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FUNGOS FITOPATOGÊNICOS ASSOCIADOS ÀS SEMENTES DE Paspalum 
guenoarum ARECH. ECÓTIPO “AZULÃO”: CARACTERIZAÇÃO, 
PATOGENICIDADE E CONTROLE1 
 
Autor: Bruno Frosi Gasparetto 

Orientadora: Carolina Bremm 

 
RESUMO – O objetivo deste estudo foi determinar as espécies de fungos 
fitopatogênicos presentes em sementes de P. guenoarum Arech. ecótipo 
“Azulão”, bem como, verificar a sensibilidade in vitro dos fungos isolados a 
diferentes fungicidas e avaliar a eficiência do tratamento químico no controle de 
fungos e no desempenho fisiológico das sementes. Cinco lotes de sementes 
(2011, 2012, 2013, 2014 e 2015), obtidos de área experimental na 
EEA/UFRGS, foram analisados quanto à qualidade física e fisiológica através 
dos testes de umidade, pureza, germinação e vigor (PCG, IVG e TZ). Para a 
avaliação da qualidade sanitária fez-se o isolamento dos fungos fitopatogênicos 
associados às sementes pelo método de “blotter test”. A patogenicidade dos 
fungos encontrados foi avaliada por inoculação de plântulas, através de 
suspensões de conídios. Os fungos fitopatogênicos foram caracterizados 
através de análise morfológica e molecular. Para a caracterização molecular 
utilizou-se o espaçador interno de transcrição de rDNA [primers ITS1 / ITS4] e 
o gene RNA polimerase II (RPB2) [primers 5f2 / 7cr]. Por meio de ensaios de 
fungitoxicidade in vitro, estudou-se a sensibilidade dos isolados fúngicos 
detectados nas sementes, testando-se quatro fungicidas (Carboxina + Tiram, 
Cabendazim + Tiram, Metalaxil-M + Fludioxonil e Tiofanato-metílico) e cinco 
concentrações (1; 2,5; 5; 10 e 30 ppm), determinando-se a DL50. Os fungicidas 

mais eficientes foram avaliados no tratamento das sementes, somente no lote 
2015. Os lotes 2014 e 2015 apresentaram maior porcentagem de germinação e 
vigor. As espécies de fungos fitopatogênicos mais frequentes nos lotes de 
sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão” são Bipolaris micropus, Curvularia 
geniculata, Fusarium incarnatum e Phoma herbarum. Em condições in vitro, o 
fungicida Carboxina + Tiram inibe com alta eficácia (DL50 < 1 ppm) o 
crescimento micelial dos fungos F. incarnatum, C. geniculata e B. micropus, ao 
passo que Metalaxil + Fludioxonil inibe com alta eficácia os fungos P. 
herbarum, C. geniculata e B. micropus. O tratamento químico com os 
fungicidas Carboxina + Tiram, Metalaxil-M + Fludioxonil e a combinação de 
ambos os produtos nas sementes de P. guenoarum é eficiente no controle de 
B. micropus, C. geniculata, F. incarnatum e P. herbarum e promove melhor 
desempenho fisiológico.   

 
 

Palavras-chave: forrageira nativa, fungicidas, sanidade, vigor 

 

___________________________ 

1Dissertação de Mestrado em Zootecnia – Plantas Forrageiras, Faculdade de 
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, 
Brasil. (66 p.) Março, 2017.  
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Paspalum guenoarum ARECH. ECOTYPE “AZULÃO” SEED-BORNE 
FUNGI: CHARACTERIZATION, PATHOGENICITY AND CONTROL1 

 
Author: Bruno Frosi Gasparetto  
Advisor: Carolina Bremm 

 
ABSTRACT - This study was aimed to determine the phytopathogenic fungi 
species present in P. guenoarum Arech seeds. "Azulão" ecotype, as well as to 
verify the in vitro sensitivity of the isolated fungi to different fungicides and to 
evaluate the efficiency of the chemical treatment in the control of fungi and the 
physiological performance of the seeds. Five seed lots (2011, 2012, 2013, 2014 
and 2015), obtained from the experimental area of the EEA / UFRGS, were 
analyzed for physical and physiological quality by means of moisture, purity, 
germination and vigor tests (PCG, IVG and TZ). For the evaluation of the 
sanitary quality, the phytopathogenic fungi associated to the seeds were 
isolated by the blotter test method. The pathogenicity of the fungi found was 
evaluated by inoculation of seedlings by conidial suspensions. Phytopathogenic 
fungi were characterized by morphological and molecular analysis. The internal 
transcription spacer of rDNA [primers ITS1 / ITS4] and RNA polymerase II 
(RPB2) [primers 5f2 / 7cr] was used for the molecular characterization. The 
sensitivity of the fungal isolates detected in the seeds was evaluated using four 
fungicides (Carboxin + Thiram, Cabendazim + Thiram, Metalaxyl-M + 
Fludioxonil and Thiophanate-methyl) and five concentrations (1; 2,5; 5; 10 and 
30 ppm), the LD50 being determined. The most efficient fungicides were 
evaluated in the treatment of seeds only in lot 2015. The lots 2014 and 2015 
presented a higher percentage of germination and vigor. The species of 
phytopathogenic fungi most frequent in seed lots of P. guenoarum ecotype 
"Azulão" are Bipolaris micropus, Curvularia geniculata, Fusarium incarnatum 
and Phoma herbarum. In vitro conditions, the fungicide Carboxin + Thiram 
inhibits the mycelial growth of the fungi F. incarnatum, C. geniculata and B. 
micropus with high efficacy (LD50 < 1 ppm), whereas Metalaxyl + Fludioxonil 
inhibits with high efficacy the fungi P. herbarum, C. geniculata and B. micropus. 
The chemical treatment with the fungicides Carboxin + Thiram, Metalaxyl-M + 
Fludioxonil and the combination of both products in the seeds of P. guenoarum 
is efficient in the control of B. micropus, C. geniculata, F. incarnatum and P. 
herbarum and promotes better physiological performance. 
  
 
keywords: native forage, fungicides, sanity, vigor 
 

 

 

 
___________________________ 

1Master of Science dissertation in Forrage Science – Faculdade de Agronomia, 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (66 p.) 
March, 2016.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A pecuária de corte é uma das atividades primárias de maior 
importância econômica para a região sul do Brasil. No Rio Grande do Sul, a 
produção animal com base em pastagens naturais representa uma importante 
opção de uso sustentável do Bioma Pampa (Nabinger et al., 2009). Neste 
contexto, várias espécies se destacam pelo bom valor forrageiro, dentre elas, 
Paspalum guenoarum Arech. ecótipo “Azulão”.  

Devido as suas características agronômicas, produtividade e 
composição química, o ecótipo “Azulão” tem sido utilizado em programas de 
seleção e melhoramento genético, desenvolvidos no Departamento de Plantas 
Forrageiras e Agrometeorologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 
(DPFA/UFRGS), com vistas à seleção de recombinantes desejáveis (Pereira et 
al., 2011; Pereira et al., 2015). Em complemento, a linha de pesquisa em 
Ecologia, Produção e Tecnologia de Sementes Forrageiras direciona seus 
estudos para práticas que melhorem a produção e a qualidade das sementes 
utilizadas nesses programas.  

A semente é utilizada como forma de propagação do potencial 
genético de P. guenoarum. Neste sentido, entre os vários atributos envolvidos 
no controle de qualidade de sementes selecionadas, destaca-se a condição 
fitossanitária e fisiológica das mesmas, que por sua vez, exerce influência sobre 
a germinação, desenvolvimento de plântulas, longevidade e produtividade das 
espécies forrageiras (Fernandes et al., 2005; Vechiato & Aparecido, 2008).   

Em laboratório, o teste de germinação é um importante parâmetro de 
avaliação da qualidade fisiológica das sementes (Brasil, 2009). No entanto, em 
avaliações realizadas durante testes de germinação de lotes de sementes de P. 
guenoarum ecótipo “Azulão’’, tem-se observado alta incidência de fungos, 
podridão de sementes e morte de plântulas 3 a 4 dias após a germinação, o que 
pode ser um indicativo da presença de fungos fitopatogênicos nas sementes. 
Dentre os sintomas causados por esses organismos, destaca-se lesões foliares 
em plantas adultas. Durante visitas ao campo de produção de sementes, há 
indicativos de que fungos fitopatogênicos estejam interferindo no potencial 
genético das mesmas.   

Dentre os agentes patogênicos, os fungos são os mais ativos, e 
englobam o maior número de espécies associadas às sementes (Brasil, 2009). 
Em gramíneas forrageiras, fungos fitopatogênicos a exemplo de Alternaria sp., 
Drechslera sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Fusarium sp. e Phoma sp. tem sido 
comumente associados ao decréscimo nos padrões de germinação e vigor das 
sementes, além de redução da longevidade das mesmas sob armazenamento 
(Almeida & Reis, 2009; Medina et al., 2009; Marchi et al., 2010). Esse fato gera 
a necessidade de controlar tais fungos, a fim de evitar prejuízos na 
produtividade das pastagens.  

Neste contexto, o diagnóstico fitossanitário, com base em análises de 
detecção e determinação de patógenos que constituam ou possam constituir 
ameaças à qualidade das sementes, serve de orientação para a tomada de 
decisões quanto ao produto e/ou manejo mais adequado a ser utilizado no 
cultivo em questão.  
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Embora vários autores (Vechiato & Aparecido, 2008; Mallmann et al., 
2013; Santos et al., 2014) tenham detectado fungos fitopatogênicos associados 
à sementes de espécies forrageiras, até o momento, não há relatos sobre a 
ocorrência de fungos em sementes de P. guenoarum, a patogenicidade destes 
e o controle mais eficiente.   

Partindo-se do pressuposto de que fungos associados às sementes 
de P. guenoarum ecótipo “Azulão” reduzem a qualidade sanit ria e fisiológica 
das mesmas, com base em observações preliminares realizadas em laboratório, 
o presente estudo teve como objetivos: 1) determinar as espécies de fungos 
fitopatogênicos presentes em cinco lotes de sementes; 2) verificar a 
sensibilidade in vitro dos fungos isolados a diferentes fungicidas; 3) avaliar a 
eficiência do tratamento químico no controle de fungos e no desempenho 
fisiológico das sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”.    
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

                 2.1. Paspalum guenoarum Arech. ecótipo “Azulão” 
 

O gênero Paspalum compreende mais de 400 espécies tropicais e 
subtropicais de ocorrência natural em várias regiões do mundo, especialmente 
na América do Sul, apontado como o centro de origem e diversificação de boa 
parte das espécies deste gênero (Batista & Godoy, 1998). Muitas dessas 
espécies estão presentes em abundância em pastagens naturais do Paraguai, 
Uruguai, nordeste da Argentina e sul do Brasil, onde representam algumas das 
melhores gramíneas forrageiras (Valls, 1980; Allen & Valls, 1987; Oliveira, 
1995).  

Segundo Valls (1992), estão referidas aproximadamente 130 
espécies de Paspalum no Brasil, agrupadas em diferentes grupos taxonômicos 
(Chase, 1929). Entre as espécies referidas, 62 ocorrem nos campos naturais do 
estado do Rio Grande do Sul (Boldrini et al., 2008), boa parte delas com 
características químicas e morfológicas importantes para a pecuária de corte do 
estado (Costa & Scheffer-Basso, 2003; Baréa et al., 2007).  

Dentre os grupos taxonômicos de Paspalum, o grupo Plicatula é o 
mais importante no Brasil e na América do Sul, sendo conhecido por suas 
características agronômicas, que servem de fonte de alimentação para animais 
silvestres e domesticados (Meireles et al., 2013). A alta adaptabilidade e a 
ampla variabilidade genética em caracteres de interesse forrageiro são as 
principais características das espécies que compõe o grupo (Pereira et al., 
2012; Cidade et al., 2013). Entre estas espécies, é comum a presença de 
populações geneticamente únicas, constituindo verdadeiros “ecótipos” (Prates, 
1970). Esse é o caso da espécie Paspalum guenoarum ecótipo "Azulão". 

Trata-se de uma gramínea forrageira perene, de hábito cespitoso, 
com plantas robustas de coloração verde-azulada, podendo alcançar de 0,8 a 
2,0 m de altura; possui bainhas maiores que os entrenós, geralmente glabras; 
lâmina foliar glabra, plicada nas margens, com nervura central esbranquiçada; 
inflorescência formada por 6 racemos; antécio castanho escuro brilhante; 
floresce e sazona de março a abril (Barreto, 1974; Paim & Nabinger, 1982). No 
Rio Grande do Sul, a espécie ocorre nas formações vegetais da Depressão 
Central, Campos de Cima da Serra, Planalto e Encosta da Serra do Sudeste 
(Barreto, 1974).  

