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FUNGOS FITOPATOGENICOS'ASSOCIADOS AS SEMENTES DE Paspalum
guenoarum ARECH. ECOTIPO “AZULAO”: CARACTERIZACAO,
PATOGENICIDADE E CONTROLE?

Autor: Bruno Frosi Gasparetto
Orientadora: Carolina Bremm

RESUMO - O objetivo deste estudo foi determinar as espécies de fungos
fitopatogénicos presentes em sementes de P. guenoarum Arech. ecétipo
“Azulao”, bem como, verificar a sensibilidade in vitro dos fungos isolados a
diferentes fungicidas e avaliar a eficiéncia do tratamento quimico no controle de
fungos e no desempenho fisiolégico das sementes. Cinco lotes de sementes
(2011, 2012, 2013, 2014 e 2015), obtidos de éarea experimental na
EEA/UFRGS, foram analisados quanto a qualidade fisica e fisiol6gica através
dos testes de umidade, pureza, germinacao e vigor (PCG, IVG e TZ). Para a
avaliacdo da qualidade sanitaria fez-se o isolamento dos fungos fitopatogénicos
associados as sementes pelo método de “blotter test”. A patogenicidade dos
fungos encontrados foi avaliada por inoculacdo de plantulas, através de
suspensdes de conidios. Os fungos fitopatogénicos foram caracterizados
através de analise morfologica e molecular. Para a caracterizagdo molecular
utilizou-se o espacador interno de transcricdo de rDNA [primers ITS1 /I1TS4] e
o gene RNA polimerase Il (RPB2) [primers 5f2 / 7cr]. Por meio de ensaios de
fungitoxicidade in vitro, estudou-se a sensibilidade dos isolados fungicos
detectados nas sementes, testando-se quatro fungicidas (Carboxina + Tiram,
Cabendazim + Tiram, Metalaxil-M + Fludioxonil e Tiofanato-metilico) e cinco
concentracdes (1; 2,5; 5; 10 e 30 ppm), determinando-se a DLs,. Os fungicidas
mais eficientes foram avaliados no tratamento das sementes, somente no lote
2015. Os lotes 2014 e 2015 apresentaram maior porcentagem de germinacao e
vigor. As espécies de fungos fitopatogénicos mais frequentes nos lotes de
sementes de P. guenoarum ecétipo “Azulao” sao Bipolaris micropus, Curvularia
geniculata, Fusarium incarnatum e Phoma herbarum. Em condig¢des in vitro, o
fungicida Carboxina + Tiram inibe com alta efichcia (DLsp < 1 ppm) o
crescimento micelial dos fungos F. incarnatum, C. geniculata e B. micropus, ao
passo que Metalaxil + Fludioxonil inibe com alta eficacia os fungos P.
herbarum, C. geniculata e B. micropus. O tratamento quimico com o0s
fungicidas Carboxina + Tiram, Metalaxil-M + Fludioxonil e a combinacdo 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 fisioldgico.

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

!Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Plantas Forrageiras, Faculdade de
Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil. (66 p.) Marco, 2017.



Paspalum guenoarum ARECH. ECOTYPE “AZULAO” SEED-BORNE
FUNGI: CHARACTERIZATION, PATHOGENICITY AND CONTROL?

Author: Bruno Frosi Gasparetto
Advisor: Carolina Bremm

ABSTRACT - This study was aimed to determine the phytopathogenic fungi
species present in P. guenoarum Arech seeds. "Azulao" 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 |l
(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 LDsy 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
"Azuldo" 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 (LDso < 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
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1. INTRODUCAO

A pecuéaria de corte é uma das atividades primarias de maior
Importancia econdmica para a regiao sul do Brasil. No Rio Grande do Sul, a
producdo animal com base em pastagens naturais representa uma importante
opcdo de uso sustentdvel do Bioma Pampa (Nabinger et al., 2009). Neste
contexto, varias espécies se destacam pelo bom valor forrageiro, dentre elas,
Paspalum guenoarum Arech. ecétipo “Azulao”.

Devido as suas caracteristicas agrondémicas, produtividade e
composi¢cdo quimica, o ecotipo “Azuldao” tem sido utilizado em programas de
selecdo e melhoramento genético, desenvolvidos no Departamento de Plantas
Forrageiras e Agrometeorologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(DPFA/UFRGS), com vistas a selecdo de recombinantes desejaveis (Pereira et
al., 2011; Pereira et al., 2015). Em complemento, a linha de pesquisa em
Ecologia, Producdo e Tecnologia de Sementes Forrageiras direciona seus
estudos para praticas que melhorem a producédo e a qualidade das sementes
utilizadas nesses programas.

