dano por
embebicdo. Os mecanismos de dano por embebi¢do, assim como os por
baixas temperaturas, tém sido considerados como injuria fisica as
membranas, ou seja, como um bloqueio no sistema metabdlico e, ainda,
como uma combinacgao de injaria metabdlica e fisica, possivelmente a nivel
molecular (POLLOCK, 1969).

ROSA et al. (2000) verificaram que em sementes de milho, quando
imersas diretamente em agua, sem passarem por qualquer processo de
reidratacdo, os valores de condutividade elétrica foram notadamente
maiores, indicando que houve perda de solutos devido ao préprio processo
de embebicao de agua. A absorcao de agua pelas sementes com umidade
inicial de 11% tem uma velocidade favorecida pelo gradiente de potencial
hidrico entre o seu interior e a agua circundante, ndo permitindo tempo
habil para que os sistemas de membranas recuperem sua caracteristica
semi-permedvel; ocorre entdo uma grande perda de solutos, principalmente
pelas sementes com sistema de membranas mais danificadas.

O efeito da temperatura sobre a embebicéo e lixiviados pode estar
relacionado com alteracbes na viscosidade da agua, interferindo tanto na
quantidade como na velocidade de liberacdo dos exsudados (MARCHI &
CICERO, 2002).

ALBUQUERQUE et al. (2001) verificaram que, em sementes de
girassol, a temperatura de 30°C propiciou liberacdo de eletrélitos
significativamente superior a temperatura de 25°C. Verificaram ainda que,
com o aumento do periodo de embebicao houve uma maior quantidade de
eletrélitos liberados, sendo que, entre os periodos de 20 e 24 horas, nao
ocorreram diferencas significativas, e, apdés o periodo de 24 horas, os
valores se estabilizaram.

O tempo de embebigdo das sementes € variavel de acordo com a
espécie. Normalmente, tem-se recomendado a avaliacdo da condutividade

elétrica apds um periodo de imersao de 24 horas para espécies de
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sementes grandes, tais como ervilha (BRANDNOCK & MATTHEWS,1970),
milho (BRUGGINK et al., 1991), soja (DIAS & MARCOS FILHO, 1995) e
sementes de ingd (BARBEDO & CICERO, 1998), para deteccdo de
diferengas de vigor.

A reducao do tempo de embebicao é de grande importancia para os
programas de controle de qualidade de sementes onde se buscam
informacdes sobre o vigor dos lotes em periodos de tempo relativamente
curtos. Segundo VIEIRA & KRZYZANOWSKI (1999) em sementes
pequenas € possivel reduzir o periodo de embebicdo para o teste de
condutividade elétrica. Tal fato foi verificado por GASPAR & NAKAGAWA
(2002) em sementes de milheto, onde nas duas horas de embebicao
ocorreu uma taxa de lixiviacdo que possibilitou a avaliacdo da
condutividade elétrica da solucdo de embebicdo dessas e a diferenciacao
dos lotes. A semelhanca do observado, DIAS et al. (1998) verificaram que
em sementes de quiabo e de feijao-de-vagem o periodo de embebicao para
o teste de condutividade elétrica pode ser menor que o usualmente
recomendado (24 horas), jaA que com quatro horas foi possivel se obter uma
indicagéo do lote de maior vigor.

Em amendoim, VANZOLINI & NAKAGAWA (1999) também
verificaram que é possivel reduzir o tempo de embebicdo das sementes
para trés horas e assim possibilitar o descarte de lotes de qualidade
inferior, independente da temperatura de embebicéo.

KUO (1989) observou a existéncia de variabilidade na
permeabilidade do tegumento entre gendtipos de soja estudados,
mostrando ser, o teste de condutividade elétrica, eficiente no
monitoramento da diferenca dessa permeabilidade. O mesmo foi observado
por PANOBIANCO et al. (1997) em sementes de soja, por VIEIRA et
al.(1996) em feijao, e VANZOLINI & NAKAGAWA (1998) em amendoim,
confirmando a hipétese de ser a condutividade influenciada pelo gendétipo
testado. Também SA (1999) verificou diferencas nos resultados do teste de

condutividade elétrica em gendtipos diferentes de tomate (VIEIRA 1994).
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Embora alguns autores recomendem o uso de sementes
previamente selecionadas, ou seja, sem qualquer tipo de injurias
(MARCOS FILHO, 1987; KRZYZANOWSKI et al., 1991), devem-se levar
em consideracao os objetivos do trabalho a ser executado. No caso de
realizar-se o teste de condutividade elétrica como um teste de rotina em um
laboratério de analise de sementes, e que o teste esteja dentro de um
sistema de controle de qualidade, ndo se justifica a escolha, visto que a
sub-amostra utilizada nao estaria representando o lote a ser testado. Nesse
caso, devem-se utilizar sementes puras como para qualquer outro dos
testes a ser realizado, como recomendado por LOEFFLER et al. (1988).
Além do mais, esses mesmos autores verificaram que é impraticavel e
muito subjetivo identificar e selecionar, visualmente, sementes danificadas
ou atacadas por algum fungo. Entretanto, sabe-se que sementes injuriadas
causam aumentos significativos na condutividade elétrica de um
determinado lote (TAO, 1978). Além de todos esses fatores inerentes a
semente e ao método aplicado, NAKAGAWA et al. (2001) observaram, em
sementes de aveia preta, que a adubacdo PK também contribuiu para
elevar o teor desses elementos, com consequente aumento dos valores de
condutividade elétrica, em decorréncia do seu efeito sobre o teor desses
elementos na composicdo quimicas das sementes produzidas.

2.3. Influéncia de fungos nos resultados do teste de vigor

MARCOS FILHO (1994) ressaltou que temperatura e umidade
elevada podem inibir a manifestacdo de alguns microrganismos. Assim, os
dados obtidos no teste de envelhecimento acelerado podem ser superiores
aos observados no teste de germinagdo com as mesmas amostras.
Portanto, as condi¢cdes impostas pelo teste de envelhecimento artificial ndo
agiram no comportamento das sementes, mas influenciaram na agcdo de

microrganismos participantes da deterioracao.
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BALARDIN et al. (1992) detectaram o fungo C. lindemuthianum em
amostras de sementes de feijoeiro dos municipios produtores do Estado de
Santa Catarina e nao observaram relacao significativa entre a ocorréncia
desse e o0s parametros fisiolégicos: poder germinativo e vigor,
comportando-se as sementes apenas como fonte de inéculo e veiculo para
disseminacdo do patégeno, provavelmente por esse nao ter atingido o
embrido das sementes.

MENTEN (1997) observou relacdo inversa entre a incidéncia de
microrganismos como Phomopsis sp. € Coletotrichum lindemuthium e os
resultados dos testes fisioldgicos como teste de envelhecimento acelerado
e teste frio, em sementes de feijao.

2.4. Influéncia de fungos nos resultados do teste de Condutividade

Elétrica

O teste de condutividade elétrica foi utilizado por LOFFLER et al.
(1988) para avaliar a qualidade de sementes de soja. Os resultados
mostraram que sementes com elevados niveis de Phomopsis sp. ou
Cercospora kikuchii, com fissuras moderadas e severas no tegumento
apresentaram liberacao excessiva de eletrélitos, ao passo que as sementes
altamente infectadas, porém com tegumento intacto, mostraram baixa
condutividade e alto potencial de qualidade. Portanto, o efeito do fungo
sobre o0 vigor ndo se evidencia quando as sementes se apresentam
intactas, e sementes intactas nao serdo identificadas nestas condigdes.

Alguns fatores que interferem na condutividade elétrica ndo foram
ainda suficientemente esclarecidos, sendo um desses a presenca de
patdgenos nas sementes. Uma hipbtese para a alteracdo no resultado no
teste de condutividade elétrica seria que o fungo ao se desenvolver nas
sementes, consumiria 0s nutrientes dessa, resultando em menor

quantidade de eletrolitos presentes na agua de embebicéo
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Para se ter uma avaliagdo mais eficiente da qualidade da semente, é
necessario determinar sua sanidade. No entanto, existem poucos relatos
sobre a interferéncia de fungos associados as sementes nos testes de vigor
comumente empregados nos laboratérios de andlise de sementes
(MENTEN, 1997).

Sementes de trés cultivares de feijoeiro infectadas com o fungo
Macrophomina phaseolina, apresentaram valores mais baixos de
condutividade elétrica, quando comparadas as sementes sadias. Uma
hipétese para tal fendmeno seria que o fungo, ao se desenvolver
internamente nas sementes, consumiu nutrientes dessas, resultando em
menor quantidade de eletrdlitos presentes na agua de embebicao
(NADALETO, 2004). PINTO (2005) também confirmou tal fato em

sementes de feijoeiro.