De acordo com Pereira et al. (2012), dentre as características que 
evidenciam seu bom valor forrageiro, a espécie apresenta altos níveis de 
produção de matéria seca total (15.995 kg/ha-1), matéria seca de folhas (11.218 
kg/ha-1), alta digestibilidade, aceitabilidade e tolerância as baixas temperaturas. 
Steiner (2005), avaliando genótipos de P. guenoarum e P. notatum, verificou 
que o Azulão produziu teores médios de 15% de proteína bruta. A boa produção 
de forragem no período de outono-inverno, período de maior carência alimentar 
do rebanho sul-brasileiro, também é citada por pesquisadores como importante 
característica agronômica desta espécie (Otegui et al., 2005; Steiner, 2005; 
Sawasato, 2007). Motta (2014), avaliando caracteres agronômicos em vinte 
híbridos interespecíficos do gênero Paspalum, para a obtenção de cultivares 
melhoradas geneticamente, constatou superioridade na produção de forragem 
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do “Azulão” em relação aos demais genótipos, confirmando o resultado 
encontrado por Pereira et al. (2012). 

Lopes et al. (2016), avaliando o manejo de cortes consecutivos na 
produção e qualidade de sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”, 
obtiveram, nos tratamentos com zero e um corte, a maior produção de 
sementes (850,3 kg/ha-1 e 784,9 kg/ha-1, respectivamente). No mesmo trabalho, 
para o segundo ano de produção de sementes, os mesmos tratamentos 
apresentaram os maiores valores de germinação (79,3 e 75,0%, 
respectivamente). Otegui et al. (2005) obtiveram porcentagens de germinação 
de 58% e 64,75% nos melhores tratamentos, ao comparar efeitos de luz e 
temperatura na germinação de sementes de P. guenoarum. 

A semente é a principal forma de propagação e distribuição dos 
avanços genéticos de muitas espécies vegetais, inclusive as do gênero 
Paspalum. Segundo Lopes & Franke (2011), dentre as características 
importantes de uma planta forrageira, a capacidade de produzir sementes 
viáveis é de extrema importância para a sua propagação. Trabalhos realizados 
com Paspalum apontam baixa capacidade de produção de sementes viáveis e 
multiplicação comercial limitada pela falta de estudos sobre a influência das 
práticas de manejo na qualidade das sementes produzidas (Pizarro, 2000; 
Soster, 2009; Lopes & Franke, 2011).  

A produção de sementes é um processo complexo e condicionado 
por uma série de fatores. Batista & Godoy (1998), avaliando a capacidade de 
produção de sementes de acessos de Paspalum, dentre eles P. guenoarum, 
observaram variabilidade quanto à capacidade fisiológica de produção de 
sementes viáveis, destacando-se, para época de florescimento, germinação das 
sementes, tolerância à presença de patógenos e vigor das plântulas no 
estabelecimento a campo. Pinto et al. (1984), apontaram a baixa qualidade das 
sementes viáveis como uma das principais causas da espécie P. guenoarum 
ecótipo “Azulão” não ter boa difusão. 

 
2.2. Importância da qualidade fitossanitária das sementes 
 
Na produção de sementes, além do rendimento, deve-se considerar  

a qualidade das sementes produzidas (Bahry, 2007). O Ministério da 
Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA, regulamenta e fiscaliza através 
de normas e padrões de identidade, qualidade,  produção e a comercialização 
de sementes de espécies forrageiras em todo o território nacional (MAPA, 
2008).  

O termo “qualidade das sementes” envolve um conjunto de atributos 
genéticos, físicos, fisiológicos e sanitários. Esses atributos determinam a 
capacidade da semente originar um estande uniforme, constituído de plantas de 
alta produtividade, vigorosas, livre de pragas e doenças (Popinigis, 1985). As 
informações referentes à qualidade são obtidas em testes específicos 
conduzidos em laboratórios de análise de sementes, a partir de amostras que 
representem o lote que se deseja analisar (Brasil, 2009). 

De acordo com Bevilaqua & Pierobom (1995), a utilização de 
sementes de baixa qualidade é um dos principais fatores que afetam a 
formação das pastagens. Dentre os fatores associados à qualidade das 
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sementes, a presença de patógenos constitui um dos principais limitantes na 
produção de plantas forrageiras.  

A importância dos problemas fitossanitários vem sendo reconhecida 
de forma crescente no controle de qualidade de sementes (Silva, 2014). De 
modo geral, a semente possui papel importante na disseminação de patógenos 
de plantas forrageiras. Lucca-Filho (2003) relata que este conhecimento deve 
ser aprofundado, visto que agentes patogênicos veiculados pelas sementes 
acabam sendo introduzidos nos campos de produção de forragem, onde em 
muitas situações, podem ocasionar perdas econômicas significativas.  

Segundo Teixeira et al. (1997), microrganismos patogênicos 
veiculados por sementes podem associar-se às mesmas de diferentes 
maneiras, contaminando-as, superficialmente, ou colonizando os seus 
tecidos internos. Em decorrência disso, patógenos podem ser introduzidos em 
áreas livres ou até mesmo o acúmulo destes pode ser observado em áreas já 
infestadas (Russomano et al., 2000; Oliveira et al., 2012). Esse efeito é notório 
em áreas de produção de forragem, e tende a ser agravado através de 
semeaduras consecutivas com sementes infectadas (Vechiato et al., 1997). 
Segundo Menten (1995), quanto maior é a incidência desses patógenos nas 
sementes, maiores serão os focos no campo.  

Conforme Henning (2004), além da introdução de importantes 
patógenos no campo, o inóculo presente na semente pode resultar em aumento 
progressivo de uma determinada doença, podendo refletir negativamente no 
valor comercial da cultura. Segundo Ito & Tanaka (1993), além das 
características de transmissão e suas consequências epidemiológicas, certos 
patógenos presentes nas sementes podem ocasionar efeitos diretos, tais como, 
redução do potencial germinativo, vigor, emergência, período de 
armazenamento, rendimento e produtividade das sementes.  

A condição sanitária das sementes no momento da germinação é um 
aspecto fundamental a ser considerado (Silva et al., 2007). Bevilaqua & 
Pierobom (1995) ressaltam que a presença de microrganismos, após o ponto de 
maturação fisiológica, ou no armazenamento das sementes, também representa 
uma ameaça à sanidade das mesmas, podendo causar redução no poder 
germinativo, menor desenvolvimento de plântulas nos primeiros estádios e, 
posteriormente, do rendimento das plantas (Pedroso, 2009). Segundo 
Fernandes (2005), o inóculo presente na semente pode causar impacto 
significativo no desenvolvimento das plantas, produção de sementes e 
persistência das forrageiras no campo, o que tende a trazer sérios prejuízos aos 
pecuaristas.  

O potencial germinativo das sementes é avaliado pelo teste de 
germinação (Brasil, 2009). Este teste, além de oferecer as condições ideais 
para o desenvolvimento das sementes, também fornece condições ideais para a 
presença de microrganismos patogênicos, como fungos e bactérias (Ferraz & 
Calvi, 2010). Em casos como este, lotes de sementes podem ser eliminados por 
não atingirem índices satisfatórios de germinação, o que diminui a oferta de 
sementes no mercado (Oliveira et al., 2012). 

Castellani et al. (1996) salientam que a presença de fungos nas 
sementes pode reduzir a capacidade germinativa de um lote e ocasionar 
problemas na interpretação dos resultados de testes de germinação, 
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conduzidos em condições de laboratório. Outros danos decorrentes da 
associação de patógenos com sementes incluem a morte em pré-emergência, 
podridão radicular, tombamento de mudas, manchas necróticas em folhas e 
caules, deformações, como hipertrofias e subdesenvolvimento, descoloração 
de tecidos e infecções latentes (Neergaard, 1979). 

A detecção de patógenos em sementes é imprescindível para a 
utilização de sementes não infectadas por patógenos. O teste de sanidade é um 
importante procedimento utilizado para avaliar a qualidade sanitária de um 
determinado lote de sementes, sendo efetuado através de diferentes métodos 
capazes de apontar a necessidade e orientar o seu tratamento em casos onde 
há presença de agentes patogênicos (Botelho et al., 2008). Segundo Henning 
(2004), além de fornecer informações para a avaliação do valor cultural, a 
análise da sanidade das sementes pode indicar as causas da baixa 
germinação, comum em amostras com altos índices de infecção. 

Dentre os agentes patogênicos, os fungos são os mais ativos, e 
englobam o maior número de espécies associadas às sementes (Brasil, 2009). 
O inóculo fúngico pode ser veiculado através da semente, na forma de micélio 
e/ou de esporos, sendo que a taxa de transmissão depende da quantidade e 
localização do inóculo na semente (Neergaard 1979, Tanaka & Machado, 1985). 
Além disso, em associação às sementes, os fungos destacam-se pela 
capacidade de sobrevivência em diversas condições ambientais, devido a 
produção de estruturas de resistência (Kruppa & Russomanno, 2009). 

Segundo Vechiato et al. (2010), dentre os fatores que limitam a 
qualidade e a produtividade das pastagens, estão as doenças causadas por 
fungos. Logo, a utilização de métodos de detecção acurados constituem 
ferramentas importantes no processo de identificação e no controle da 
introdução e disseminação destes agentes patogênicos (Vechiato & Aparecido, 
2008). 

 
2.3. Técnicas de determinação de fungos em sementes  
 
A determinação de fungos associados às sementes é de grande valor 

para a diagnose de doenças e para a melhor compreensão de um determinado 
patógeno. A opção de uma determinada técnica, dentre as vários existentes, 
depende das características do patógeno a ser analisado, das condições 
disponíveis e dos objetivos do teste (Neergaard, 1979).  

Os métodos mais utilizados para detecção de fungos mitospóricos ou 
anamórficos, recomendados pela International Seed Testing Association – 
ISTA, em sementes de gramíneas forrageiras são: método do papel de filtro 
(blotter test), papel de filtro modificado com congelamento (deep freezer) e 
método do plaqueamento em meio ágar sólido.  

Tradicionalmente, o método do papel de filtro é o mais utilizado em 
análises sanitárias de lotes de sementes. Segundo Lucca-Filho (2006) o método 
é utilizado para todos os tipos de sementes, com a vantagem de detectar um 
grande número de fungos. Dentre as variações deste método, para sementes 
forrageiras e cereais, o congelamento rápido facilita a leitura e favorece o 
desenvolvimento de certos fungos como: Fusarium, Dreschlera, Septoria e 
Phoma, entre outros (Henning, 2004).   
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O método de incubação das sementes em meio nutritivo com ágar, 
conhecido como meio BDA (batata-dextrose-ágar), também constitui 
ferramenta importante para a análise da qualidade sanitária de sementes. O 
meio BDA é geralmente utilizado em casos onde o blotter test não oferece 
condições adequadas para o crescimento e esporulação de patógenos 
específicos (Henning, 2004). Este método é capaz de detectar a presença de 
hifas, corpos de frutificação e esporos, independentemente de estarem 
localizados na superfície ou no interior das sementes (Oliveira et al., 2012).   

Nos métodos tradicionais, a identificação e caracterização de fungos 
é realizada com base em características morfológicas, como tipo de 
frutificação, tamanho, forma e cor de esporos (Brasil, 2009). Entretanto, a 
análise de características morfológicas e culturais podem não ser suficientes 
para uma caracterização precisa das espécies, uma vez que alguns caracteres 
podem apresentar similaridade entre espécies dentro do mesmo gênero 
(Menezes et al., 2010). Esta condição pode ser observada, por exemplo, no 
gênero Cercospora, onde várias espécies apresentam similaridade com relação 
ao tamanho de conídios (Welles, 1933). Além disso, a dificuldade de cultivo in 
vitro de espécies e incapacidade de quantificar com precisão o patógeno 
limitam a utilização destes métodos (Goud & Termorshuizen, 2003). 

Com o advento da biologia molecular, novas ferramentas baseadas 
em relações filogenéticas e variações de táxons trouxeram maior precisão e 
confiabilidade para a identificação e caracterização de espécies fúngicas 
(Hibbett et al., 2007). Técnicas moleculares desenvolvidas a partir da Reação 
em Cadeia da Polimerase (PCR) como o sequenciamento de DNA, têm sido 
ferramentas úteis na identificação de vários organismos, dentre eles os fungos. 
Segundo Majer et al. (1996), os marcadores moleculares constituem 
ferramentas importantes para a identificação e caracterização genética de 
populações de fitopatógenos.  