A semente é utilizada como forma de propagacdo do potencial
genético de P. guenoarum. Neste sentido, entre os varios atributos envolvidos
no controle de qualidade de sementes selecionadas, destaca-se a condi¢céo
fitossanitaria e fisiologica das mesmas, que por sua vez, exerce influéncia sobre
a germinacéo, desenvolvimento de plantulas, longevidade e produtividade das
espécies forrageiras (Fernandes et al., 2005; Vechiato & Aparecido, 2008).

Em laboratério, o teste de germinacao € um importante parametro de
avaliacdo da qualidade fisiolégica das sementes (Brasil, 2009). No entanto, em
avaliacdes realizadas durante testes de germinacao de lotes de sementes de P.
guenoarum ecotipo “Azuldo”, tem-se observado alta incidéncia de fungos,
podriddo de sementes e morte de plantulas 3 a 4 dias ap6s a germinacgéao, o que
pode ser um indicativo da presenca de fungos fitopatogénicos nas sementes.
Dentre os sintomas causados por esses organismos, destaca-se lesdes foliares
em plantas adultas. Durante visitas ao campo de producdo de sementes, ha
indicativos de que fungos fitopatogénicos estejam interferindo no potencial
genético das mesmas.

Dentre os agentes patogénicos, os fungos sdo os mais ativos, e
englobam o maior nimero de espécies associadas as sementes (Brasil, 2009).
Em gramineas forrageiras, fungos fitopatogénicos a exemplo de Alternaria sp.,
Drechslera sp., Bipolaris sp., Curvularia sp., Fusarium sp. e Phoma sp. tem sido
comumente associados ao decréscimo nos padrbes de germinacéo e vigor das
sementes, além de reducdo 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 prejuizos na
produtividade das pastagens.

Neste contexto, o diagndstico fitossanitario, com base em analises de
deteccdo e determinacdo de patdgenos que constituam ou possam constituir
ameacas a qualidade das sementes, serve de orientacdo para a tomada de
decisbes quanto ao produto e/ou manejo mais adequado a ser utilizado no
cultivo em questéo.
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Embora varios autores (Vechiato & Aparecido, 2008; Mallmann et al.,
2013; Santos et al., 2014) tenham detectado fungos fitopatogénicos associados
a sementes de espécies forrageiras, até o momento, ndo ha relatos sobre a
ocorréncia de fungos em sementes de P. guenoarum, a patogenicidade destes
e o controle mais eficiente.

Partindo-se do pressuposto de que fungos associados as sementes
de P. guenoarum ecotipo “Azuldao” reduzem a qualidade sanitaria e fisiol6gica
das mesmas, com base em observacgdes preliminares realizadas em laboratorio,
0 presente estudo teve como objetivos: 1) determinar as espécies de fungos
fitopatogénicos presentes em cinco lotes de sementes; 2) verificar a
sensibilidade in vitro dos fungos isolados a diferentes fungicidas; 3) avaliar a
eficiéncia do tratamento quimico no controle de fungos e no desempenho
fisiologico das sementes de P. guenoarum ecétipo “Azulao”.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Paspalum guenoarum Arech. ecétipo “Azulao”

O género Paspalum compreende mais de 400 espécies tropicais e
subtropicais de ocorréncia natural em vérias regiées do mundo, especialmente
na Ameérica do Sul, apontado como o centro de origem e diversificacdo de boa
parte das espécies deste género (Batista & Godoy, 1998). Muitas dessas
espécies estdo presentes em abundancia em pastagens naturais do Paraguai,
Uruguai, nordeste da Argentina e sul do Brasil, onde representam algumas das
melhores gramineas forrageiras (Valls, 1980; Allen & Valls, 1987; Oliveira,
1995).

Segundo Valls (1992), estdo referidas aproximadamente 130
espécies de Paspalum no Brasil, agrupadas em diferentes grupos taxonémicos
(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
caracteristicas quimicas e morfologicas importantes para a pecuaria de corte do
estado (Costa & Scheffer-Basso, 2003; Baréa et al., 2007).