2.5. Técnica da restricao hidrica para inoculacao de sementes com

patogenos

Os prejuizos causados por fungos a cultura da soja tém exigido
estudos mais pormenorizados das relacdes entre patdbgenos e hospedeiros.
No entanto, pela dificuldade de obtengdo de sementes com determinados
niveis de infeccao por esses patdégenos, torna-se necessario a inoculacao
artificial desses em sementes. A técnica de restricdo hidrica no substrato
tem sido empregada como alternativa de inoculacéo, pois permite prolongar
o periodo de permanéncia das sementes em contato com o patdgeno,
favorecendo assim maiores porcentagens de sementes infectadas, sem
que as mesmas iniciem o processo de germinacao. Assim, possibilita que
as sementes, apds a inoculacdo, tenham o seu periodo de utilizacao
prolongado. Um fator importante na relacdo semente - patégeno é a agua.
O estabelecimento do conceito potencial quimico da agua permitiu a
criacdo de uma linguagem comum e simples entre cientistas, capaz de

expressar o comportamento fisico da agua no sistema solo-planta-
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atmosfera. O movimento da agua, tanto no estado liquido como o de vapor,
€ definido por um conceito Unico, expresso pelo potencial hidrico
(CARVALHO, 1999).

De acordo com esse conceito, o potencial hidrico (¥), expresso em
unidades de energia ou pressao, corresponde a diferenca entre potencial
quimico da agua em um sistema, e o potencial quimico da agua pura, nas
mesmas condicbes de pressdao atmosférica e temperatura. O ajuste
osmoético, € o fendmeno pelo qual as células ajustam-se a grandes
mudancas no potencial osmético do ambiente, através de uma regulacao
das quantidades de solutos osmoticamente compativeis dentro das células
(SALISBURY & ROSS, 1991). O acumulo de solutos € encontrado em
bactérias, fungos, plantas e animais, indicando que a maioria, ou todos os
organismos, sao capazes de ajustes osméticos, até certo ponto (THOMAS
et al., 1995).

As sementes durante o processo germinativo passam por trés
etapas fisiologicas. Na primeira ocorre uma rapida absorcdo de agua,
iniciando o processo de degradacédo de suas reservas. Na segunda etapa
ocorre pequena variagdo no conteudo de agua das sementes, havendo
transporte de sustancias metabolizadas na etapa anterior. A terceira etapa
tem inicio quando a semente atinge teor de agua alto o suficiente para que,
nos tecidos meristematicos, as células iniciem a divisdo mitética, o que leva
ao crescimento do eixo embrionario (CARVALHO E NAKAGAWA, 1988).
Em sementes de feijoeiro, por exemplo, o teor de agua exigido para
emissao da raiz primaria, situa-se na faixa de 48 a 50% (SHIOGA, 1990).

Varias técnicas de controle de hidratacdo e germinagdo foram
desenvolvidas. Dentre elas destaca-se o condicionamento fisiologico.
Embora o método de infeccdo de sementes por fungos através de meios
agarizados seja amplamente utilizado em todo o mundo, a adaptacao da
técnica de condicionamento osmoético vem conferir-lhe maior eficiéncia,
pois essa técnica permite a utilizacdo de periodos de inoculagdo mais

longos sem que as sementes germinem sobre 0 meio e,
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consequientemente, inviabilize seu posterior aproveitamento (COUTINHO,
2000).

Varios produtos ja foram utilizados para o ajuste do potencial hidrico
de substratos em estudos envolvendo o condicionamento osmotico de
sementes de diferentes espécies. Entre estes, citam-se sais como MgSo4,
NaCl, MgClI2, K3PO4, KH2POy, glicerol, manitol e polietileno glicol (PILL,
1994).
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ll. MATERIAL E METODOS

3.1. Local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Analise de
sementes do Departamento de Producdo Vegetal, no Laboratério de
Patologia de Sementes do Departamento de Fitossanidade e na éarea
experimental do Departamento de Fitossanidade da UNESP- FCAV,
Campus de Jaboticabal - SP.

3.2. Cultivares utilizadas

As sementes foram fornecidas pela CAROL - Cooperativa Nacional
de Agricultores da Regiao de Orlandia Ltda.

Foram utilizadas para a realizacao do trabalho, sementes de soja
fiscalizadas das cultivares Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313. As
caracteristicas dos cultivares estao descritas na Tabela 1.

Durante a conducédo do experimento, as sementes foram mantidas
em camara fria, regulada a 10 °C, para a conservacao da qualidade das
mesmas.

Logo apéds as sementes serem trazidas da Carol- Ltda, foi realizado
o teste de germinacdo, em areia e papel e o teste de sanidade, Os
resultados dos testes encontram-se nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Antes da semeadura em campo foi realizado o teste de sanidade

para verificar a incidéncia de fungos nas sementes.
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Tabela 1- Caracteristicas das cultivares de soja utilizadas

Caracteristicas Emgopa 313 Embrapa 48 Goiania

agronémicas

Ciclo tardio precoce Semi-precoce
Habito de crescimento determinado determinado determinado
Acamamento resistente resistente resistente
Altura da planta (cm) 91 cm 63cm 74 cm
AMIP 18 cm 10 cm 18 cm

Cor da flor branca branca roxa

Cor da pubescéncia marrom cinza marrom

Cor do hilo Marrom Marrom clara marrom
Reacéo ao cancro da haste MR MS Resistente a campo
Semeadura 01/11 a 15/12 1/11 a15/12 15/10 a 15/12
Recomendacgbes GO, DF,MS,MT, TO,MG PR, SP,SC,MS GO, MG, MT, BA E DF

MR: moderadamente resistente; MS: Moderadamente suscetivel; AMIP:altura média de

inser¢ao das vagens. Dados coletados na Cooperativa Carol- Orlandia (SP).

Tabela 2. Teste de germinacao realizado antes do plantio nas sementes
das cultivares de soja: Goiania, Embrapa 48 e Emgopa 313.

Germinacéao (%)

Cultivar Papel Areia
Goiania 68,5 82,0
Embrapa 48 83,5 79,0

Emgopa313 60,5 80,0
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Tabela 3. Teste de Sanidade das sementes pelo método de papel de filtro
realizado antes da semeadura no campo nas cultivares de soja

Goiania, Embrapa 48 e Emgopa 313.

Cultivar Embrapa 48 Goiéania Embrapa 313
Fungos S/D C/D S/D C/D S/D C/D
Fusarium sp. 5 2 6 1 - -
Penicillium sp. 33 - 10 6 12 -
Rhizopus sp. 10 9 - - - -
Curvularia sp. - - 3 5 - -
Trichoderma sp. - - - - 6 5
Epicoccum sp. 11 - - - 10 -

S/D- sementes sem desinfestagao superficial. C/D- Sementes com desinfestagao superficial. Resultados originais
expressos em porcentagem.

3.3. Obtencao dos isolados dos fungos

Os fungos utilizados para a realizagdo dos experimentos foram
Phomopsis sojae, Colletotrichum dematium var. truncata e Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis pertencentes a micoteca do Departamento
de Fitossanidade de Jaboticabal, e sdo provenientes de sementes e restos
vegetais de plantas de soja infectadas. Os fungos foram multiplicados em
meio de cultura BDA (extrato de 200g de batata, 20 g de agar, 20g de
dextrose e 1000 mL de agua destilada) e conservados em tubo de ensaio
contendo suas col6nias sobre o meio de cultura, cobertas por 6leo mineral

esterilizado.
3.4. Inoculacao das sementes com os fungos em laboratério
Os fungos foram repicados para as placas de Petri contendo meio de

cultura BDA e meio de cultura BDA acrescido do soluto manitol, potencial

hidrico de — 1, 0 MPa. As concentracdes dos solutos para o preparo dos
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meios foram obtidas pela férmula de Van’t Hoff (SALYSBURY & ROSS,
1991):

Po= CIRT, onde:

Po= Potencial Osmético (MPa);

C= Concentracao (moles/ Kg de agua);

I= Constante de lonizacao;

R= Constante geral de gases (0, 00831x Kg x MPa x mol ¢ x K?);

T

Temperatura absoluta (T ¢ C + 273).

Foram utilizados discos de 0,5 cm de diametro repicados das bordas
das colbnias puras de cada fungo e transferidos para os meios, sendo
utilizadas 10 placas para cada fungo em cada tratamento (BDA e BDA
acrescido de manitol -1,0 MPa).