Dentre os marcadores moleculares utilizados, destaca-se o 
sequenciamento da região ITS (Internal Transcribed Spacer), que atua entre os 
genes 18S e 28S do rDNA e que pode ser amplificada com primers específicos 
ancorados nessas duas regiões (White et al., 1990). Essa região é altamente 
conservada intraespecificamente, mas variável entre diferentes espécies, o que 
possibilita a distinção ao nível específico (Samuels & Seifert, 1995; Fungaro, 
2000; Chen et al., 2004). Outros marcadores tais como fator de elongação 
(EF1-alfa), β-tubulina, actina, calmodulina e histona também são utilizados no 
sequenciamento de fungos.  

Vários trabalhos utilizando o sequenciamento da região ITS 
confirmaram diferenças genéticas importantes em genótipos morfologicamente 
indistintos (Goodwin, Dunkle & Zismann, 2001; Somai et al., 2002). Analisando 
relações filogenéticas em isolados de Fusarium solani por meio do 
seqüenciamento da região ITS, O’Donnell & Gray (1995) sugeriram a existência 
de espécies distintas classificadas dentro deste complexo. Manamgoda et al. 
(2012) descobriram que não há limite morfológico claro entre os gêneros 
Bipolaris e Curvularia e algumas espécies apresentam morfologia 
intermediária. Os mesmos autores recomendam a utilização de uma análise 
combinada de genes para a identificação definitiva de espécies. 
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Apesar das várias pesquisas conduzidas, muitas em fases 
avançadas, até o momento, nenhuma técnica molecular para determinação de 
fungos fitopatogênicos associados às sementes de Paspalum guenoraum é 
conhecida.  

 
2.4. Fungos fitopatogênicos em sementes forrageiras  
 
Dentre os microrganismos associados às sementes, os fungos estão 

entre os principais causadores de doenças em plantas forrageiras. Os fungos 
fitopatogênicos são responsáveis por causar perdas frequentes no rendimento 
e na qualidade das sementes (Lucca-Filho, 1999). De acordo com Neergaard 
(1979), os fungos podem provocar aborto, deformações e redução de tamanho, 
podridões, descolorações e necroses, com impacto direto na redução da 
viabilidade e da germinação das sementes.  

Schafer & Kotanen (2003) verificaram que fungos fitopatogênicos 
são prejudiciais à germinação e estabelecimento de plantas no campo em 
quatro espécies de gramíneas. Em sementes de azevém-anual (Lolium 
multiflorum Lam.), Lucca-Filho (1999) detectou grande quantidade de fungos 
reduzindo o número de plantas por área, dentre eles, Fusarium equiseti, 
Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana, Drechslera oryzae e Pyricularia 
grisea. 

No Bioma Pampa, sementes de espécies nativas, como no caso de 
Paspalum notatum, frequentemente apresentam baixo poder germinativo, 
muitas vezes relacionado a presença de fungos fitopatogênicos (Aguiar et al., 
2013). Fungos dos gêneros Fusarium, Aspergillus, Curvularia e 
Geniculosporium são os mais comumente encontrados em sementes de P. 
notatum (Aguiar et al., 2013). Segundo Fonseca & Martuscello (2010), a 
principal doença fúngica em P. notatum é o Ergot, causado por Claviceps 
paspali, que reduz a produção de sementes na variedade Argentina 
(Pensacola).  

Bahry et al. (2007), avaliando a qualidade fisiológica e sanitária de 
sementes de milheto, observaram, através do teste de sanidade, alta incidência 
de fungos e bactérias nas sementes. Em trabalho realizado por Bevilaqua & 
Pierobom (1995) com sementes de aveia preta, produzidas na região sul do 
Rio Grande do Sul, os fungos encontrados com maior frequência foram 
Helminthosporium sp., Phoma sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Cladosporium 
sp., Epicoccum sp., Rhizopus sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Nigrospora 
sp. e Curvularia sp., sendo que dos gêneros que causam prejuízos a 
emergência das plântulas, apenas Helminthosporium sp. e Phoma sp. 
ocorreram em elevadas incidências. 

Com relação a fungos que infectam sementes de gramíneas 
cultivadas, como no caso da braquiária, importantes patógenos têm sido 
detectados, como Claviceps maximensis e Ustilago operta, agentes etiológicos 
da mela-das-sementes e do carvão, respectivamente (Marchi et al., 2007; 
Marchi et al., 2008). Fungos potencialmente patogênicos como Bipolaris sp., 
Curvularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp., Fusarium sp. e Phoma sp., e 
fungos considerados secundários ou de armazenamento como Alternaria sp., 
Aspergillus sp., Cladosporium sp., Epicoccum sp., Nigrospora sp., Penicillium 
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sp. e Trichoderma sp. também são relatados com frequência em sementes de 
braquiária (Vechiato, 2004; Fernandes et al., 2005; Marchi et al., 2006).  

Vechiato & Aparecido (2008) relatam que os fungos dos gêneros 
Alternaria, Exserohilum, Curvularia, Phoma e Fusarium, comumente 
associados às sementes de Urochloa e Panicum, são considerados 
potencialmente patogênicos às diferentes espécies e cultivares destes gêneros 
de gramíneas forrageiras. Lasca et al. (2004) observaram evidências da 
transmissão de Phoma sp. e Curvularia sp.  em sementes de braquiária. O 
gênero Curvularia é apontado por Prabhu et al. (1999) como causador de 
mancha nas folhas e nas glumas em gramíneas. 

Em trabalho realizado por Mallmann et al. (2013), a análise sanitária 
indicou elevada incidência de fungos fitopatogênicos em sementes de 
Brachiaria sp. e Panicum maximum, com predominância de Bipolaris sp., 
Cladosporium sp., Curvularia sp., Alternaria sp., Fusarium sp. e Phoma sp. 
Estes constituem os fungos fitopatogênicos mais comuns nos campos de 
produção de sementes de forrageiras nos estados de Mato Grosso do Sul 
(MS), Mato Grosso (MT), Goiás (GO), Minas Gerais (MG) e São Paulo (SP). 
Neste sentido, os altos níveis de incidência de fungos fitopatogênicos reduzem 
a viabilidade das sementes (Neergaard, 1979), outros com crescimento rápido 
e agressivo como Fusarium sp. e Phoma sp. podem promover a morte da 
semente antes mesmo da germinação (Menten, 1995).  

Michalski et al. (2007) observaram a transmissão de Bipolaris sp. e 
Fusarium sp. das sementes de Panicum maximum infectadas naturalmente 
para a raiz e o sistema basal das plântulas até 50 dias após a semeadura. 
Cook (1985) alerta que diferentes espécies de Fusarium são capazes de 
infectar grandes quantidades de sementes de um dado lote, podendo ocorrer 
falhas na germinação ou originar plântulas com sintomas de fusariose. Para 
Mantovanelli et al. (1991), em trigo, a incidência de fungos Helminthosporium 
sp. não afetou a germinação de sementes, no entanto Alternaria sp., 
Aspergillus sp. e Phoma sp. reduziram o vigor das sementes.  

A inexistência de padrões de qualidade sanitária para a 
comercialização das sementes, assim como a falta de produtos registrados 
para tratamento das mesmas são apontados como fatores responsáveis pela 
ampla dispersão dos fungos patogênicos, contribuindo para o aumento da 
incidência de doenças nas pastagens (Guimarães et al., 2006).  

 
2.5. Tratamento químico de sementes  

 
O tratamento de sementes é uma ferramenta para a proteção desde 

a germinação até a fase inicial de desenvolvimento, com impacto direto na 
produtividade dos cultivos. 

De modo geral, o tratamento de sementes consiste na aplicação de 
substâncias químicas que preservem ou aperfeiçoem o desempenho das 
sementes, permitindo que as culturas expressem todo seu potencial genético e 
tem sido eficiente contra fitopatógenos (Menten & Moraes, 2010).  

A eficiência do tratamento de sementes depende do tipo e 
localização do patógeno, do vigor da semente e da disponibilidade de 
substâncias e processos adequados (Menten & Moraes, 2010). O tratamento 
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químico de sementes é uma das práticas agrícolas mais simples e econômicas 
recomendadas no controle preventivo de fungos patogênicos. De acordo com 
Goulart (2000), a utilização de fungicidas é um dos métodos de mais baixo 
custo no manejo integrado de doenças de plantas, não só com o interesse de 
eliminar os patógenos associados às sementes, mas também proteger as 
sementes e plântulas, durante sua fase inicial de desenvolvimento, de agentes 
patogênicos presentes na semente e no solo.  

De modo geral, fungicidas persistentes e estáveis são aplicados, 
principalmente, através de molhamento rápido das sementes. Existem 
equipamentos cada vez mais sofisticados, para o tratamento rápido e 
adequado das sementes. Normalmente, o tratamento de sementes com 
fungicidas é realizado imediatamente antes da semeadura, mas pode ser 
realizado ao final do beneficiamento (Menten & Moraes, 2010). 

Carvalho & Nakagawa (2000) ressaltam que o tratamento das 
sementes com fungicidas faz-se importante no controle de fitopatógenos 
presentes tanto nas sementes como no solo, além de evitar a introdução ou 
disseminação de patógenos transmitidos pelas mesmas. Segundo Balardin & 
Loch (1987), maiores percentuais de germinação e emergência das plântulas 
podem ser obtidos através do tratamento químico das sementes, uma vez que 
a infecção primária é retardada e o inóculo de patógenos radiculares e do solo 
são reduzidos.  

Existem fungicidas registrados para 16 culturas, eficientes contra 70 
fungos, incluindo agentes causais de podridão de sementes, plântulas, raízes e 
colo, murchas, mofo branco, manchas, oídios, ferrugens e caries/carvões 
(Menten & Moraes, 2010). Os mesmos autores referem que a mistura de 
fungicidas de diferentes modos de ação tem sido recomendada permitindo 
aumentar o número de alvos a serem controlados e o manejo de resistência 
prolongando o tempo de vida dos ativos.  

Em gramíneas forrageiras, vários trabalhos têm sido conduzidos 
com o intuito de avaliar a eficiência da utilização de fungicidas no tratamento 
químico de sementes. Guerra & Costa (2012), avaliando a eficiência de 
fungicidas no tratamento de sementes de Brachiaria brizantha cv. BRS Piatã, 
observaram efeito significativo na redução do aparecimento de doenças nos 
estágios iniciais de desenvolvimento vegetativo desta forrageira. Da mesma 
forma, Silva et al. (2002) observaram que patógenos importantes para cultura 
da aveia-branca (Avena sativa L.) e que são transmitidos pelas sementes são 
controlados pelo tratamento com fungicidas, como thiram, triadimenol e 
carboxin-thiram, garantindo melhor emergência, desenvolvimento das plântulas 
e alteração da microbiota (fungos, bactérias e actinomicetos). 

Em trabalho realizado por Lasca et al. (2001), os fungicidas thiram e 
carboxin + thiram apresentaram eficiência no controle de fungos em sementes 
de trigo. Do mesmo modo, estes fungicidas foram eficientes no controle de 
fungos associados às sementes de Brachiaria decumbens, entre eles, 
Fusarium spp., Curvularia sp. e Phoma sp. (Lasca et al. 2004).  

Migliorini (2012) observou que o uso dos fungicidas carboxina + 
tiram e metalaxil-m + fludioxonil foi importante para reduzir ou erradicar os 
fungos fitopatogênicos associados às sementes de canola. Os fungicidas 
fludioxonil + metalaxyl-M, fludioxonil + metalaxyl-M incolor e thiram foram 
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eficientes no controle dos fungos Penicillium spp.,  Alternaria tenuis,  Phoma 
sorghina,  Curvularia lunata e Drechslera turcica, em sementes de sorgo (Pinto, 
2004). 

Os fungicidas thiram + thiabendazol, thiram e carboxin + thiram, 
promoveram maior emergência de plântulas de Brachiaria decumbens, 
mediante o tratamento das sementes (Lasca et al., 2004). Dias & Toledo (1993) 
verificaram que os fungicidas captan, thiram, thiabendazol e iprodione + thiram, 
contribuíram para uma melhor germinação de sementes de Brachiaria 
decumbens escarificadas. Gotardo (2003) observou que as sementes de 
girassol tratadas com os fungicidas Vitavax-Thiram® e Maxim® proporcionaram 
maiores valores médios  de velocidade de emergência em relação às sementes 
sem tratamento. 

Em trabalho realizado por Schuch et al. (2006), o tratamento de 
sementes com o fungicida carboxina + tiram resultou em aumento da 
percentagem de germinação, para a avaliação realizada imediatamente após o 
tratamento, bem como foi eficiente na diminuição da incidência dos principais 
fungos associados às sementes de arroz, dentre eles, Fusarium spp., Alternaria 
spp., Gerlachia sp., Dreschlera spp., Curvularia sp. e Phoma sp. 