Dentre os grupos taxonémicos de Paspalum, o grupo Plicatula é o
mais importante no Brasil e na América do Sul, sendo conhecido por suas
caracteristicas agrondmicas, que servem de fonte de alimentacdo para animais
silvestres e domesticados (Meireles et al., 2013). A alta adaptabilidade e a
ampla variabilidade genética em caracteres de interesse forrageiro sdo as
principais caracteristicas das espécies que compde o grupo (Pereira et al.,
2012; Cidade et al.,, 2013). Entre estas espécies, € comum a presenca de
populagdes geneticamente unicas, constituindo verdadeiros “ecotipos” (Prates,
1970). Esse é o caso da espécie Paspalum guenoarum eca6tipo "Azulao".

Trata-se de uma graminea forrageira perene, de héabito cespitoso,
com plantas robustas de coloracao verde-azulada, podendo alcancar de 0,8 a
2,0 m de altura; possui bainhas maiores que os entrends, geralmente glabras;
lamina foliar glabra, plicada nas margens, com nervura central esbranquicada;
inflorescéncia formada por 6 racemos; antécio castanho escuro brilhante;
floresce e sazona de marco a abril (Barreto, 1974; Paim & Nabinger, 1982). No
Rio Grande do Sul, a espécie ocorre nas formacfes vegetais da Depressao
Central, Campos de Cima da Serra, Planalto e Encosta da Serra do Sudeste
(Barreto, 1974).

De acordo com Pereira et al. (2012), dentre as caracteristicas que
evidenciam seu bom valor forrageiro, a espécie apresenta altos niveis de
producdo de matéria seca total (15.995 kg/ha™), matéria seca de folhas (11.218
kg/ha™), alta digestibilidade, aceitabilidade e tolerancia as baixas temperaturas.
Steiner (2005), avaliando genotipos de P. guenoarum e P. notatum, verificou
que o Azuléao produziu teores meédios de 15% de proteina bruta. A boa producao
de forragem no periodo de outono-inverno, periodo de maior caréncia alimentar
do rebanho sul-brasileiro, também é citada por pesquisadores como importante
caracteristica agronémica desta espécie (Otegui et al.,, 2005; Steiner, 2005;
Sawasato, 2007). Motta (2014), avaliando caracteres agrondmicos em vinte
hibridos interespecificos do género Paspalum, para a obtencdo de cultivares
melhoradas geneticamente, constatou superioridade na producdo de forragem
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do “Azulao” em relagdo aos demais gendtipos, confirmando o resultado
encontrado por Pereira et al. (2012).

Lopes et al. (2016), avaliando o manejo de cortes consecutivos na
producdo e qualidade de sementes de P. guenoarum ecoétipo “Azulao’,
obtiveram, nos tratamentos com zero e um corte, a maior producdo de
sementes (850,3 kg/ha™ e 784,9 kg/ha™, respectivamente). No mesmo trabalho,
para o segundo ano de producdo de sementes, 0s mesmos tratamentos
apresentaram 0s maiores valores de germinacdao (79,3 e 75,0%,
respectivamente). Otegui et al. (2005) obtiveram porcentagens de germinacao
de 58% e 64,75% nos melhores tratamentos, ao comparar efeitos de luz e
temperatura na germinacéo de sementes de P. guenoarum.

A semente é a principal forma de propagacdo e distribuicdo dos
avancos genéticos de muitas espécies vegetais, inclusive as do género
Paspalum. Segundo Lopes & Franke (2011), dentre as caracteristicas
importantes de uma planta forrageira, a capacidade de produzir sementes
viaveis é de extrema importancia para a sua propagacao. Trabalhos realizados
com Paspalum apontam baixa capacidade de producéo de sementes viaveis e
multiplicagdo comercial limitada pela falta de estudos sobre a influéncia das
praticas de manejo na qualidade das sementes produzidas (Pizarro, 2000;
Soster, 2009; Lopes & Franke, 2011).

A producdo de sementes € um processo complexo e condicionado
por uma série de fatores. Batista & Godoy (1998), avaliando a capacidade de
producdo de sementes de acessos de Paspalum, dentre eles P. guenoarum,
observaram variabilidade quanto a capacidade fisiologica de producdo de
sementes viaveis, destacando-se, para época de florescimento, germinacao das
sementes, tolerancia a presenca de patdgenos e vigor das plantulas no
estabelecimento a campo. Pinto et al. (1984), apontaram a baixa qualidade das
sementes viaveis como uma das principais causas da espécie P. guenoarum
ecotipo “Azuldo” nao ter boa difuséao.

2.2. Importancia da qualidade fitossanitaria das sementes

Na producdo de sementes, além do rendimento, deve-se considerar
a qualidade das sementes produzidas (Bahry, 2007). O Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, regulamenta e fiscaliza através
de normas e padrbes de identidade, qualidade, producdo e a comercializagéo
de sementes de espécies forrageiras em todo o territério nacional (MAPA,
2008).