Sementes da cultivar Embrapa 48 foram utilizadas para esse
experimento. Foram selecionadas e pesadas as sementes sem trincas,
visiveis a olho nu e posteriormente desinfetadas com hipoclorito de sodio +
agua destilada (1:1), por 30 segundos, enxaguadas com agua destilada
autoclavada e secas a temperatura ambiente. Em seguida foram colocadas
sobre folhas de papel de filtro esterilizadas. Para a inoculagdo as sementes
foram distribuidas sobre colénias de cada fungo, desenvolvidas em placas
de Petri com meio de cultura BDA e BDA acrescido de manitol (-1,0 MPa),
em camada unica e levemente prensadas sobre o meio, permanecendo
assim por 20 horas.

Ap6s esse periodo as sementes foram retiradas e mantidas em
temperatura ambiente até atingirem seu peso inicial. As sementes foram
mantidas por sete dias em camara fria,antes da realizagdo dos testes.

Os tratamentos utilizados foram: 1) testemunha - sementes sobre
meio BDA; 2) testemunha - sementes sobre meio BDA+ manitol (-1,0MPa);
3) sementes colocadas sobre o fungo P. sojae desenvolvido em meio BDA;
4) sementes colocadas sobre o fungo P. sojae desenvolvido em meio BDA+
manitol (-1,0 MPa); 5) sementes colocadas sobre o fungo D. phaseolorum
f. sp. meridionalis em meio BDA; 6) sementes colocadas sobre o fungo D.
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phaseolorum f. sp. meridionalis em meio BDA + manitol (-1,0 MPa); 7)
sementes colocadas sobre o fungo C. dematium var. truncata em meio
BDA, e 8) sementes colocadas sobre o fungo C. dematium var. truncata em
meio BDA + manitol (-1,0 MPa).

3.5. Teste de sanidade das sementes

O teste de sanidade foi realizado pelo método do papel de filtro
(LIMONARD, 1966).

As sementes foram colocadas equidistantes em placas de Petri (10
sementes por placa), sobre trés folhas de papel de filtro embebidas em
agua destilada e, depois, levadas para camara de incubacao por sete dias
a 20 £ 2°C e luz branca alternada (12h luz / 12h escuro).

Para cada cultivar foram feitas 20 repeticbes de 10 sementes,
totalizando 200 sementes.

Foram testados tratamentos com e sem desinfestagdo superficial
das sementes. A desinfestacdo das sementes foi realizada pela imersao
em solugdo de hipoclorito de sédio a 1% por trés minutos. Apds esse
periodo as sementes foram plaqueadas e submetidas ao teste de sanidade.

Apos o periodo de incubacdo, as sementes foram examinadas em
microscépio estereoscopio, para identificagdo dos fungos.

3.6. Testes de vigor e composicao quimica da agua de embebicao das
sementes

3.6.1. Teste padrao de germinacao
O teste foi feito utilizando-se rolos de papel de germinacao,

previamente umedecidos com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes

0 Seu peso seco.
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Foram utilizados quatro repeticdes de 50 sementes, semeadas nos
rolos de papel de germinacdo e mantidas a temperatura de 25°C em
camara de germinacgao.

As contagens de sementes germinadas foram efetuadas aos cinco e
oito dias ap6s as semeaduras pelos critérios estabelecidos pelas Regras de
Andlise de Sementes (BRASIL, 1992) e os dados obtidos foram expressos
em porcentagens.

Para emergéncia em areia, foram empregadas quatro repeticdes de
50 sementes, tendo como substrato areia de textura média lavada. O teste
foi realizado em sementes colhidas de plantas inoculadas em condi¢cdes de
campo e sementes inoculadas em laboratério.

A instalacao do teste foi realizada em recipientes de plastico (23,5 x
14,0 x 10,5 cm), as sementes cobertas com camada de areia de
aproximadamente 2 cm. Os recipientes foram mantidos a temperatura

ambiente (25°C- 30°C), com regas peridédicas sempre que necessario.
3.6.2. indice de velocidade de emergéncia (IVE)

A determinacdo do indice de velocidade de germinacdo das
sementes de cada cultivar de soja foi realizado juntamente com o teste de
padrdo de germinacao em areia.

As plantulas normais foram diariamente contadas até a estabilizagéo
do seu numero (NAKAGAWA,1999).

Ao final do teste, com os dados diarios do numero de plantulas
normais foi calculado o indice de germinacdo, segundo MAGUIRE (1962),

pela formula:
IVG = G1/ N1+G2/N2...+ Gn/ Nn

Onde:

IVG = indice de velocidade de germinacao
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G1, G2, = numeros de plantulas normais contados na 1, 2 e ultima
contagem respectivamente.
N1,N2, Nn = numeros de dias da semeadura a 12, 22 e ultima contagem,

respectivamente.

3.6.3. Teste de envelhecimento acelerado (E A)

Para a realizagcdo do teste de envelhecimento acelerado, foram
utilizadas 8 subamostras de 50 sementes (aproximadamente 42 g) para
cada cultivar de soja.

As sementes foram colocadas sobre uma tela de arame perfurada,
acondicionadas em caixa do tipo gerbox (MARCOS FILHO, 1987). Em
seguida foram adicionados 40 mL de agua destiladas no fundo das caixas e
entdo, estas foram tampadas e colocadas em camara de envelhecimento
por 48h a temperatura de 42°C e umidade relativa de 100%. Apds esse
periodo as sementes foram retiradas da camara de envelhecimento e
submetidas ao teste de germinacdo em areia e avaliagdo do teor de agua
das sementes (BITTENCOURT & VIEIRA, 1997).

Os resultados foram expressos em porcentagens de plantulas
normais, contadas no quinto dia apés a instalacao do teste de germinacao.

3.6.4.Teste de frio (TF)

Foi adotado o método do teste de frio com solo, utilizando-se como
substrato uma mistura de 2/3 de areia e 1/3 de solo de area de cultivo de
soja. Foram feitas quatro repeticdes de 50 sementes para cada cultivar.

O substrato foi colocado em caixas plasticas com dimensdes de 26
cm x 16 cm x 8,5cm.

As sementes foram colocadas em orificios rasos, previamente

perfurados sobre o substrato com marcador e entao foram cobertas com
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uma camada de aproximadamente 3 cm do mesmo substrato e
umedecidas.

As caixas foram tampadas e acondicionadas em camara fria,
regulada a temperatura de 10°C, onde permaneceram por sete dias.

ApoOs esse periodo, as caixas foram retiradas da camara fria e
mantidas em temperatura ambiente (25°C a 30°C) por cinco dias, quando

foi realizado a contagem do nimero de plantulas normais.

3.6.5. Teste de condutividade elétrica (CE )

Foram utilizadas quatro repeticoes de 50 sementes. Cada repeticao
foi pesada com a precisdo de duas casas decimais. A seguir, foram
colocadas para embeber num recipiente contendo 75mL de &gua
desionizada e entdo foram mantidas em um germinador a temperatura de
25°C , durante 24 horas. No final deste periodo, foram efetuadas leituras da
solugédo contendo os eletrélitos lixiviados das sementes, em um aparelho
condutivimetro DIGIMED, modelo CD21 com eletrodo constante 1,0 sendo
os resultados foram expressos em us.cmg’ de sementes (VIEIRA &
KRZYZANOWSKI, 1999) pela férmula:

Condutividade lida
Peso( 50 Sementes )

Condutividade =

3.6.6. Composicao quimica da agua de embebicao das sementes

ApoGs a leitura da condutividade elétrica, as sementes juntamente
com a solugdo foram vertidas em recipiente, com auxilio de um funil,
utilizando papel de filtro “Whatman” numero 1.

Os recipientes foram fechados e retornados a temperatura de 25°C.
Determinou-se os teores de potassio pelo método de fotometria de chama,
e de calcio e magnésio pelo método de espectrometria de absorcao
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atdbmica (BATAGLIA et al., 1983). Os valores foram expressos em mg do

ion por Kg de sementes.

3.7. Instalacao do experimento em campo

As sementes das cultivares de soja Embrapa 48, Goiania e
Emgopa313 foram semeadas manualmente no campo em 24 de janeiro de
2006. As mesmas foram distribuidas em 4 parcelas constituidas de 6 linhas
de 10m de comprimento, espacadas de 0,45m, totalizando uma area de
113 m2

Os tratamentos utilizados foram: testemunha, que nao recebeu
inoculacdo; inoculacdo com C. dematium var. truncata; inoculacdo com o
fungo P. sojae; inoculagao com o fungo D. phaseolorum f. sp. meridionalis.