Conforme Santos (2009), pesquisas para avaliar a eficiência dos 
benefícios do tratamento químico de sementes, e a busca de novos fungicidas 
visando a melhoria da qualidade das sementes produzidas e comercializadas 
são constantes e de grande importância para empresas e produtores que 
atuam neste segmento. Esses estudos permitirão identificar e sugerir novas 
alternativas de fungicidas, assim como verificar os inúmeros benefícios que os 
mesmos podem trazer. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Identificação dos lotes de sementes  
 
Foram avaliados cinco lotes de sementes de P. guenoarum ecótipo 

“Azulão”, representando cinco safras diferentes (2011, 2012, 2013, 2014, e 
2015). As sementes foram produzidas na Estação Experimental Agronômica da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul – EEA/UFRGS, no município de 
Eldorado do Sul, RS (30º05'52" S, 51º39'08" W e altitude de 32 m). Os dados 
climáticos durante o desenvolvimento da cultura, nos cinco anos, foram obtidos 
de uma estação meteorológica localizada a 30 m da área experimental (Figura 
1). 
 

FIGURA 1. Temperatura média mensal (TM), precipitação mensal (PM) e 
normais (TN, PN) na Estação Experimental Agronômica da 
UFRGA, Eldorado do Su/RS. A) Lote 2011; B) Lote 2012; C) Lote 
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2013; D) Lote 2014; E) Lote 2015; F) Umidade relativa do ar no 
período de pós-antese até a colheita das sementes. 

 
O manejo do campo de produção iniciava no mês de outubro 

estendendo-se até a colheita das sementes em março. Após a colheita e 
beneficiamento das sementes, os lotes 2013, 2014 e 2015 foram embalados 
em sacos de papel “kraft” e acondicionados em c mara fria (10 °C ± 2; 40 ± 5% 
UR, aproximadamente), enquanto os lotes 2011 e 2012 permaneceram 
embalados em sacos de papel em condição ambiente (25 °C ± 5; 60 ± 10% 
UR, aproximadamente) até 2013, quando passaram para câmara fria com os 
demais lotes. 

 
3.2. Avaliação da qualidade física e fisiológica dos lotes  
 
Os experimentos foram conduzidas no Laboratório de Análise de 

Sementes do Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia 
(DPFA) da Faculdade de Agronomia da UFRGS, em Porto Alegre, RS.  

 
3.2.1. Pureza 

 
A análise de pureza foi realizada utilizando-se dez gramas de 

sementes de cada lote (sementes beneficiadas), separando a amostra em três 
frações (sementes puras, outras sementes e material inerte) e posteriormente 
pesadas em balança de precisão, conforme prescrito nas Regras para Análise 
de Sementes - RAS (Brasil, 2009). Os dados foram expressos em 
porcentagem. 

 
3.2.2. Grau de umidade  

 
Foi determinado pelo método da estufa a 105 ± 3 °C durante 24 h, 

em duas subamostras com aproximadamente 4,5 ± 0,5 g de sementes para 
cada lote (Brasil, 2009). Os dados foram expressos em porcentagem. 

 
3.2.3. Teste de germinação  

 
Foi realizado com quatro repetições de 100 sementes por lote, 

distribuídas em caixas pl sticas tipo “gerbox” (11 × 11 × 3,5 cm), tendo como 
substrato duas folhas de papel tipo “germitest” esterilizado e umedecido com 
solução de KNO3 a 0,2%, na proporção de 2,5 vezes a massa do substrato não 
hidratado, seguido de sete dias de pré-esfriamento (5-10 °C). Após o pré-
tratamento, as caixas foram acondicionadas em germinador do tipo “BOD”, sob 
regime alternado de temperatura e luz (20 °C/16 h no escuro e 30°C/8 h com 
luz). A luz foi fornecida por quatro lâmpadas fluorescentes (20 W; 1060 lm) 
localizadas no interior do germinador. Os resultados foram expressos em 
porcentagem de plântulas normais, plântulas anormais, sementes dormentes e 
sementes mortas obtidas no vigésimo primeiro dia (Brasil, 2009). 
 

3.2.4. Primeira contagem de germinação 
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Foi realizada considerando o número de plântulas normais no sétimo 

dia do teste de germinação (Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em 
porcentagem de plântulas normais.  

 
 
3.2.5. Índice de velocidade de germinação  
 
Foi obtido segundo a fórmula proposta por Maguire (1962), a partir 

do próprio teste de germinação, computando-se diariamente o número de 
sementes com protrusão radicular até o vigésimo primeiro dia.  

IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn.  Onde, G1, G2 e Gn = no de 
plântulas normais na 1a contagem, 2a e última, respectivamente. N1, N2 e Nn = 
no de dias de semeadura à 1a, 2a e última contagem. 
  

3.2.6. Teste de tetrazólio  
 

Foi realizado no Laboratório de Análise de Sementes da Fundação 
Estadual de Pesquisa Agropecuária (Fepagro), em Porto Alegre, RS. 

Utilizou-se 200 sementes de cada lote, subdivididas em quatro 
repetições de 50 sementes. Estas foram seccionadas longitudinalmente e 
medianamente, através do embrião, e imediatamente submersas em solução 
de tetrazólio (2,3,5 cloreto de trifenil tetrazólio) a 0,5%, em recipientes plásticos 
mantidos por 24 horas em BOD a 30 oC, no escuro, para coloração. Após o 
desenvolvimento da coloração, as sementes foram lavadas em água corrente e 
deixadas submersas em água até o momento da avaliação. Os embriões foram 
individualmente examinados e, de acordo com a extensão, intensidade dos 
tons avermelhados, presença de áreas brancas leitosas, aspecto dos tecidos e 
localização destas colorações em relação às áreas essenciais ao crescimento, 
foram individualmente classificados em viáveis e inviáveis (Brasil, 2009). Os 
resultados foram expressos em porcentagem de sementes viáveis. 

 
3.2.7. Delineamento experimental e análise estatística 
 
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente 

casualizado, com quatro repetições por lote para todas as variáveis avaliadas, 
com exceção do grau de umidade, no qual foram utilizadas duas repetições. A 
análise de variância (teste F) foi realizada por meio do PROC GLM do 
Statistical Analysis System™ program, version 9.1.3 (SAS Institute, Inc.). As 
médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nível de 5% de significância. A 
matriz de correlação de Pearson foi realizada através do PROC CORR (SAS 
Institute, Inc.), com intuito de verificar relações existentes entre as variáveis 
avaliadas. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e de 
homogeneidade de variância, que não indicaram a necessidade de 
transformação (P>0,05).  

 
3.3. Isolamento e caracterização de fungos fitopatogênicos 

associados às sementes 
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3.3.1. Obtenção dos isolados 
 
As análises sanitárias foram realizadas no Laboratório Agronômica - 

Diagnóstico Fitossanitário e Consultoria, localizado em Porto Alegre, RS.  
A avaliação dos fungos fitopatogênicos associados às sementes de 

P. guenoarum ecótipo “Azulão” foi realizada através do método do papel de 
filtro modificado com congelamento “blotter test” (Brasil, 2009) (Figura 2). 
Foram utilizadas caixas acrílicas do tipo “Gerbox” (11 × 11 × 3,5 cm), 
desinfestadas com álcool 70%, contendo em seu interior duas folhas de papel 
de filtro esterilizadas e umedecidas com água destilada esterilizada na 
proporção de 2,5 vezes o peso do papel. As sementes foram submetidas à 
desinfestação em uma sequência de solução de álcool (70%), por 30 
segundos, hipoclorito de sódio (1%), por 3 minutos e, posteriormente, água 
destilada esterilizada.   

 
FIGURA 2. Avaliação dos fungos fitopatogênicos associados às sementes de 

 Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão”, por meio do “Blotter test” 
 com congelamento. A- Distribuição das sementes no substrato 
 papel de filtro; B- Incubação em câmara de crescimento; C- 
 Crescimento micelial observado nas sementes. 
 
As sementes foram dispostas individualmente (Figura 2-A) e, 

posteriormente, acondicionadas em câmara incubadora pelo período inicial de 
24 horas, 20 ± 2 ºC e fotoperíodo de 12 horas (Figura 2-B). Logo após, foram 
colocadas em congelador (-20 ºC) por 24 horas, com a finalidade de paralisar o 
processo germinativo. Após esse período, as sementes retornaram à condição 
de incubação inicial, tal como descrito anteriormente, por mais 5 dias.  

A avaliação foi realizada examinando-se individualmente as 
sementes sob microscópio estereoscópico, aos sete dias após a incubação. 
Quando necessário, lâminas foram preparadas e visualizadas em microscópio 
de luz. Os fungos encontrados foram determinados ao nível de gênero, com 
base em suas características morfológicas, comparando-se com a literatura 
disponível, e quantificada a incidência (porcentagem de sementes portadoras 
do fungo).  

Os fungos considerados potencialmente fitopatogênicos encontrados 
na superfície das sementes (Figura 2-C) foram transferidos para placas de Petri 
contendo meio batata-dextrose-ágar (BDA). As placas foram incubadas em 
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câmara tipo BOD sob temperatura de 25 oC e fotoperíodo de 12 horas por sete 
dias. Culturas monospóricas dos isolados obtidos foram realizadas e 
preservadas em microtubos armazenadas a 4 oC, e em papel filtro a -20 oC. Os 
isolados foram depositados na Coleção Micológica (CML), localizada no 
Departamento de Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em 
Minas Gerais, Brasil.  

 
3.3.1.1. Delineamento experimental 
 
O experimento foi realizado em delineamento inteiramente 

casualizado, com oito repetições de cada lote. Cada unidade experimental foi 
constituída de um “Gerbox” com 50 sementes.  

 
3.3.2. Teste de patogenicidade  

  
O experimento foi realizado no Laboratório de Cereais de Inverno do 

Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da UFRGS, em 
Porto Alegre, RS.  

A patogenicidade dos fungos detectados no teste de sanidade de 
sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão” foi avaliada por meio de 
inoculações no substrato, colo e parte aérea de plântulas.  

Para a obtenção das plântulas, as sementes foram desinfestadas, 
conforme descrito no item anterior, e semeadas em caixas tipo “Gerbox” 
(Figura 3-A). Dez dias após, as plântulas aparentemente sadias foram 
transferidas para bandejas de poliestireno expandido (EPS) (45 x 30 x 10 cm, 
com 56 células) contendo substrato comercial Carolina Soil® esterilizado 
(Figura 3-B), mantidas em casa de vegetação por 20 dias até o momento da 
inoculação (Figura 3-C). Foram inoculadas 56 plântulas por tratamento/isolado. 
As inoculações foram realizadas com suspensão de 105 conídios/mL (Figura 3-
D). Os isolados fúngicos obtidos na análise sanitária dos lotes foram reativados 
em placas de Petri contendo meio BDA, incubadas por sete dias em BOD, sob 
temperatura de 25 oC e fotoperíodo de 12 horas. As plântulas inoculadas foram 
acondicionadas em câmara úmida escura (100% UR) e temperatura de 25 oC, 
por 48 horas. Após este período, as plântulas foram mantidas em sala de 
crescimento até o momento das avaliações, 15 dias após a inoculação.  

As plântulas que apresentaram algum sintoma foram colocadas em 
câmara úmida e meio BDA para observação de estruturas fúngicas e re-
isolamento do fungo. Estes foram re-isolados em meio de cultura BDA e os 
postulados de Koch foram comprovados. 
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FIGURA 3.  Teste de patogenicidade de fungos em plântulas de Paspalum 
guenoarum ecótipo “Azulão”. A- Obtenção de plântulas em caixas 
tipo gerbox; B- Transferência para bandejas acondicionadas em 
casa de vegetação; C- Aplicação de suspensões de conídios. 

 
 
3.3.3. Caracterização molecular dos isolados  
 
As análises foram conduzidas no Laboratório Agronômica - 

Diagnóstico Fitossanitário e Consultoria, localizado em Porto Alegre, RS. 
Para a extração do DNA dos isolados selecionados no experimento 

de patogenicidade, discos de micélio (5 mm) de cada isolado crescido em meio 
de cultura BDA foram transferidos para erlenmeyes de 100 mL contendo 
extrato de malte 2% líquido e incubados a temperatura de 25 ºC, 12 h/12 h de 
fotoperíodo por 3 dias. Posteriormente, os micélios foram filtrados e lavados 
com água destilada estéril para remoção do meio de cultura, congelados com 
nitrogênio líquido e armazenados a -20 ºC. A extração do DNA genômico foi 
realizada, utilizando 100 mg de crescimento fúngico homogeneizado com o kit 
DNA Wizard (Promega, Madison, USA), segundo as recomendações do 
fabricante. A qualidade e a quantidade de DNA foi mensurado em 
espectrofotômetro NanoDropTM ND-1000 (Thermo Scientific, New Hampshire, 
USA).  