Utilizou-se 250 sementes em 10m de linha para cada tratamento, os
mesmos foram separados a uma distancia de 7 metros, para evitar a
interferéncia entre tratamentos. As parcelas foram mantidas livres de
plantas daninhas e invasoras, com a utilizacdo de herbicida (Roundap).

Foram utilizados os produtos quimicos: Tamaron (Metamidofos- 800
litros de calda / ha nos dias 17/02; 24/02; 06/03; 16/03) e Folicur contra
Mildio e Ferrugem (Tebuconazole- 800IL/ha). Todas as aplicagdes foram

efetuadas com o auxilio de um pulverizador manual.

3.7.1. Inoculacao das plantas

As suspensdes de conidios, para aplicacdo em plantas no campo,
foram obtidas adicionando-se dgua destilada nas placas contendo o fungo.
A mesma foi filtrada com o auxilio de uma gaze para eliminar residuos do
meio de cultura e fragmentos maiores do micélio do fungo.

Na suspensdo foi adicionado agua destilada com duas gotas de

espalhante adesivo Tween 80 até atingir o volume de 4 litros.
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As plantas foram inoculadas pela pulverizacdo na parte aérea da
planta utilizando a suspensdo de 10° conidios/mL, valor obtido através da
camara de Newbawer, utilizando-se pulverizador manual, a partir do final
do florescimento e inicio do aparecimento das vagens. Foram realizadas

trés inoculacdes nos dias19/04, 25/04 e 10/05 sobre as plantas no campo.

3.7.2. Colheita

A colheita foi realizada manualmente na area util (4 linhas centrais)
de cada parcela, para cada tratamento em épocas diferentes, de acordo
com as caracteristicas de cada cultivar, devido ao periodo de floracao ser
diferente, ou seja, quando a cultivar atingiu o estadio R8 (95% das vagens
com a cor da vagem madura).

As vagens foram debulhadas e peneiradas. As sementes foram
colocadas em sacos de papel e guardadas em camara fria.

3.8. Avaliacao da qualidade fisiologica e fisica das sementes de soja
provenientes de plantas inoculadas em condicoes de campo.

As sementes obtidas de plantas inoculadas e nao inoculadas no

ensaio em condicdes de campo foram submetidas as seguintes analises:

3.8.1. Testes de vigor e composicao quimica da agua de embebicao
das sementes

Foram realizados os testes de germinacdo (TG), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), envelhecimento acelerado (EA), teste de
frio (TF), condutividade elétrica (CE), composi¢cao quimica da solucao de
embebicdo, conforme descrito nos itens 3.6.1, 3.6.2, 3.6.3, 3.6.4, 3.6.5 ¢
3.6.6.
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3.8.2. Teor de agua

Antes e apo6s o envelhecimento acelerado foi determinado o teor de
agua das sementes pelo método estufa para todas as variedades utilizando
duas repeticbes de 25 sementes cada uma. Essas sementes foram
pesadas em balanca com precisdo de 0,01g e assim foi obtido o peso
Umido das amostras. Em seguida foram colocadas para secar em estufa a
105 * 3°C, durante 24h (BRASIL, 1992). Apos esse periodo efetuou-se uma

nova pesagem, onde foi obtido o0 peso seco das sementes.

3.8.3. Peso de 1000 sementes

O peso de 1000 semente foi determinado utilizando-se oito
repeticbes de 100 sementes, conforme metodologia descrita para a analise
de sementes (BRASIL, 1992). Os resultados foram expressos em gramas.

3.9. Analise estatistica

Os testes realizados com as sementes provenientes de plantas
inoculadas no campo foram instalados em delineamento inteiramente
cazualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste
F e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

No experimento em laboratério, de inoculagdo das sementes da
cultivar Embrapa 48 foi também utilizado o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 ( testemunha, inoculagdo com C.
dematium var. truncata, com Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolum f. sp.
meridionalis) x 2 ( meios de cultura BDA e BDA + manitol). Os dados foram
submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias comparadas
pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes realizados em sementes de soja na cultivar
Embrapa 48, inoculada artificialmente com os fungos C. dematium var.
truncata, P. sojae e D. phaseolorum f. sp. meridionalis sdo apresentados a

sequir.

4.1. Teste de sanidade de sementes da cultivar Embrapa 48

Os resultados do teste de sanidade das sementes, apds 20 horas de
contato com os fungos, estdo descritos na Tabela 4.

Verifica-se que a incidéncia de C. dematium var. truncata no interior
das sementes foi de 50% e de P. sojae de 53% para meio de cultura sem
manitol.

Para D. phaseolorum f. sp. meridionalis a incidéncia no interior das
sementes foi de 25% em meio sem restricao hidrica e, de 49%, em meio
acrescido de manitol.

A alta incidéncia dos fungos em estudo nas sementes inoculadas
evidéncia eficiéncia do método de inoculagao utilizado.

De uma maneira geral o uso de manitol (restricao hidrica) nao afetou
a inoculacao de fungos nas sementes.

FRIGERI (2007) estudando a eficiéncia da inoculagcdo em sementes
de feijoeiro com os fungos Colletotrichum truncata, C. lindemuthianum e
Macrophomina phaseolina, verificou que o tratamento que proporcionou
maior infeccdo das sementes foi aquele em que essas foram incubadas em
meio de cultura BDA sem restricao hidrica embora ndo tenha diferido das

sementes que foram incubadas no meio com restricao hidrica.
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Em sementes de algodao inoculadas por contato com o fungo
Colletotrichum cephalosporiodes, entre 12 até 48 horas resultou em
infeccao, decorrente da penetracdo do fungo no tegumento da semente.

O autor ressalta que periodos menores que 12 horas de contato
corre-se o risco de nao haver penetracdo do fungo a nivel satisfatério e em
quantidade suficiente para levar a um comprometimento da germinacao
(TANAKA et al.,1989).

Resultados obtidos por outros pesquisadores em meios de cultura
com potenciais osmaticos entre -0,3 e -2,0 MPa estimularam o crescimento
micelial dos fungos Alternaria alternata, Aspergillus niger, Cryphonectria
parasitica, Fusarium moniliforme, e Colletotrichum lindemuthianum,
enquanto meios de cultura mais negativos que -2,0 MPa reduziram o
crescimento micelial desses fungos (ADEBAYO & HARRIS, 1971;
SUBBARAO & MICHAILIDES, 1993; GAO & SHAIN, 1995; CARVALHO,
1999).

4.2. Testes de vigor

4.2.1. Teste de Germinacao

Observando-se os dados obtidos na Tabela 5 verifica-se que o
tratamento testemunha (sementes ndo inoculadas com fungo) apresentou
melhor germinacdo tanto no método do rolo de papel como no de areia,
diferindo significativamente dos tratamentos onde houve inoculagdo das
sementes com fungos. Esses dados concordam com os dados encontrados
por YORINORI (1997) que constatou que a incidéncia de fungos em
sementes de soja reduziu sua germinacao.

Segundo CARVALHO (1998) vaérios trabalhos evidenciam que os
fungos transmitidos pelas sementes sdo responsaveis pela reducdo da

germinacao dessas, bem como de sua emergéncia em campo.



31

Tabela 4. Teste de sanidade em sementes de soja da cultivar Embrapa 48 apds 20 horas de inoculagao artificial sobre os

fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis.

Tratamentos Testemunha C. dematium var. truncata P. sojae D. p. f. sp. meridionalis
BDA BDA+M BDA BDA+M BDA BDA+M BDA BDA+M
FUNGOS C/D S/b C/D S/D C/D S/D C/D S/D S/D C/D C/D S/D C/D S/D C/D S/D
C. d. var. truncata - - - - 50 55 50 45 - - - - - - - -
P. sojae - - - - - - - - 53 50 40 43 - - - -
D. p. f. sp. meridionalis - - - - - - - - - - - - 25 30 49 43

Dados originais expressos em porcentagens (%). BDA- meio de cultura batata dextrose e agar, e BDA+M- meio de cultura acrescido de manitol a uma concentragéo de -1,0 MPa. C/D-
sementes com desinfestagao superficial S/D- sementes sem desinfestagao superficial.
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Para germinacdo das sementes em areia nado houve diferenca
significativa entre os fungos C. dematium var. truncata, P. sojae e D.
phaseolorum f. sp. meridionalis. Na germinacdo em rolo de papel o fungo
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis causou maior decréscimo na
germinacao das sementes embora ndo tenha diferido de P. sojae, que por sua
vez também nao diferiu de C. dematium var. truncata. Esses dados concordam
com BIZETTO & HOMECHIN (1997) que avaliaram a germinagao de sementes
de soja com altos indices de Phomopsis sp. e, concluiram que para
emergéncia em areia, o numero de plantulas normais foi superior ao teste
padrao de germinacao no laboratério.

No método do rolo de papel ndo houve diferenca significativa entre os
substratos onde as sementes foram colocadas (meios BDA e BDA+MANITOL)
na germinacdo das sementes provavelmente devido a umidade da folha de
papel onde as sementes foram colocadas ter anulado o efeito da restricdo
hidrica no meio de cultura (Tabela 5).

No método de areia, o uso de manitol para restricdo hidrica
proporcionou queda significativa na germinagao das sementes, provavelmente
devido ao menor teor de agua, fato esse muito importante no processo de

germinacao.

4.2.2. indice de velocidade de emergéncia (IVE), teste de frio (TF) e
envelhecimento acelerado (EA).

Os resultados dos testes de indice de velocidade de emergéncia, teste
de frio, envelhecimento acelerado, podem ser conferidos na Tabela 6.

Colletotrichum dematium var. truncata inoculado artificialmente, foi o
fungo que causou maior influéncia no indice de velocidade de emergéncia
afetando o vigor das sementes, embora ndo tenha diferido significativamente
de P. sojae que por sua vez também nao diferiu de D. phaseolorum f. sp.
meridionalis. Para o parametro indice de velocidade de emergéncia de
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sementes inoculadas com o fungo D. phaseolorum f. sp. meridionalis nao

diferenciou significativamente das sementes néo inoculadas (Tabela 6).

Tabela 5. Interferéncia dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata,
Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis,
cultivados em BDA com e sem restricdo hidrica, nos resultados do
teste de germinacédo em rolo de papel e areia em sementes de soja
cultivar Embrapa 48 inoculadas artificialmente.

Germinacao
Tratamentos Papel Areia
Testemunha 66,60' a 84,1° 67,58' a 85,3
C. dematium var. truncata 53,23 b 64,1 55,38 b 67,6
P. sojae 51,88 bc 61,9 55,16 b 67,3
D. p. f. sp. meridionalis 49,18 c 57,2 53,79 b 65,0
Teste F 100,82** _ 34,20** _
D.M.S. 3,02 _ 4,29 _
Meios _ _ _ _
BDA 54,91" a 66,3 59,34" a 73,4°
BDA+M 55,53 a 67,4 56,32 b 69,2
Teste F 0,63 ns _ 6,08
D.M.S. 1,60 _ 2,27
Interacdo PXM 1,04 ns _ 0,63 ns
CV(%) 3,96 _ 5,37

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,01); CV(%)
=coeficiente de variagdo; (1) Dados transformados em arco seno VP/100; (2) Dados originais expressos em
porcentagem; * Significativo a 5% de probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade; P- Patégeno; M- meios;
BDA- meio de cultura batata, dextrose e agar; BDA- meio de cultura batata, dextrose e agar adicionado com manitol
a concentragéo de -1,0 MPa

FRIGERI (2007) verificou no teste de indice de velocidade de
emergéncia, que sementes de feijdo inoculadas com Macrophomina
phaseolina, C. dematium f. truncata e C. lindemuthianum foram
estatisticamente iguais as sementes nao inoculadas, independente do meio de

cultura onde o fungo foi cultivado (com e sem restricao hidrica).
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O uso da restricdo hidrica em meio de cultura para inoculagéo artificial
das sementes com os fungos em estudo, ndo afetou os resultados dos testes
de indice de velocidade de emergéncia e envelhecimento acelerado, porém o
mesmo nao ocorreu para o teste de frio.

Esses resultados concordam com os encontrados por TASSI (2007), que
verificou que em sementes de soja da cultivar Embrapa 48 inoculadas com o
fungo C. dematium var. truncata, desenvolvidos em meio de cultura a uma
concentracdo de -1, MPa, ndo houve diferenca estatistica em relacao as
sementes nao inoculadas. Mostrando mais uma vez que dependendo do tempo

Tabela 6. Interferéncia dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata,
Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis,
cultivados em BDA com e sem restricdo hidrica, nos resultados do
indice de velocidade de emergéncia (IVE), teste de frio (TF),
envelhecimento acelerado (EA), em sementes de soja da cultivar
Embrapa 48 inoculadas artificialmente.

Patégeno IVE TF EA
Testemunha 46,602 a 69,18'a 86,92 72,34'a 90,62
C. dematium var. truncata 40,02 c 57,84b 71,6 61,18 b 76,6
Phomopsis sojae 41,98 bc 53,74b 64,9 64,86 b 81,9
D. p. . sp. meridionalis 43,74 ab 54,18b 65,5 64,84 b 81,8
Teste F 9,94** 36,43**  _ 23,97** _
D.M.S. (Tukey) 3,45 4,65 _ 3,73 _
Meios _ _ _ _ _
BDA 43,99 a 60,90a 755 65,67 a 82,6
BDA+M 42,19 a 56,58b 68,9 65,94 a 82,8
Teste F 4,13 ns 13,11 _ 0,08 ns _
D.M.S. (Tukey) 1,83 2,46 _ 1,98 _
Interacdo PXM 0,99 ns 268ns _ 2,23 ns _
CV(%) 5,82 5,75 B 4,12 B

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,01); CV
=coeficiente de variacdo; (1) Dados transformados em arco seno VP/100; (2) Dados originais expressos em
porcentagem; * Significativo a 5% de probabilidade; ** Significativo a 1% de probabilidade; P- Patégeno; M-
meios; BDA- meio de cultura batata, dextrose e agar; BDA+M- meio de cultura batata, dextrose e agar adicionado
com manitol a concentragéo de -1,0 Mpa.
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de exposicdo das sementes ao meio de cultura ndo é necessario 0 uso de
manitol.

Pelo teste de envelhecimento acelerado verifica-se que os fungos C.
dematium var. truncata, P. sojae e D. phaseolorum f. sp. meridionalis afetaram
significativamente o vigor das sementes pois, houve diferenca estatistica com
relagéo as sementes ndo inoculadas. Nao ocorreu diferenca estatistica entre os
fungos em estudo com relacao a porcentagem de sementes germinadas.

No teste de frio (TF) todos os fungos influenciaram de forma negativa a
germinagdo das sementes da cultivar Embrapa 48, e ndo houve diferenga
significativa entre eles. Nao houve interacao significativa entre patégenos e
meio de cultura utilizado.

FRIGERI (2007), trabalhando com as cultivares de Feijao Carioca e FT
Nobre, verificou que os fungos Macrophomina phaseolina e C. dematium var.
truncata também afetaram a germinacdo das sementes envelhecidas
artificialmente. Quanto ao meio de cultura nao verificou diferenga estatistica em

relacdo ao uso de manitol para restricao hidrica.

4.2.3. Teste de condutividade elétrica

Observando os dados contidos na Tabela 7 verifica-se que para
sementes inoculadas artificialmente por contato com os fungos em meio de
cultura BDA sem restricao hidrica, houve diferenca significativa no resultado da
condutividade elétrica entre sementes sadias e inoculadas, porém nao houve,
entre as sementes inoculadas para cada fungo em estudo. As sementes
inoculadas com os fungos apresentaram maior lixiviagao de eletrélitos na agua
de embebicdo o que sugere ter menor vigor. Resultado semelhante foi
encontrado para sementes inoculadas artificialmente por contato com os
fungos em meio de cultura BDA com restricao hidrica.

Esses resultados diferem dos encontrados por RAMOS (2005), que nao
verificou diferengas em vigor, no teste de condutividade elétrica, em sementes

de milho sadias e infectadas por Fusarium gramineaum.
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De uma maneira geral o uso de manitol para restricdo hidrica em meio
de cultura nao influenciou os resultados do teste de condutividade elétrica.

Segundo FRIGERI (2007), os valores de condutividade elétrica da agua
de embebicdo para sementes de feijao de duas cultivares inoculadas de
Colletotrichum truncata e C. lindemuthianum, nao foram alterados quando
comparados com a agua de embebicao de sementes sadias.

TASSI (2007), observou que em sementes da cultivar Embrapa 48
inoculadas com C. dematium var. truncata, e Phomopsis sojae, com 0 uso da
restricdo hidrica a uma concentracédo de -1,0 MPa, diferiram estatisticamente

da testemunha no teste de condutividade elétrica.

Tabela 7. Interferéncia dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata,
Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis
cultivados em BDA com e sem restricdo hidrica, nos resultados da
Condutividade elétrica (CE) em sementes de soja da cultivar

Embrapa 48 inoculadas artificialmente.