Inicialmente, parte da sequência gênica do translation elongation 
factor 1-α (EF1-α) foi determinada para todos os isolados coletados utilizando o 
par de primers EF1 (5´-ATGGGTAAGGARGACAAGAC-3´) e EF2 (5´-
GGARGTACCAGTSATCATGTT-3´) (O‟Donnell et al., 1998). As condições da 
reação foram 94ºC por 2 min, seguida por 35 ciclos a 94ºC por 30 s, 54ºC por 
30 s e 72ºC por 1 min, com extensão final de 72ºC por 10 min. Para o gene 
internal transcribed spacers (ITS) foram utilizados o par de primers ITS 1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS 4 (5´-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3´) 
(White et al., 1990). As condições da reação foram 94 ºC por 2 min, seguida 
por 35 ciclos a 94 ºC por 30 s, 54 ºC por 30 s e 72 ºC por 1 min, com extensão 
final de 72 ºC por 10 min. Para o gene da RNA polymerase II second largest 
subunit (RPB2) foram utilizados o par de primers 5F2 (5´-
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3´) e 7cR (5´- CCCATRGCTTGYTTRCCCAT- 
3´) (O’Donnell et al., 2007; Liu et al., 1999). As condições da reação foram 94 
°C por 90 segundos, seguidas por 40 ciclos a 94 °C, por 30 segundos, 55 °C, 
por 90 segundos, 68 °C por 2 minutos e 68 °C por 5 minutos.  
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Os produtos da amplificação foram separados em gel de agarose a 
1,5% e submetidos à purificação utilizando o GenElute PCR clean-up Kit 
(Sigma) de acordo com as recomendações do fabricante. O produto da reação 
de PCR foi enviado para a Genewiz, EUA. O método de Sanger foi utilizado no 
sequenciamento dos genes EF1-α, ITS e RPB2.   

Os eletroferogramas gerados foram analisados, utilizando-se o 
programa BioEdit e as sequências editadas foram comparadas com a base de 
dados GenBank do National Center for Biotechnological Information (NCBI), 
com o programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-bin/BLAST/).  
 

3.3.4. Caracterização morfológica dos isolados  
 
As análises foram realizadas no Laboratório de Microscopia 

Eletrônica e Análise Ultraestrutural (LME), localizado no Departamento de 
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras – UFLA, em Lavras, MG. 

A caracterização morfológica baseou-se no tamanho e forma dos 
conídios e conidióforos de cada um dos isolados patogênicos. As estruturas 
foram analisadas a partir da montagem de lâminas semi-permanentes com 
lactofenol. Para cada isolado mediu-se o comprimento (μm) e a largura (μm) de 
30 esporos. As observações e medições das dimensões das estruturas foram 
feitas em microscópio de luz Axio Observer Z1 Zeiss® (Germany) com 
magnitude de 40X. A imagem foi transmitida para computador e analisada por 
meio do programa EDN-2. O equipamento foi calibrado utilizando-se uma 
lâmina micrografada (Carl Zeiss®).  

 
3.4. Controle químico de fungos associados às sementes  
 
Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cereais de 

Inverno do Departamento de Fitossanidade da Faculdade de Agronomia da 
UFRGS, em Porto Alegre, RS.  

 
3.4.1. Fungitoxicidade in vitro 

 
Foram avaliados quatro fungicidas comerciais de diferentes grupos 

químicos (Tabela 1), utilizados no tratamento de sementes, conforme 
informações técnicas para trigo e triticale – safra 2016 / 9ª Reunião da 
Comissão Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale.   

 
TABELA 1.  Descrição dos fungicidas utilizados no controle de fungos 

fitopatogênicos associados às sementes de Paspalum guenoarum 
ecótipo “Azulão”.  

Ingrediente 
ativo 

Produto 
comercial 

Grupo químico 
Modo de 

ação 
Formulação

 
Concentração 

do i.a (g/kg 
ou g/L) 

Carbendazim 
+ Tiram 

Derosal 
Plus

®
 

Benzimidazol + 
Dimetilditiocarbamato 

Sistêmico
+  

 protetor 
SC

1 
 

150 + 350 
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Metalaxil-M 
+ Fludionoxil 

Maxim 
XL

®
 

Fenilpirrol + 
Acilalaninato 

Sistêmico
+  

 protetor 
SC 

 
10 + 25 

 
 

 
Carboxina + 
Tiram 
 

Vitavax-
Thiram

®
 

Carboxanilida + 
Dimetilditiocarbamato 

Sistêmico
+  

protetor 
SC 

 
200 + 200 

 

Tiofanato 
Metílico 

Cercobim 
700 WP

®
  

Benzimidazol Sistêmico PM
2 

700 

1SC = suspensão concentrada. 2PM = pó molhável. 

 
Para a produção de inóculo, fragmentos de micélio de culturas puras 

de cada isolado (Bipolaris micropus, Curvularia geniculata, Fusarium 
incarnatum e Phoma herbarum) foram transferidos para o centro de placas de 
Petri contendo meio batata-dextrose-ágar e estreptomicina (BDA + S) e 
posteriormente incubados sob condições controladas de temperatura e 
fotoperíodo (25 oC e 12 h luz branca fluorescente/ 12 h escuro), durante sete 
dias. 

Para o preparo do meio de cultura com fungicida, cada produto 
comercial foi adicionado ao meio de cultura BDA, conforme descrito por Mondal 
et al. (2005) e Frare (2005). Os produtos utilizados foram diluídos em água 
destilada autoclavada, sob fluxo laminar. Primeiramente, foi preparada uma 
solução estoque I para cada fungicida, de 1 g de i.a do produto comercial em 1 
L de água, obtendo-se a concentração de 1 ppm. A partir desta solução 
estoque, foram realizadas diluições em série, sendo transferidas para 1 L de 
meio BDA fundente (45 - 47 oC), obtendo-se assim, meios nas concentrações 
de 1; 2,5; 5; 10 e 30 ppm dos fungicidas. 

Discos de micélio de 4 mm de diâmetro de crescimento fúngico 
foram transferidos para o centro de uma placa de Petri contendo meio BDA 
adicionado de estreptomicina (BDA + S). Os controles consistiram de discos de 
micélio colocados em placas de Petri contendo apenas BDA + S (tratamento 
controle = 0 ppm). As placas foram incubadas 25 oC e fotoperíodo 12 h/ 12 h. 

As avaliações foram realizadas quando a colonização das placas do 
tratamento controle chegou próximo ao diâmetro total das placas (70 x 15 mm), 
levando de cinco a sete dias, variando conforme o isolado. Com o auxílio de 
um paquímetro digital, os diâmetros da colônia de cada placa de Petri foram 
mensurados, comparando-os com o crescimento médio das testemunhas. O 
valor da porcentagem de inibição do crescimento micelial (PIC) foi calculado de 
acordo com Menten et al. (1976). 

 
PIC = Crescimento da testemunha (0 ppm) – Crescimento do tratamento x 100 

Crescimento da testemunha (0 ppm) 
 

Análises de regressão correlacionando porcentagem de inibição de 
crescimento micelial (PIC) e concentrações dos fungicidas (transformadas em 
funções exponenciais e logarítmicas) foram realizadas para cada fungo, sendo 
calculada a DL50 (dose necessária para inibir o crescimento fúngico em 50%).  

 
3.4.1.1. Delineamento experimental e análise estatística 
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente 

casualizado, organizado em esquema fatorial 4 × 4 ×   (Fungicida × Fungo × 
Concentração), com dez repetições por tratamento. Os dados foram 
submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de 
Tukey ao nível de 5% de significância, utilizando o software Statistical Analysis 
System versão 9.1.3 (SAS Institute, Inc.). Foram testados modelos de 
regressão linear e não linear (logarítmico e exponencial) entre crescimento 
micelial (y) e dose do fungicida (x) para estimar a DL50. A escolha do modelo 
melhor ajustado para os diferentes fungicidas levou em conta a significância 
(P<0,05) e o coeficiente de determinção (R2). Foi utilizado o programa 
estatístico JMP (v.12). 

 
3.4.2. Tratamento de sementes com fungicidas   
 
Após obter os resultados da fungitoxicidade in vitro, foi realizado o 

teste in vivo com o objetivo de validar a utilização desses resultados. Para 
tanto, dois fungicidas selecionados pelo critério de melhor desempenho in vitro 
(DL50 < 1 ppm) foram aplicados no tratamento de sementes com incidência 
fúngica natural, com o intuito de avaliar a ação dos mesmos sobre os fungos 
fitopatogênicos associados naturalmente às sementes de P. guenoarum. Para 
a realização desse experimento, foram utilizadas somentes as sementes do 
lote 2015, levando-se em consideração a representatividade deste em relação 
aos fungos encontrados no teste de sanidade.  

Os fungicidas utilizados no tratamento das sementes e as 
respectivas doses (mL p.c.) encontram-se na Tabela 2. 

 
TABELA 2. Fungicidas utilizados no tratamento das sementes de Paspalum 

guenoarum ecótipo “Azulão”.  

Ingrediente  
ativo 

Produto 
comercial 

Dose mL p.c./100 
kg de sementes 

Testemunha (sem fungicida) - -0- 

Carboxina + Tiram Vitavax-Thiram® 300 

Metalaxil-M + Fludionoxil Maxim XL® 300 

Mistura (Carboxina + Tiram)  
+ (Fludionoxil + Metalaxil-M) 

Vitavax-Thiram® + 

Maxim XL® 
150 + 150 

  
Foram utilizadas 100 g de sementes para cada tratamento. A 

aplicação dos fungicidas às sementes foi realizada em recipiente erlenmeyer 
com dois litros de capacidade, adicionando-se o volume de calda 
correspondente ao peso das sementes. O recipiente foi agitado até a completa 
cobertura das sementes pelos fungicidas. Em seguida, as sementes tratadas 
foram submetidas aos testes de sanidade e de germinação (Brasil, 2009).  

 
3.4.2.1. Teste de sanidade 
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Foi efetuado através do método de plaqueamento das sementes em 
meio batata-dextrose-ágar com adição de estreptomicina (BDA + S) (Brasil, 
2009). Foram avaliadas 400 sementes por tratamento, dispostas em placas de 
Petri e incubadas por 7 dias em câmara de crescimento, sob temperatura de 25 
ºC e regime alternado de luz (12 h no escuro e 12 h com luz). Completando-se 
os sete dias de incubação, as sementes foram examinadas individualmente sob 
microscópio estereoscópico e quando necessário, com microscópio composto. 
Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de sementes 
portadoras de fungos fitopatogênicos.  

 
3.4.2.2. Teste de germinação 
 
Foram avaliadas 400 sementes por tratamento, distribuídas em 

caixas pl sticas tipo “gerbox” (11 × 11 × 3,5 cm), tendo como substrato duas 
folhas de papel tipo “germitest” esterilizado e umedecido com solução de KNO3 
a 0,2%, na proporção de 2,5 vezes a massa do substrato não hidratado, 
seguido de sete dias de pré-esfriamento (5-10 °C). Após o pré-tratamento, as 
caixas foram acondicionadas em germinador do tipo “BOD” sob regime 
alternado de temperatura e luz (20 °C/16 h no escuro e 30 °C/8 h com luz). Os 
resultados foram expressos em porcentagem de plântulas normais, plântulas 
anormais e sementes mortas obtidas no vigésimo primeiro dia. O vigor das 
sementes foi avaliado através da primeira contagem de germinação (PCG), 
considerando o número de plântulas normais no sétimo dia do teste de 
germinação, e pelo índice de velocidade de germinação (IVG), a partir do 
próprio teste de germinação (Brasil, 2009).  

 
3.4.2.3. Delineamento experimental e análise estatística 
 
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente 

casualizado, com quatro repetições de 100 sementes para o teste de 
germinação e 40 repetições de dez sementes para o teste de sanidade. A 
análise de variância e o teste F foram realizados por meio do PROC GLM do 
Statistical Analysis System™ program, version 9.1.3 (SAS Institute, Inc.), onde 
foram comparados os efeitos de tratamento (fungo, fungicida e concentração). 
As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nível de 5% de 
probabilidade. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e de 
homogeneidade de variância, que não indicaram a necessidade de 
transformação (P>0,05). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1. Avaliação da qualidade física e fisiológica dos lotes  
 
O teor de umidade das sementes variou entre os lotes (P < 0,05), 

apresentando valores de 11,2 a 12,9%, com amplitude de 1,7% (Tabela 3). 
Segundo Marcos Filho (2005), esta diferença não compromete a comparação 
entre os lotes (limite recomendável de 2%), tendo em vista a obtenção de 
resultados consistentes. Nenhum dos lotes apresentou percentual de pureza 
abaixo do padrão indicado para a espécie (60%) (MAPA, 2008) (Tabela 3).  
 