BDA BDA+M Média
Testemunha 52,89b B 71,05b A 61,97 b
C. dematium var. truncata 88,80 a A 80,85ab A 84,83 a
P. sojae 88,05a A 89,27 a A 88,66 a
D. p. f. sp. meridionalis 89,24 a A 89,57 a A 89,40 a
Média 79,74 A 82,68 A

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); BDA- meio de cultura batata dextrose e agar e
BDA+M- meio de cultura acrescido de manitol a uma concentragdo de -1,0 MPa.
Coeficiente da variagao(%)- 6,99; D.M.S para meio de cultura- 4,14 e para patégenos:
7,82; D.M.S para patégeno dentro de meio- 8,28, e D.M.S para meio dentro de patégeno-
11,07. F para patégeno- 41,89** (**: significativo a 1% de probabilidade) e para meio- 2,15
ns (ns: nao significativo); Interagcdo (Patégeno x meio)- 7,45**; CE- Dados expressos em

uScmtgh.



37

4.3. Composicao quimica da agua de embebicao das sementes

Uma porgédo significativa dos eletrélitos liberados pelas sementes
durante a embebicao é representada por varios ions inorganicos, dentre esses
destacam-se o potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg). Em virtude desse
fato analisou-se a concentragcdo de ions na solucdo de embebicao das
sementes do teste de condutividade elétrica.

Observando os dados obtidos na Tabela 8 verifica-se que de uma
maneira geral que o uso de manitol no meio de cultura (restricao hidrica), onde
os fungos foram cultivados e inoculados nas sementes, ndo interferiu na
quantidade de Ca e Mg lixiviados para a agua de embebicdo das sementes. O
mesmo nao ocorreu em relacdo ao K que foi detectado em maior quantidade
no lixiviado da agua de embebicdo das sementes inoculadas com os fungos
cultivados em meio de cultura acrescido de manitol.

Quando se compara a perda de K lixiviado verifica-se que a agua de
embebicdo das sementes inoculadas com D. phaseolorum f. sp. meridionalis
apresentou maior quantidade do elemento; os demais tratamentos néao
diferenciaram entre si indicando vigor semelhantes o que nao é real, pois no
teste de germinacao (Tabela 5) verifica-se que os fungos C. dematium var.
truncata, P. sojae e D. phaseolorum f. sp. meridionalis afetaram a porcentagem
de plantas germinadas. Isso indica ndo ser um bom parametro para se avaliar o
vigor das sementes.

Para Calcio verificou-se que na agua de embebicdo das sementes
sadias e inoculadas com P. sojae, a concentracdo desse elemento nao diferiu
significativamente e foi menor para sementes inoculadas com C. dematium var.
truncata e D. phaseolorum f. sp. meridionalis que também nao diferiram entre
Si.

Magnésio também foi encontrado em maior quantidade na agua de
embebicdo das sementes inoculadas com D. phaseolorum f. sp. meridionalis. A
concentracdo do ion foi semelhante na agua de embebicdo das sementes

inoculadas com C. dematium var. truncata e sementes sadias.
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Tabela 8. Efeito de Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis na
concentracao de K, Ca e Mg na agua de embebicdo de sementes da cultivar Embrapa 48 inoculadas por contato

com o fungo cultivado em BDA e BDA acrescido de manitol.

K Ca Mg

BDA BDA+M Média BDA BDA+M Média BDA BDA+M Média
Testemunha 1401,00b B 174250 b A 1751,75b 7525b A 53,00c B 64,13¢c 68,25b A 7225aA 70,25b
C. dematium var. truncata 1549,00 ab A 1541 50b A 154525 b 77,75b A 84,00 ab A 88,88 b 70,25b A 73,50a A 71,88b
Phomopsis sojae 1634,75ab A 1681,50 b A 1658,13 b 61,75b A 68,75 bc A 65,25 ¢ 46,00c A 52,50 b A 49,25 ¢
D. p. f. sp. meridionalis 1753,00 a B 2023,00a A 1888,00 a 99,50a A 100,75a A 100,13 a 101,50a A 84,255a B 92,88 a
Média 1584,44 B 1747,13 A - 78,56 A 76,63 A _ 71,50 A 70,63 A _
C V(%) 7,59 - - 12,21 - - 11,04 - -
D.M.S. (Fator meio) 92,27 - - 6,92 - - 5,72 - -
D.M.S. (Fator patégeno) 174,28 - - 13,07 - - 10,81 - -
D.M.S. (meio x patégeno) 184,53 - - - - - - - -
D.M.S. (patégeno x meio) 246,47 - - - - - - - -
F (meio) 13,25** - - 0,33 ns - - 0,10 ns - -
F (patégeno)) 12,15* - - 25,31** - - 41,32** - -
Interacao P X MEIO 3,58* - - 4,23* - - 3,94* - -

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e minUscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); BDA- meio de cultura batata dextrose e agar e BDA+M- meio de cultura
acrescido de manitol a uma concentragéo de -1,0 MPa.**: significativo a 1% de probabilidade ; *: significativo a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; ns- ndo significativo.P- patégeno ; M- meio de

cultura.
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4.4. Resultados obtidos nos testes realizados em sementes oriundas de
plantas inoculadas no campo

4.4.1. Teste de Sanidade de Sementes

O resultado dos testes de sanidade realizado nas sementes
oriundas das plantas inoculadas com os fungos C. dematium var. truncata, P.
sojae e D. phaseolorum f. sp. meridionalis no campo nas cultivares Embrapa
48, Goiania e Emgopa 313 estao contidos na Tabela 9.

Verifica-se que a inoculacao das plantas no campo com os fungos C.
dematium var. truncata; P. sojae e D. phaseolorum f. sp. meridionalis resultou,
em cada tratamento, em incidéncia daquele fungo nas sementes.

Para a cultivar Embrapa 48 a porcentagem de sementes infectadas no
tratamento C. dematium var. truncata foi de 55% de sementes infectadas; para
P. sojae foi de 43% e 18% para Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis.

Na cultivar Goiania, para o tratamento C. dematium var. truncata a
porcentagem de sementes infectadas com esse fungo foi de 51%; para
Phomopsis sojae foi de 39% e para Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis
foi de 12% (Tabela 9).

Para a cultivar Emgopa 313 os resultados obtidos para cada tratamento
foram 53% de sementes infectadas com C. dematium var truncata; 33% de
sementes infectadas com Phomopsis sojae e 15% de sementes infectadas com
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis (Tabela 9).

A porcentagem de C. dematium var. truncata nas sementes oriundas de
plantas inoculadas em condi¢ds de campo, nas trés cultivares, foi semelhante a
porcentagem de sementes inoculadas pelo fungo em condi¢cdes de laboratério
na cultivar Embrapa 48, indicando a alta taxa de transmissao desse patégeno
da planta mée para as sementes.
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Tabela 9. Incidéncia (%) dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp.
meridionalis nas sementes oriundas de plantas inoculadas no campo da cultivar Embrapa 48, Goidnia e Emgopa 313.

................. Embrapa 48.................. SN C o -1 o - V. S = 1 [o o] o = C J I M
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Fungos ¢cp sb ¢b sSpb ¢b SsSb ¢CD SD CD SD CD SD CD SD CD SD CD SD CD SD CD S/D C/D S/D
C. d. var. truncata - - 55 59 - - - - - - 51 52 - - - - - - 53 50 - - - -
P. sojae - - - - 43 48 - - - - - - 39 42 - - - - - - 33 40 - -
D. p. 1. sp. meridionalis. - - - - - - 18 25 - - - - - - 12 21 - - - - - - 15 20
1-Testemunha; 2-Colletotrichum dematium var. truncata; 3- Phomopsis sojae; 4- Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis C/D- Sementes com desinfestacdo superficial; S/D- Sementes sem desinfestacao superficial.



4.4.2. Testes de vigor

4.4.2.1. Teste de germinacao

O teste de Germinacdao foi realizado em sementes colhidas de plantas
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inoculadas no campo, com os diferentes fungos e os resultados obtidos séo

apresentados na Tabela 10

Para germinacdo em areia observou-se que houve diferenca significativa em

relacdo a testemunha nos resultados de todos os tratamentos, com excecao de C.

dematium var. truncata e P. sojae na cultivar Goiania, mostrando que os fungos em

estudo afetaram a germinacdo das sementes.

Entre os tratamentos, as sementes inoculadas com D. phaseolorum f. sp.

meridionalis apresentaram menores porecentagens de germinacdo seguidos pelos

tratamentos de inoculacao com P. sojae e C. dematium var. truncata.