TABELA 3.  Grau de umidade (U), pureza (P), plântulas normais (PN), 

plântulas anormais (PA), sementes dormentes (SD), sementes 
mortas (SM), primeira contagem de germinação (PCG), índice de 
velocidade de germinação (IVG) e teste de tetrazólio (TZ) de 
sementes de Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão”, em função 
do ano de colheita. 

Lotes U (%) P (%) 
Germinação 

PN (%)  PA (%) SD (%)  SM (%) 

2011 11,2 c 99,8 a   0 d    0 d 0 b 100 a 

2012 11,8 b 99,9 a 36 c    4 cd 1 ab   59 b 

2013 11,2 c 99,7 a 58 b    7 cb 1 ab   35 c 

2014 12,7 a 99,6 a 75 a  13 b 2 ab   10 d 

2015 12,9 a 99,9 a 76 a  17 a 2 a     5 e 

CV (%)     0,62 0,88      7,67  27,79   72,74      9,03 

F 224,31** 0,10ns  285,69**  30,87**     3,69**  360,91** 
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DMS     0,29 0,34      7,97    3,79     4,20      8,56 

Lotes 
 Vigor 

        PCG (%)  IVG          TZ (%) 

2011     0 e    0,0 e     0 e 

2012   19 d  11,8 d   34 d 

2013   37 c  12,7 c   62 c 

2014   43 b  13,9 b   85 b 

2015   49 a  14,4 a   98 a 

CV (%)      8,65       1,48     8,41 

F  274,87** 5956,11** 266,83** 

DMS      6,60       0,33     9,81 

Médias seguidas da mesma letra na coluna, não diferem entre si, pelo teste de 
Tukey (P<0,05). ** Significativo a 5% pelo teste F. ns Não significativo. 
 

Os maiores percentuais de PN foram observados nos lotes 2014 e 
2015 (P < 0,05), seguidos pelo lote 2013 (Tabela 3), ambos atendendo aos 
padrões mínimos para a produção e comercialização de sementes de P. 
guenoarum (50%), conforme Instrução Normativa nº 30, de 21 de maio de 2008 
(MAPA, 2008). Os valores de germinação fora dos padrões mínimos foram 
observados nos lotes 2011 e 2012. A colheita das sementes do lote 2011 foi 
precedida de precipitações acima da média e alta umidade relativa do ar 
(Figura 1). Segundo Carvalho & Nakagawa (2000), estresses climáticos, 
oriundos das oscilações de umidade decorrentes de chuva, associados a 
temperaturas elevadas no período de maturação fisiológica (pré colheita) e a 
colheita, são as principais causas da perda de potencial fisiológico das 
sementes, o que foi observado neste trabalho. Além disso, os lotes 2011 e 
2012 foram armazenados em condições não controláveis até o ano de 2013, o 
que possivelmente contribuiu com o baixo desempenho fisiológico dos mesmos 
(Tabela 3).  

Apesar do grau de umidade das sementes ser menor, houve uma 
redução na qualidade fisiológica dos lotes 2011, 2012 e 2013 que 
apresentaram valores decrescentes nos percentuais de germinação (PN), vigor 
(PCG, IVG e TZ) e aumento nos percentuais de sementes mortas (SM). Essa 
queda pode estar relacionada com as más condições de armazenamento e o 
tempo prolongado do mesmo. Embora a deterioração seja um processo 
inevitável mesmo em condições adequadas, condições do ambiente e tempo 
de armazenamento prolongados aceleram esse processo. Segundo Marcos 
Filho (2005), após a maturidade, o potencial fisiológico das sementes pode 
permanecer relativamente inalterado durante curto período de tempo ou 
decrescer rapidamente, com velocidade e intensidade determinadas pelas 
condições do ambiente e das práticas de manejo. A redução na qualidade é, 
em geral, traduzida pelo decréscimo nos percentuais de germinação, aumento 
de plântulas anormais, redução no vigor das plântulas e morte das sementes 
(Toledo et al., 2009). 

A constatação de fungos durante o teste de germinação pode ter 
colaborado na redução do potencial de germinação e vigor das sementes. 
Durante o período de incubação das sementes no germinador, nas condições 
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ideais para a máxima germinação, a umidade relativa do ar, a umidade da 
semente e a temperatura elevam-se, proporcionando condições favoráveis 
para a aceleração dos processos bioquímicos ativadores da germinação 
(Bewley & Black, 1994; Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, nestas 
circunstâncias, a ação de fungos que contribuem para a deterioração das 
sementes também se beneficiam (Kapoor et al., 2011). A perda da viabilidade 
ocasionada pela presença de fungos nas sementes é relatada por diversos 
autores (Anjos et al., 2004; Silva et al., 2007; Almeida & Reis, 2009; Marchi et 
al., 2010; Mallmann et al., 2013; Santos et al., 2014).  

Castellani et al. (1996) relataram que a presença de fungos pode 
reduzir a capacidade germinativa de um lote de sementes e apresentar 
problemas, por exemplo, na interpretação dos resultados dos testes de 
germinação conduzidos em condições de laboratório. De fato, no presente 
trabalho, notou-se elevada incidência de fungos nas sementes de P. 
guenoarum ecótipo “Azulão”, dificultando a avaliação da qualidade fisiológica 
dos lotes.  

Houve redução no percentual de sementes dormentes (SD) ao longo 
do armazenamento, entretanto este percentual pode ser considerado baixo até 
mesmo porque as sementes foram submetidas ao pré-tratamento de superação 
da dormência com KNO3. A expressão da dormência está ligada a causas 
fisiológicas nas sementes recém-colhidas, que são progressivamente 
suprimidas com o tempo de armazenamento (Munhoz et al., 2009). 

Através da análise de correlação de Pearson, nota-se que os testes 
de vigor (PCG, IVG e TZ) apresentaram correlações positivas e significativas 
entre a maioria deles com a germinação (G) (Tabela 4). Foi possível 
estabelecer associações positivas ao nível de 1% de probabilidade entre PCG 
× G (r= 0,78), PCG × IVG (r= 0,78), IVG × TZ (r= 0,73), e 5% de probabilidade 
entre IVG × G e IVG × TZ (r= 0,54 e r= 0,73, respectivamente). Nos testes de 
G, PCG e IVG a existência de correlação positiva e significativa era, de certa 
forma, esperada, pois, apesar de avaliar diferentes aspectos da qualidade 
fisiológica das sementes, foram conduzidos simultaneamente e com as 
mesmas amostras. 

 
TABELA 4.  Coeficientes de correlação simples entre o teste de germinação 

(G), primeira contagem de germinação (PCG), índice de 
velocidade de germinação (IVG) e teste de tetrazólio (TZ) de 
sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”, em função do tempo 
de armazenamento dos lotes de sementes de Paspalum 
guenoarum ecótipo “Azulão”. 

          G PCG      IVG       TZ 

G                    0,78** 0,54*         0,52* 

PCG      0,78**   0,33ns 

IVG     0,73** 

TZ      
** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste t (P< 0,01).* Significativo a 5% 
de probabilidade pelo teste t (P< 0,05). ns Não significativo. 
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Embora a PCG e o teste de TZ sejam considerados indicativos de 
vigor, o primeiro é um teste fisiológico e o segundo, bioquímico, e sua 
associação neste estudo não foi significativa (r= 0,33). Delouche & Baskin 
(1973) afirmaram que o processo de redução da velocidade de germinação não 
é um dos primeiros eventos que ocorrem internamente nas sementes, sendo 
assim, podem não detectar os eventos iniciais da redução da qualidade 
fisiológica das sementes. Contudo, sabe-se que sementes em avançado 
processo de deterioração, podem germinar com velocidade mais baixa.  

 
4.2. Isolamento e caracterização de fungos fitopatogênicos 

associados às sementes 
 
4.2.1. Obtenção dos isolados   
 
Foram obtidos cinco isolados de fungos associados às sementes de 

P. guenoarum ecótipo “Azulão”, sendo eles, Bipolaris sp., Chaetomium sp., 
Curvularia sp., Fusarium sp. e Phoma sp. (Tabela 5).  
 
 
 
 
TABELA 5.  Incidência (%) de fungos em cinco lotes de sementes de 

Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão”, avaliada através do 
método do papel de filtro modificado.  

Fungos 
Lotes 

2011 2012  2013 2014 2015 

Bipolaris sp. 0,0 0,0     0,0* 0,75 21,0 
Chaetomium sp. 1,0 1,0     0,25 0,0 0,0 

Curvularia sp. 0,0 0,0     0,5 8,0 10,0 

Fusarium sp. 0,0 0,0     1,25 0,75 2,5 

Phoma sp. 0,0 0,0     0,5 2,0 12,0 

Total (%) 1,0 1,0 2,5 11,5 42,5 

* Médias provenientes de oito repetições. 
 

De modo geral, observou-se um crescente aumento nos percentuais 
de incidência de fungos nas sementes de P. guenoarum ao longo das safras 
(Tabela 5). Nas sementes das safras 2011 e 2012, detectou-se apenas o fungo 
Chaetomium sp., com incidência de 1,0% em ambas. Na safra 2013, as 
maiores incidências foram de Fusarium sp. (1,25%), Curvularia sp. (0,5%), 
Phoma sp. (0,5%) e Chaetomium sp. (0,25%), enquanto que na safra 2014, 
foram de Curvularia sp. (8,0%), Phoma sp. (2,0%), Fusarium sp. (0,75%) e 
Bipolaris sp. (0,75%). Em 2015, observou-se que as maiores incidências foram 
de Bipolaris sp. (21%), Phoma sp. (12%), Curvularia sp. (10,0%) e Fusarium 
sp. (2,5%).  

Dentre os fungos detectados, Bipolaris sp. apresentou incidência de 
0,0% a 21,0% (média 4,2%). Para Chaetomium sp., a incidência variou de 
0,0% a 1,0% (média 0,45%). Curvularia sp. apresentou incidência de 0,0% a 
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10,0% (média 3,75%). No caso de Fusarium sp., a incidência foi de 0,0% a 
2,5% (média 0,8%). Para Phoma sp., a incidência variou de 0,0% a 12,0% 
(média 2,9%).   

Chama a atenção na Tabela 5, a alta incidência de fungos no lote 
2015. Trata-se de uma área que vinha sendo utilizada com P. guenoarum por 
mais de quatro anos e isto pode ter ocasionado um incremento do potencial de 
inóculo. Segundo Campbell & Madden (1990), o uso contínuo da mesma área 
de cultivo onde há presença de fungos fitopatogênicos favorece a 
sobrevivência, manutenção e aumento do potencial de inóculo. Menten (1995), 
também comenta que quanto maiores os focos de fungos fitopatogênicos no 
campo, maiores serão as incidências nas sementes.  

Também as condições climáticas favoráveis a presença de fungos 
no campo de produção, tais como a umidade relativa do ar e altas 
temperaturas (Figura 1), podem ter favorecido o aumento do potencial de 
inóculo ao longo das safras de sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”.  

De maneira geral, o aumento dos níveis de incidência de fungos 
potencialmente fitopatogênicos às sementes constitui motivo de preocupação, 
pois, enquanto alguns fungos são capazes de reduzir a viabilidade das 
sementes, outros, com crescimento rápido e agressivo como Fusarium sp. e 
Phoma sp. podem promover a morte da semente antes mesmo da germinação 
(Menten, 1995). Existe, portanto, a necessidade avaliar a presença desses 
fungos em sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”.  

 
4.2.2. Teste de patogenicidade  
 
A recuperação dos fungos a partir de sintomas, quando da 

inoculação dos mesmos em plântulas de P. guenoarum ecótipo “Azulão” é 
mostrado na Tabela 6. 

 
TABELA 6.  Patogenicidade de isolados fúngicos associados às sementes, 15 

dias após a inoculação em plântulas de Paspalum guenoarum 
ecótipo “Azulão”. 

    Fungo Re-isolamento 

Fusarium sp. + 

Curvularia sp. + 

Phoma sp. + 

Bipolaris sp. + 

Chaetomium sp. - 

(+) Fungo patogênico, (-) Fungo não patogênico.  
 

Os fungos Bipolaris sp., Curvularia sp., Fusarium sp. e Phoma sp. 
foram recuperados de plântulas que apresentaram sintomas (Tabela 6). Esses 
fungos são considerados importantes patógenos de espécies gramíneas 
forrageiras (Marchi et al., 2010; Mallmann et al., 2013; Silva et al., 2014).  

O isolado Chaetomium sp. não apresentou sintomas em plântulas 
inoculadas (Tabela 6), contrariando as expectativas, visto que o potencial 
fitopatogênico desse fungo foi relatado em outras espécies agrícolas (Freire, 
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2006; Silva-Lobo et al., 2006; Aquino et al., 2009). As plântulas do tratamento-
controle permaneceram assintomáticas.  

Nas plântulas inoculadas com Bipolaris sp., Curvularia sp. e Phoma 
sp., os sintomas caracterizaram-se por manchas foliares amareladas seguidas 
de necrose dos tecidos. Os sintomas causados por Fusarium sp. foram lesões 
nas raízes das plântulas, evoluindo para o colo e em seguida causando a morte 
das mesmas.  

Os resultados obtidos no presente estudo complementam aqueles 
relatados por outros pesquisadores. Segundo Lasca et al. (2004), fungos dos 
gêneros Curvularia e Phoma, quando presentes em sementes de Brachiaria 
decumbens, podem afetar a emergência e provocar a morte de plântulas. 
Michalski et al. (2007) observaram que os fungos Bipolaris sp. e Fusarium spp. 
foram capazes de infectar naturalmente a raiz e o sistema basal de plântulas 
de Panicum maximum até 50 dias após a semeadura. A presença do patógeno 
no embrião da semente é a maneira mais eficiente de se garantir a infecção da 
plântula que dela será originada (Neergaard, 1976; Menten, 1991; Tanaka & 
Machado, 1985). 

 
4.2.3. Caracterização molecular dos isolados 
 
Os fungos fitopatogênicos tiveram a caracterização molecular 

confirmada por meio do sequenciamento de genes conservados. Observou-se 
que Bipolaris sp. (CML 3600) apresentou 99% de identidade com Bipolaris 
micropus (Drechsler) Shoem. (Número de acesso no GenBank HE792935.1) 
utilizando o gene ITS. Fusarium sp. (CML 3601) apresentou 99% de identidade 
com Fusarium incarnatum (Roberge) Sacc. (KF255542.1) utilizando o gene 
RPB2. Curvularia sp. (CML 3602) apresentou 99% de identidade com 
Cochliobolus geniculatus R. R. Nelson (KF590040.1) forma perfeita de 
Curvularia geniculata, utilizando o gene ITS. Phoma sp. (CML 3599) 
apresentou 100% de similaridade com Phoma herbarum Westend. 
(KT319052.1) utilizando o gene ITS.  

Os quatro isolados estudados tiveram identificação molecular 
confirmada pelos dados moleculares aqui analisados, pois apresentaram no 
máximo 1% de divergência em relação as sequências depositadas no 
GenBank. Nilsson et al (2008) apontaram que 2% é uma margem aceitável 
para divergências intraespecíficas em Ascomycota em sequências da região 
ITS.  

Este é o primeiro relato de B. micropus. F. incarnatum, C. geniculata 
e P. herbarum em sementes de P. guenoarum Arech. no Brasil. Os resultados 
obtidos irão contribuir para o enriquecimento de dados genéticos de fungos 
fitopatogênicos associados às sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”. As 
sequências geradas neste estudo foram depositadas no GenBank para 
posteriores consultas que sem dúvida irão auxiliar novas pesquisas de 
taxonomia e filogenia.  

 
4.2.4. Caracterização morfológica dos isolados  
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A espécie Bipolaris micropus apresentou crescimento micelial que 
variou de branco para marrom e, uma vez maduro, de verde escuro para preto 
(Figura 4-A). Foram observados conídios de cor marrom pálido, cilíndricos e 
retos, medindo entre 32-57 μm (média 47 μm) de comprimento por 16-21 μm 
(média 19 μm) de largura (Figura 5-A). Os conidióforos mediram entre 300-670 
μm (490 μm) de comprimento por  6,8-8,9 μm (média 7,7 μm) de largura.  

Na espécie Fusarium incarnatum, a coloração das colônias variou de 
branco a creme com focos de micélio aéreo branco espalhados pela colônia 
(Figura 4-B). Foram observados macroconídios ligeiramente curvados medindo 
entre 17-31 μm (média 24 μm) de comprimento por 2,4-4,1 μm (média 3,4 μm) 
de largura (Figura 5-B), e microconídios em conidióforos aéreos 
(blastoconídios) medindo entre 9,3-16 μm (média 13 μm) de comprimento por 
2,5-3,4 μm (média 3 μm) de largura. Os conidióforos são pouco ramificados 
com fiálides curtas e largas. Os clamidósporos são esféricos, medindo 4,7-16 
μm (média 10 μm) de diâmetro. 

A espécie Curvularia geniculata apresentou colônias com 
crescimento micelial verde escuro tornando-se com o tempo preto-acinzentado 
(Figura 4-C). Os conidióforos mediram entre 212-272 μm (média 246 μm) de 
comprimento por 4,7-5,9 μm (média 5,3 μm) de largura. Os conídios mediram 
entre 17-25 μm (média 20,5 μm) de comprimento por 12-9 μm (média 14 μm) 
de largura, com células basais e apicais castanho pálido e células 
intermediárias marrom ou marrom escuro (Figura 5-C). 

As colônias de Phoma herbarum apresentaram micélio aéreo 
esverdeado, com pigmento avermelhado exsudado no ágar (Figura 4-D). Os 
conídios hialinos mediram entre 7,9-11,5 μm (média 9,4 μm) de comprimento 
por 4,7-7,1 μm (média 5,7 μm) de largura (Figura 4-D), sendo produzidos em 
picnídios esféricos com dimensões de 100-250 μm (média 135 μm) por 105-
240 μm (média 150 μm) de diâmetro (Figura 5-E).   

 

FIGURA 4.  Crescimento micelial de fungos obtidos em sementes de 
Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão, em meio BDA. A- Bipolaris 
micropus; B- Fusarium incarnatum; C- Curvularia geniculata; D- 
Phoma herbarum. 
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FIGURA 5.  Características morfológicas de fungos detectados em sementes 
de Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão”. A- Conídios de 
Bipolaris micropus; B- Monofiálide e macroconídio de Fusarium 
incarnatum; C- Conídios de Curvularia geniculata; D- Conídios de 
Phoma herbarum; E- Picnídio de Phoma herbarum. 

 
4.3. Controle químico de fungos associados às sementes  

 
4.3.1. Fungitoxicidade in vitro 

 
Verificou-se o efeito significativo (P<0,05) da interação tripla 

indicando que os três fatores (fungo, fungicida e concentração) estão 
interagindo ou são dependentes, com um dos fatores influenciando na ação 
dos outros dois (Tabela 7). 

A concentração (C), fungicida (FG) e a interação F × FG foram as 
fontes de variação que mais influenciaram na expressão do crescimento 
micelial das col nias (maiores valores de quadrado médio), mostrando que 
existe diferença entre os isolados estudados, quanto à sensibilidade aos 
fungicidas testados (Tabela 7). 

Como era esperado, os fungicidas apresentaram potenciais de 
inibição crescente em função do aumento da concentração do ingrediente 
ativo, diferindo estatisticamente da testemunha (P<0,05), que apresentou o 
maior crescimento micelial em relação as diferentes concentrações (Tabela 8). 
Constata-se que o efeito dos fungicidas sobre o desenvolvimento dos fungos 
fitopatogênicos foi dependente das doses utilizadas, sendo que doses mais 
altas inibiram consideravelmente o crescimento micelial das colônias.  
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TABELA 7.  Resumo da an lise de vari ncia para crescimento micelial (mm) in 

vitro de fungos fitopatogênicos associados às sementes de 
Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão” em função da 
concentração (ppm) de quatro fungicidas comerciais. 

 
Fontes de variação 

 
GL 

Quadrado Médio 

Diâmetro (mm) 

Fungo (F) 3   5397,2638** 

Fungicida (FG) 3 16875,6480** 

Concentração (C) 5 76994,1228** 

F × FG 9   7034,9195** 

F × C 15     557,6021** 

FG × C 15   1867,0371** 

F × FG × C 45     579,3020** 

Resíduo 864       13,5396 

Total 959 - 
**Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F. 

 
Analisando o crecimento micelial de F. incarnatum, observam-se 

diferenças (P<0,05) na inibição das colônias em função dos fungicidas bem 
como para suas respectivas concentrações (Tabela 8). Na comparação entre 
fungicidas, observa-se que o tratamento com Carboxina + Tiram foi o mais 
eficiente na concentração de 1 ppm, diferindo dos demais tratamentos 
(P<0,05), inibindo 75,08% do crescimento das colônias, em relação à 
testemunha. Na menor concentração dos demais fungicidas (1 ppm), não foi 
atingido 50% de inibição do crescimento micelial (Tabela 8). Com relação ao 
tratamento com Carbendazim + Tiram, houve um eficiente controle desse fungo 
quando foram aplicadas concentrações superiores a 2,5 ppm.   

Com relação às espécies P. herbarum, C. geniculata e B. micropus 
constata-se que o tratamento com Metalaxil-M + Fludioxonil, nas 
concentrações de até 5 ppm já são suficientes para a inibição do crescimento 
micelial in vitro desses fungos (Tabela 8). Concentrações acima de 5 ppm, 
embora eficientes no controle destas espécies, podem ser consideradas 
dosagens excessivas e causar fitotoxicidade às sementes.  

A maior eficácia de inibição de crescimento micelial em P. herbarum, 
foi na concentração de 1ppm de Metalaxil + Fludioxonil (Tabela 8), inibindo 
79,52% do crescimento das colônias. Para os demais fungicidas, houve 
inibição de 50% do crescimento micelial em relação ao controle somente na 
concentração de 5 ppm (Tabela 8). Em estudos envolvendo outras gramíneas, 
como a cana-de-açúcar, P. herbarum está entre as espécies de fungos mais 
comuns associadas às sementes (Martins et al., 2009). De acordo com estes 
autores, estudos devem ser realizados para se estabelecer tratamentos 
químicos a fim de diminuir a ocorrência de doenças e os índices de morte de 
plântulas no campo.  

Para C. geniculata, o fungicida Metalaxil + Fludioxonil foi altamente 
eficaz, inibindo 90,07% do crescimento das colônias, com o uso da 
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concentração de 1 ppm (Tabela 8). Por outro lado, o fungicida Carbendazim + 
Tiram foi considerado o tratamento menos eficiente, sendo necessário 30 ppm 
para a inibição de 50% do crescimento micelial (Tabela 8).  

A concentração de 1 ppm de Metalaxil + Fludioxonil foi capaz de 
inibir 89,44% do crescimento micelial de B. micropus em relação a testemunha 
(0 ppm). Para os fungos fitopatogênicos P. herbarum, C. geniculata e B. 
micropus verificou-se que Metalaxil-M + Fludioxonil foi significativamente 
(P<0,05) mais eficiente na inibição do crescimento micelial em praticamente 
todas as concentrações avaliadas, à exceção das concentrações de 10 e 30 
ppm, onde não foram observadas diferenças significativas (P>0,05) em relação 
à Carboxina + Tiram (Tabela 8). 

 A DL50 corresponde à dose letal capaz de inibir 50% dos esporos 
viáveis de um fungo, sendo usualmente adotada como um padrão mais 
sensível de comparação da toxicidade de uma substância (Hassal, 2011).  

Considerando o crescimento micelial avaliado por meio do diâmetro 
(mm) das colônias de F. incarnatum, a maior eficiência foi obtida com 
Carboxina + Tiram, apresentando uma DL50 de 0,0004 ppm (Figuras 6 e 7). A 
menor inibição do crescimento micelial foi observada com o uso de Metalaxil + 
Fludioxonil, com uma DL50 2,8532 ppm. No entanto, os demais fungicidas 
testados inibiram o crescimento das colônias com doses inferiores a 1,5 ppm 
(Figuras 6 e 7). Efeito semelhante foi observado por Martins (2006), utilizando 
os fungicidas Carboxina + Tiram e Carbendazim + Tiram na inibição de três 
isolados de fungos do gênero Fusarium. No mesmo estudo, o fungicida 
Metalaxil-M + Fludioxonil foi considerado altamente eficiente no controle de 
isolados de fungos do gênero Fusarium, porém com espécies diferentes da 
estudada no presente trabalho (DL50 < 1 ppm). 
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TABELA 8.  Crescimento micelial (mm) in vitro de fungos fitopatogênicos 
associados às sementes de Paspalum guenoarum ecótipo 
“Azulão” em função da concentração (ppm) de quatro fungicidas 

comerciais. 
 *Médias seguidas da mesma letra, minúsculas nas colunas e maiúsculas nas 
linhas não diferem, entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade. 
1 édias seguidas de letras maiúsculas iguais nas colunas (terceira letra 
maiúscula) não diferem, entre si, pelo teste de Tukey, ao nível de 5 % de 
probabilidade. 
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Os valores de DL50 de P. herbarum submetidos aos fungicidas 
testados variaram de 0,3752 a 4,7461 ppm, conforme as equações 
apresentadas nas Figuras 8 e 9. O Metalaxil + Fludioxonil foi o produto mais 
eficiente no controle do crescimento micelial de P. herbarum (DL50 <1 ppm). 
Nas demais combinações (fungicida × concentração), os valores de DL50 
oscilaram entre 3,2993 (Carbendazim + Tiram), 3,5435 (Tiofanato-metílico) e 
4,7461 (Carboxina + Tiram), necessitando mais de 3 ppm para inibir 50% do 
crescimento micelial (Figuras 8 e 9).  