Tabela 10. Interferéncia dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae

e Diaporhte phaseolorum f. sp. meridionalis na germinagdo em areia e rolo de

papel em sementes de soja, nas cultivares Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313

provenientes de plantas inoculadas no campo.

Tratamentos Embrapa 48 'GO|an|a Emgopa 313
areia papel areia papel areia papel
Testemunha 66,0 a 64,17 a 61,7 a 64,53 a 73,9 a 64,19 a
C. dematium var. truncata 549 b 59,86 b 61,4 a 60,70 b 61,4b 57,15Db
P. sojae 54,3 b 61,03ab 58,5ab 54,51 c 60,2 b 51,68 b
D. p. f. sp. meridionalis 53,7 b 55,56 ¢ 519b 53,29 ¢ 55,9 b 53,15 b
CV (%) 6,00 2,95 6,29 2,91 7,40 4,66
D.M.S. 7,31 3,92 7,71 3,74 9,86 5,83

Médias seguidas da mesma letra miniscula nas colunas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); CV(%) = Coeficiente de

variagdo. Dados expressos em porcentagem.

No teste de germinagdo em rolo de papel os resultados foram semelhantes

aos encontrados no teste de germinacao em areia. Observa-se pela Tabela 10 que
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de uma maneira geral D. phaseolorum f. sp. meridionalis foi mais efetivo em reduzir a
germinacao das sementes que os outros fungos em estudo.

Segundo HENNING (1996) plantulas oriundas de sementes com Phomopsis
sp. que conseguem emergir s&o fracas ou tém cotilédones infectados, cujos sintomas
s6 aparecem quando se aproxima da maturidade. Dependendo da incidéncia do
fungo Phomopsis sp., em semente de soja, o teste padrao de germinacao (rolo de
papel, 25°C) pode tornar-se inviavel, enquanto que, 0 mesmo lote testado em caixa
plastica com areia (germinacao em areia) pode tornar o teste viavel.

Todos os fungos reduziram o poder germinativo das sementes na cultivar
Goiania, no teste de germinacao em rolo de papel. Esses resultados concordam com
CARVALHO (1989), que verificou varios trabalhos evidenciando que os fungos
transmitidos pelas sementes sdo responsaveis pela reducdo da germinacao dessas,
bem como de sua emergéncia em campo.

Analisando as Tabelas 5 e 10, para o teste de germinacdo tanto para
sementes oriundas de planta inoculadas em campo das diferentes cultivares:
Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313 como para sementes inoculadas em laboratério
da cultivar Embrapa 48 observam-se diferencas significativas entre as sementes
sadias e as inoculadas com os fungos em estudo, confirmando que as sementes

infectadas sofrem perda de sua capacidade germinativa.

4.4.2.2. indice de velocidade de emergéncia (IVE), teste de frio (TF),
envelhecimento acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE)

Os resultados dos testes de vigor: indice de velocidade de emergéncia (IVE),
teste de frio (TF), envelhecimento acelerado (EA) e condutividade elétrica (CE) para a
cultivar Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313 podem ser conferidos na Tabela 11.

Observa-se que ocorreu uma variagao dos resultados em relacao as sementes
inoculadas em laboratério e sementes provenientes de plantas inoculadas no campo.

Na cultivar Embrapa 48 observa-se efeito dos fungos sobre o vigor das
sementes de soja somente no teste IVE, onde a porcentagem de sementes

germinadas foi maior na testemunha. Entre as sementes provenientes de plantas
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inoculadas com os fungos em estudo a germinacao foi significativamente menor,
porém nao diferiu entre eles.

Nos testes de vigor: TF e EA ndo se observou diferenga significativa entre os
tratamentos.

Com relacédo a condutividade elétrica (CE) os dados mostraram que embora
nao haja diferenca estatistica entre os resultados das sementes sadias e inoculadas
com fungos, verifica-se que as sementes inoculadas com fungos apresentaram
menor quantidade de lixiviado na agua de embebicdo. Uma hipdtese para explicar o
ocorrido seria que o fungo consumiu nutrientes das sementes durante a colonizacao
dos tecidos.

Na cultivar Goiania verifica-se que nao houve diferenca estatistica entre o IVE
de sementes sadias e inoculadas, ou seja ndo houve interferéncia dos fungos na
qualidade fisiologica das sementes dessa cultivar. O mesmo ocorreu para TF, EA e
CE.

Para CE embora ndo tenha ocorrido diferenga significativa entre sementes
oriundas de plantas inoculadas e nao inoculadas com fungo, a quantidade de
lixiviados na dgua de embebicdo das sementes provenientes de plantas inoculadas
foi menor que a da sadia.

Para EA verificou-se que o tratamento de inoculagdo com D. phaseolorum f.
sp. meridionalis afetou o vigor das sementes e ndo diferiu estatisticamente de P.
sojae que por sua vez também nao diferiu do tratamento C. dematium var. truncata.

O melhor desempenho germinativo foi verificado entre as sementes
provenientes de plantas ndo inoculadas que por sua vez também nao diferiu das
sementes oriundas de plantas inoculadas com C. dematium var. truncata.

Com relacéao a cultivar Emgopa 313 nao houve interferéncia dos fungos em
estudo no vigor das sementes pelos testes de: IVE, TF e CE.

No teste de condutividade elétrica o resultado encontrado foi semelhante para
as trés cultivares estudadas. Embora nao tenha ocorrido diferenca significativa entre
as sementes oriundas de plantas inoculadas com os fungos e nao inoculadas,
verificou-se que o valor da CE na agua de embebicdo das sementes foi menor
naquelas inoculadas com os fungos, reforcando mais uma vez a hipétese de que ao

parasitar os tecidos das sementes o fungo consumiu nutrientes.
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Tabela 11.Interferéncia dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp.

meridionalis nos resultados dos testes de vigor avaliados pelo indice de velocidade de emergéncia em areia (IVE),

teste frio (TF), envelhecimento acelerado (EA), condutividade elétrica (CE) em sementes de soja nas cultivares

Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313.

EMBRAPA 48 GOIANIA EMGOPA 313---------==n=----
IVE TF EA CE IVE TF) EA) CE IVE TF EA CE
Testemunha 41,7 a 64,2 a 73,4 a 112,7 a 39,2 a 66,0 a 79,2 a 90,5a 39,3 a 741 a 79,1 a 104,1 a
C. d. var. truncata 343 b 60,7 a 72,1 a 95,2 a 39,0 a 64,4 a 76,9 ab 89,3a 39,6 a 71,2 a 70,2 a 93,5a
P.sojae 339b 579 a 69,1a 83,8 a 37,5a 63,1a 61,3 bc 74,8 a 379a 69,5 a 59,8 b 85,6 a
D. p. f. sp. meridionalis 33,8b 57,2 a 65,3 a 82,8 a 33,1 a 58,4 a 55,8¢c 72,0 a 33,8a 67,2a 58,8 b 84,6 a
D.M.S. 7,3 8,4 7,5 15,4 8,21 10,27 15,83 25,85 8,21 13,25 7,58 37,34
CV (%) 5,5 10,6 11,1 30,4 10,5 7,7 11,0 15,0 10,50 8,95 5,54 19,32

Médias seguidas da mesma letra minlscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); CV(%) = Coeficiente de variagdo. Dados originais para IVE, TF, EA expressos em
porcentagem. Para CE dados expressos em uScm'g.
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Esse fato leva a crer que o valor da CE na agua de embebicdo das sementes
nao é um vigor de sementes.

No teste de EA verificou-se que os fungos P. sojae e D. phaseolorum f. sp.
meridionalis influenciaram negativamente no vigor das sementes, ou seja afetaram a

germinagao.

4.4.3.Composicao quimica da agua de embebicao das sementes

Entre os eletrélitos liberados pelas sementes durante a embebicdo, uma
porcdo significativa é representada por varios ions inorganicos e dentre esses
destacam-se Potassio (k), Calcio (Ca) e Magnésio (Mg).

Os resultados da concentragdo dos ions Potassio (k), Calcio (Ca) e Magnésio
(Mg) na solucdo de embebigcdo das sementes do teste de condutividade elétrica s&o
apresentados na Tabela 12.

Observa-se que o ion mais lixiviado das sementes de soja da cultivar nas trés
cultivares foi o K, seguido de Ca e Mg. Esses dados concordam com os encontrados
por LEE & KARUNANITHI (1990), que verificaram para sementes de feijao e soja
resultados semelhantes, ou seja, as perdas de K foram muito altas, enquanto que as
perdas de ion bivalentes, tais como Calcio e Magnésio foram moderadas. Segundo
os autores uma hipbtese para explicar o ocorrido seria a habilidade de formarem
complexos com proteinas e acido fitico.

Os dados obtidos na Tabela 12, permitem concluir que de maneira geral,
sementes oriundas de plantas inoculadas no campo com os fungos em estudo
perderam menor quantidade de K, Ca e Mg para a agua de embebicao. Isso ocorreu,
provavelmente porque os fungos devem ter consumido esses ions durante sua
colonizagédo das sementes.

Para a cultivar Embrapa 48 a quantidade de K, Ca e Mg na &agua de
embebicdo das sementes oriundas de plantas inoculadas no campo com D.
phaseolorum f. sp. meridionalis e P. sojae foi significativamente menor quando

comparadas com sementes oriundas de plantas inoculadas com C. dematium var.
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fruncata que por sua vez também nao diferiu do tratamento testemunha.

Segundo GRIFFIN (1994) os fungos degradam compostos reciclando carbono,
nitrogénio e enxofre como nutrientes para o crescimento, causando deterioracéo de
materiais.

Com relacdo a cultivar Goiania o ion mais lixiviado para a 4gua de embebicao
das sementes foi o potassio (K), seguido do Calcio (Ca) e Magnésio como no caso da
cultivar Embrapa 48.

Nao foi observado diferenca significativa ente a lixiviacao de potassio, Calcio e
Magnésio nas sementes dos diferentes tratamentos para as cultivares Goiania e
Emgopa 313.

4.4.4. Teor de agua das sementes (TA)

O teor de agua das sementes provenientes de plantas inoculadas no campo
com os fungos em estudo calculado antes e apds o envelhecimento acelerado esta
presente na Tabela 13.

O teor de agua das sementes apresentou variagdes dentro do padrao aceito,
1- 4 pontos percentuais (MARCOS FILHO, 1987). No caso do teor de agua, esse
aspecto deve ser ressaltado, pois quando variagdes muito grandes sao verificadas,
pode haver interferéncia nos resultados dos testes tanto de envelhecimento
acelerado, por haver variacdo acentuada na velocidade de umedecimento (diferentes
intensidades de deterioracdo) durante o teste (MARCOS FILHO, 1987), assim como
para o teste de condutividade elétrica, conforme observados por véarios autores (TAO,
1978; LOEFLER et al., HAMPTON & TEKRONY, 1995; VIEIRA & KRZYZANOWSK ,
2002).

Um dos indicadores da uniformidade das condi¢des do envelhecimento
acelerado é o teor de 4gua das sementes antes e também apds o teste, pois as mais
Umidas sao mais sensiveis as condicoes do teste e, portanto, sujeitas a deterioracéo
mais intensa. Ao final do envelhecimento acelerado, essa mesma variacao é
tolerada, indicando uniformidade no teste. Atualmente a recomendagédo enfatiza
variagcao inferior a 2 pontos percentuais no teor de agua na instalacao, e apés o teste
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Tabela 12. Concentracéo de potassio (K), célcio (Ca) e magnésio (Mg) na agua de embebicao de sementes de soja oriundas

das cultivares Embrapa 48, Goiania e Emgopa 313, inoculadas no campo com os fungos Colletotrichum

dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis.

............................. EMBRAPA 48 GOIANIA EMGOPA 313 ...ceeveeereneene

K Ca Mg K Ca Mg K Ca Mg
Testemunha 2573,7 a 151,52 141,7 a 1968,0 a 124,7 a 103,2 a 2264,5 a 104,0 a 101,7 a
C. d. var. truncata 2023,7 ab 130,7 ab 117,5 ab 1938,5 a 120,0 a 97,7 a 22547 a 98,5a 98,5a
P.sojae 1850,5b 109,7 b 92,5b 16545 a 103,2 a 94,2 a 1951,2 a 91,5a 94,2 a
D. p. f. sp. meridionalis. 1830,0 b 103,0 b 92,0 b 1534,0 a 102,2 a 97,4 a 1782,0 a 86,5a 90,1 a
Médias 2069,5 123,7 110,9 1773,8 112,5 98,3 2063,1 95,1 93,7
D.M.S. 14,6 14,7 19,53 15,3 15,5 14,1 12,74 18,1 19,8
CV (%) 634,9 38,4 454 569,9 36,8 35,4 551,7 36,2 39,0

Medias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas nédo diferem entre si pelo teste Tukey (P>0,05); CV= Coeficiente de variagdo. K, Ca e Mg — dados expressos em mg/Kg de sementes.
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submetido ao envelhecimento acelerado, porém se excederem esses limites sao
considerados excessivos e determinam a necessidade de repeticdo do teste
(MARCOS FILHO, 1987).

Tabela 13. Teor de agua de sementes de soja, cultivar Embrapa 48, Goiania e
Emgopa 313 antes e apés o envelhecimento acelerados, em funcao dos
tratamentos instalados em condi¢des de campo.

Fungos Embrapa 48 Goiania Emgopa 313
1 2 1 2 1 2
Testemunha 9,11 23,10 9,15 23,14 9,20 23,20
C. dematium var. truncata 8,50 22,20 8,76 23,10 8,40 22,10
Phomopsis sojae 8,52 22,22 8,74 23,07 8,38 22,08
D. phaseolorum f. sp. meridionalis 8,69 22,90 8,86 23,11 8,35 22,05

1-Teor de agua inicial da semente; 2- Teor de agua apds o envelhecimento acelerado. Dados expressos em porcentagem.

4.4.5. Peso de 1000 sementes

Os resultados do peso de 1000 nas sementes provenientes de plantas
inoculadas em campo podem ser conferidos na Tabela 14.

Para a cultivar Goiadnia a inoculacdo dos fungos néao interferiu
significativamente nesse parametro. Situacdo semelhante ocorreu para a cultivar
Emgopa 313 onde o tratamento testemunha e dos fungos Colletotrichum dematium
var. truncata e Phomopsis sojae nao diferiram estatisticamente entre si, apenas o
fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis reduziu significativamente o peso de
1000 sementes.

Para a cultivar Embrapa 48 o fungo Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis
e Phomopsis sojae afetaram significativamente o peso de 1000 sementes quando
comparados com a testemunha que por sua vez nao diferiu significativamente do

tratamento com Colletotrichum demtium var. truncata.
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Tabela 14. Efeito dos fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae
e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis inoculadas em plantas no

campo nas cultivares Embrapa 48, Goidnia e Emgopa 313, no Peso de
1000 sementes.

Tratamentos Embrapa 48 G(()si;“)mia Emgopa313
Testemunha 145,5 a 176,7 a 171,4 a
C. dematium var. truncata 143,0 ab 174,8 a 167,8 a
Phomopsis sojae 137,0 bc 170,2 a 164,2 a
D. phaseolorum . sp. meridionalis 135,2¢c 169,2 a 150,2 b
CV (%) 3,45 10,99 5,73
D.M.S. 6,60 25,93 12,78

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05); CV(%) = Coeficiente
de variacao.
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V. CONCLUSAO

Os dados obtidos nesse trabalho permitem concluir que:

A inoculacao artificial de sementes, por sobreposicdo dessas em meio de
cultura por 20 horas com os fungos Colletotrichum dematium var. truncata,
Phomopsis sojae e Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis na cultivar
Embrapa 48 ¢é eficiente para o estudo da interferéncia desses organismos na

qualidade fisiologica das sementes

Os fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis inoculados artificialmente em
sementes de soja da cultivar Embrapa 48 afetam negativamente a

germinagao.

O uso de Manitol para restricao hidrica (-1 MPa) em meio da cultura BDA pode
ser recomendado em inoculacdes artificiais de sementes com fungos, por néao
alterar a eficiéncia do processo de infeccao e evitar o excesso de absorcao de

agua do meio de cultura, pelas sementes.

Os fungos Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e
Diaporthe phaseolorum f. sp. meridionalis afetam o vigor das sementes o que
pode ser detectado pelo indice de velocidade de emergéncia, teste frio e
envelhecimento acelerado em sementes de soja inoculadas artificialmente em

laboratorio.

Os fungos em estudo, quando presentes nas sementes, influenciam no
resultado do teste de condutividade elétrica levando a interpretacdo erronea
no que diz respeito a avaliagdo do vigor de sementes.
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e Colletotrichum dematium var. truncata, Phomopsis sojae e Diaporthe
phaseolorum f. sp. meridionalis, quando presentes nas sementes afetam a

concentracao de Potassio, Calcio e Magnésio na agua de embebicao.
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