O menor valor de DL50 observado na combinação Metalaxil + 
Fludioxonil × C. geniculata, foi de <0,0001 ppm (Figuras 10 e 11). Carboxina + 
Tiram também foi eficaz no controle, apresentando uma DL50 = 0,0181 ppm. Os 
resultados demonstraram que a concentração de 10 ppm de Tiofanato-metílico 
e Carbendazin + Tiram não foi efetiva no controle de 50% de crescimento das 
colônias de C. geniculata (Figuras 10 e 11).  

Caso semelhante ocorreu na inibição do crescimento micelial de B. 
micropus com uma DL50 inferior a 0,0001 ppm, com o uso de Metalaxil + 
Fludioxonil e 0,0074 ppm com Carboxina + Tiram (Figuras 12 e 13). Nos 
demais fungicidas houve uma variação na eficácia do tratamento, com uma 
DL50 de 4,3640 ppm para Carbendazim + Tiram e 11,358 ppm para Tiofanato-
metílico (Figuras 12 e 13). 

 
 

FIGURA 6. Concentração (ppm) capaz de inibir em 50% (DL50) o crescimento 
micelial in vitro de Fusarium incarnatum, em função de diferentes 
fungicidas.  
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FIGURA 8. Concentração (ppm) capaz de inibir em 50% (DL50) o crescimento 
micelial in vitro de Phoma herbarum, em função de diferentes 
fungicidas.  
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FIGURA 9.  Crescimento micelial de Phoma herbarum em meio BDA contendo 
cinco concentrações (ppm) dos fungicidas Carboxina + Tiram (A), 
Tiofanato-metílico (B), Carbendazim + Tiram (C) e Metalaxil-M + 
Fludioxonil (D).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 10. Concentração (ppm) capaz de inibir em 50% (DL50) o crescimento 

micelial in vitro de Curvularia geniculata, em função de diferentes 
fungicidas.  
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A eficiência apresentada pelo fungicida Metalaxil-M + Fludioxonil, 
também foi observada por Martins (2006), onde o uso de concentrações 
inferiores a 1 ppm, foi capaz de inibir 50% do crescimento micelial de isolados 
de fungos dos gêneros Phoma, Curvularia e Bipolaris.  
 Tiofanato-metílico foi considerado o tratamento menos eficiente, uma 
vez que não anulou o crescimento micelial de nenhum dos patógenos 
avaliados, mesmo na maior concentração (30 ppm) (Tabela 8), com DL50  de 
1,4540 a 11,6401 ppm. O produto Tiofanato-metílico pertence ao grupo dos 
benzimidazóis, fungicidas sistêmicos conhecidos devido à eficácia no controle 
de importantes doenças. No entanto, o desenvolvimento de resistência de 
patógenos a fungicidas deste grupo tem sido relatado por pesquisadores 
(Batista et al., 2002; Rodrigues et al., 2007; Avozani et al., 2014).  
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No presente estudo, foram considerados apenas os fungicidas que 
apresentaram alta eficiência (DL50 < 1 ppm) na inibição da maioria dos fungos 
avaliados. Portanto, em condições in vitro, destacaram-se os produtos a base 
de Carboxina + Tiram e Metalaxil-M + Fludioxonil, sendo selecionados para os 
ensaios de tratamento de sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”. 
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FIGURA 12. Concentração (ppm) capaz de inibir em 50% (DL50) o crescimento 
micelial in vitro de Bipolaris micropus, em função de diferentes 
fungicidas.   

 

FIGURA 13.  Crescimento micelial de Bipolaris micropus em meio BDA 

contendo cinco concentrações (ppm) dos fungicidas Carboxina + 
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Tiram (A), Tiofanato-metílico (B), Carbendazim + Tiram (C) e 

Metalaxil-M + Fludioxonil (D).  

4.3.2. Tratamento de sementes com fungicidas 
 

De acordo com os resultados do teste de sanidade (Tabela 9), 

observou-se que a aplicação dos fungicidas reduziu a incidência total de 

fungos, independentemente do tratamento. Não houve diferença significativa 

(P<0,05) entre os fungicidas em função do patógeno avaliado. Considerando a 

ocorrência dos patógenos presentes no tratamento testemunha destacou-se a 

espécie B. micropus (23,5%), seguido pelas espécies P. herbarum (14,3%), C. 

geniculata (13%) e F. incarnatum (5,5%). 

 

TABELA 9.  Incidência (%) de fungos fitopatogênicos em sementes de 
Paspalum guenoarum ecótipo “Azulão” tratadas com fungicidas, 
avaliada pelo método de plaqueamento em meio BDA. 

Tratamentos** 

Dose (mL 

p.c/100 kg 

de sementes 

Fungos (%)* 

Bipolaris 
micropus 

Curvularia 
geniculata 

Fusarium 
incarnatum 

Phoma 
herbarum 

Testemunha -0- 23,5 a  13,0 a 5,5 a 14,3 a 

CT 300   1,5 b    0,0 b 0,0 b   0,5 b 

MF 300   0,0 b    1,0 b 1,0 b   0,5 b 

CT + MF 150 + 150   1,0 b    1,5 b 0,5 b   1,0 b 
* Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. 
** Testemunha; Carboxina + Tiram (CT); Metalaxil-M + Fludioxonil (MF); Mistura 
de Carboxina + Tiram (CT) e Metalaxil-M + Fludioxonil (MF).  
 

A eficiência dos fungicidas Carboxina + Tiram e Metalaxil-M + 
Fludioxonil na redução e/ou erradicação de fungos, sejam eles patogênicos ou 
não, foi comprovada por vários pesquisadores em diversas espécies (Lasca et 
al., 2001; Lasca et al., 2004; Pinto, 2004; Migliorini, 2012). Segundo Goulart 
(1998), o uso combinado de fungicidas de amplo espectro de ação tem sido 
uma das estratégias mais eficazes no controle de inúmeros patógenos 
associados às sementes. 

Com relação aos dados da Tabela 10, observou-se que para o teste 
de germinação (G), primeira contagem de germinação (PCG) e o índice de 
velocidade de germinação (IVG), os tratamentos com fungicida apresentaram 
desempenho superior à testemunha. Essa redução na germinação e no vigor 
das sementes oriundas do tratamento sem fungicidas, provavelvente é 
consequência da elevada incidência de fungos presentes nessas sementes 
(Tabela 9). Verificou-se também que a aplicação dos fungicidas nas sementes, 
independente do tratamento avaliado, resultou em menores percentuais de 
plântulas anormais e sementes mortas, diferindo significativamente (P<0,05) 
em relação à testemunha.  
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A aplicação dos fungicidas propiciaram acréscimos na germinação 
das sementes acima de 20 pontos percentuais e na PCG, em torno de 17 
pontos percentuais em relação à testemunha (Tabela 10).  
TABELA 10. Germinação (G), plântulas anormais (PA), sementes mortas 

(SM), primeira contagem de germinação (PCG) e índice de 
velocidade de germinação (IVG) de sementes de Paspalum 
guenoarum ecótipo “Azulão” submetidas a tratamento com 
fungicidas, sob condições de laboratório. 

Tratamentos** 
Dose (mL 

p.c/100 kg de 
sementes 

G PA*** SM*** PCG IVG 

Testemunha -0- 78 b 15,3 a 6,5 a 57 b 15,1 b 

CT 300 96 a 0,0 b 0,0 b 68 a 19,3 a 

MF 300 95 a 0,5 b 0,5 b 67 a 18,4 a 

CT + MF 150 + 150 96 a 0,0 b 0,5 b 66 a 18,3 a 

CV (%) -0-  2,7 10,1 2,8  9,8 8,2 
* Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, não diferem entre si pelo teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. 
** Testemunha; Carboxina + Tiram (CT); Metalaxil-M + Fludioxonil (MF); Mistura 
de Carboxina + Tiram (CT) e Metalaxil-M + Fludioxonil (MF). 
*** Plântulas anormais e sementes mortas, infectadas ou muito deterioradas 
pela ação de fungos fitopatogênicos.  
 

O efeito do tratamento químico de sementes na maior velocidade de 

germinação é enfatizado por vários pesquisadores (Martin-Corder & Melo, 

1997; Cassiolato et al., 1998; Faria et al., 2003).  

Os resultados obtidos no presente estudo são semelhantes aqueles 

relatados por outros pesquisadores. Machado (2000) referiu o efeito positivo do 

fungicida Carboxina + Tiram  no aumento da porcentagem de germinação, na 

velocidade de emergência e na maior sanidade das plântulas. Bittencourt et al. 

(2007), avaliando sementes de amendoim, verificaram que o principal efeito 

benéfico do tratamento das sementes com o Carboxina + Tiram é a redução 

significativa de sementes mortas e/ou da ocorrência de “damping-off” de pré-

emergência. Para Migliorini (2012), o tratamento químico com Carboxina + 

Tiram e Metalaxil-m + Fludioxonil resultou em aumento da porcentagem de 

germinação de sementes de canola. Schuch et al. (2006) constataram que o 

tratamento de sementes com o fungicida Carboxina + Tiram resultou em 

aumento da porcentagem de germinação de sementes de arroz. 

Comparando-se os resultados obtidos para a qualidade fisiológica e 

sanitária das sementes, observou-se que, em geral, maiores índices de 

germinação e vigor foram obtidos nas sementes tratadas, indicando que a 

condição sanitária das mesmas interfere indiretamente nos referidos padrões. 

Carvalho et al. (1999) sugerem que sementes predispostas à ação de 

patógenos, quando tratadas, reduzem a capacidade de sobrevivência dos 
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fitopatógenos e potencializam a longevidade das sementes, poder germinativo 

e o vigor das futuras plantas.  

A Figura 14 ilustra as afirmações relatadas anteriormente de que o 

tratamento das sementes com fungicidas resultou em plântulas mais sadias e 

vigorosas (14-A) e elevados percentuais de plântulas anormais e sementes 

mortas, constatados na testemunha não tratada (Figura 14-B e C).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 14. Resultados do teste de germinação com sementes de Paspalum  

guenoarum ecótipo “Azulão”, 21 dias após o início do teste. A- 
Plântulas sadias e vigorosas obtidas após o tratamento das 
sementes com fungicidas. B e C- Plântulas anormais e sementes 
mortas, infectadas ou muito deterioradas pela ação de fungos 
fitopatogênicos.   

 

Com base nos resultados obtidos em laboratório, observa-se que o 

tratamento de sementes, uma vez realizado com produtos adequados, é capaz 

de promover alterações positivas nos padrões de germinação e vigor. Contudo, 

estas alterações são provocadas pelo efeito indireto do controle de fungos 

associados às sementes.  

As avaliações realizadas, de maneira geral, reafirmaram a eficiência 

dos fungicidas sobre a qualidade sanitária e fisiológica das sementes, 

propiciando informações de grande utilidade no controle de qualidade das 

sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão”. Sugere-se estudos mais 

aprofundados dos efeitos do tratamento de sementes dessa espécie visando a 

obtenção de uma emergência rápida e uniforme a campo, aumento na 

produção de sementes, bem como, garantia do pleno desempenho das 

mesmas, fazendo com que a densidade desejada de semeadura seja 

alcançada. A presença de patógenos em lotes de sementes pode não só 
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comprometer a semeadura no ano em que esses lotes estão sendo utilizados, 

como também futuros cultivos de outras espécies de plantas. 

5. CONCLUSÕES 
 
As espécies de fungos fitopatogênicos mais frequentes nos lotes de 

sementes de P. guenoarum ecótipo “Azulão” são Bipolaris micropus, Curvularia 
geniculata, Fusarium incarnatum e Phoma herbarum. 

 
Em condições in vitro, o fungicida Carboxina + Tiram inibe com alta 

eficácia (DL50 < 1 ppm) o crescimento micelial dos fungos F. incarnatum, C. 
geniculata e B. micropus, ao passo que Metalaxil + Fludioxonil inibe com alta 
eficácia os fungos P. herbarum, C. geniculata e B. micropus. 

 
O tratamento químico com os fungicidas Carboxina + Tiram, 

Metalaxil-M + Fludioxonil e a combinação de ambos os produtos nas sementes 
de P. guenoarum é eficiente no controle de B. micropus, C. geniculata, F. 
incarnatum e P. herbarum e promove melhor desempenho fisiológico. 
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