O termo “qualidade das sementes” envolve um conjunto de atributos
geneticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios. Esses atributos determinam a
capacidade da semente originar um estande uniforme, constituido de plantas de
alta produtividade, vigorosas, livre de pragas e doengas (Popinigis, 1985). As
informacdes referentes a qualidade sdo obtidas em testes especificos
conduzidos em laboratorios de andlise de sementes, a partir de amostras que
representem o lote que se deseja analisar (Brasil, 2009).

De acordo com Bevilaqua & Pierobom (1995), a utlizacdo de
sementes de baixa qualidade é um dos principais fatores que afetam a
formacdo das pastagens. Dentre os fatores associados a qualidade das
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sementes, a presenca de patdgenos constitui um dos principais limitantes na
producéo de plantas forrageiras.

A importancia dos problemas fitossanitarios vem sendo reconhecida
de forma crescente no controle de qualidade de sementes (Silva, 2014). De
modo geral, a semente possui papel importante na disseminacdo de patégenos
de plantas forrageiras. Lucca-Filho (2003) relata que este conhecimento deve
ser aprofundado, visto que agentes patogénicos veiculados pelas sementes
acabam sendo introduzidos nos campos de producdo de forragem, onde em
muitas situacfes, podem ocasionar perdas econdémicas significativas.

Segundo Teixeira et al. (1997), microrganismos patogénicos
veiculados por sementes podem associar-se as mesmas de diferentes
maneiras, contaminando-as, superficialmente, ou colonizando o0s seus
tecidos internos. Em decorréncia disso, patdgenos podem ser introduzidos em
areas livres ou até mesmo o acumulo destes pode ser observado em areas ja
infestadas (Russomano et al., 2000; Oliveira et al., 2012). Esse efeito € notorio
em areas de producdo 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 incidéncia desses patégenos nas
sementes, maiores serdo os focos no campo.

Conforme Henning (2004), além da introducdo de importantes
patdgenos no campo, o inodculo presente na semente pode resultar em aumento
progressivo de uma determinada doenca, podendo refletir negativamente no
valor comercial da cultura. Segundo Ito & Tanaka (1993), além das
caracteristicas de transmissdo e suas consequéncias epidemioldgicas, certos
patdgenos presentes nas sementes podem ocasionar efeitos diretos, tais como,
reducdo do potencial germinativo, vigor, emergéncia, periodo de
armazenamento, rendimento e produtividade das sementes.

A condicado sanitaria das sementes no momento da germinagéo é um
aspecto fundamental a ser considerado (Silva et al., 2007). Bevilaqua &
Pierobom (1995) ressaltam que a presenca de microrganismos, apos o ponto de
maturacao fisioldgica, ou no armazenamento das sementes, também representa
uma ameaca a sanidade das mesmas, podendo causar redu¢do no poder
germinativo, menor desenvolvimento de plantulas nos primeiros estadios e,
posteriormente, do rendimento das plantas (Pedroso, 2009). Segundo
Fernandes (2005), o in6culo presente na semente pode causar impacto
significativo no desenvolvimento das plantas, producdo de sementes e
persisténcia das forrageiras no campo, o que tende a trazer sérios prejuizos aos
pecuaristas.

O potencial germinativo das sementes é avaliado pelo teste de
germinacdo (Brasil, 2009). Este teste, além de oferecer as condi¢des ideais
para o desenvolvimento das sementes, também fornece condi¢des ideais para a
presenca de microrganismos patogénicos, como fungos e bactérias (Ferraz &
Calvi, 2010). Em casos como este, lotes de sementes podem ser eliminados por
nao atingirem indices satisfatorios de germinacdo, o que diminui a oferta de
sementes no mercado (Oliveira et al., 2012).

Castellani et al. (1996) salientam que a presenca de fungos nas
sementes pode reduzir a capacidade germinativa de um lote e ocasionar
problemas na interpretacdo dos resultados de testes de germinacao,
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conduzidos em condicdes de laboratorio. Outros danos decorrentes da
associacdo de patdégenos com sementes incluem a morte em pré-emergéncia,
podriddo radicular, tombamento de mudas, manchas necroticas em folhas e
caules, deformacgbes, como hipertrofias e subdesenvolvimento, descoloragéo
de tecidos e infeccdes latentes (Neergaard, 1979).

A deteccdo de patdgenos em sementes é imprescindivel para a
utilizacado de sementes nao infectadas por patdgenos. O teste de sanidade é um
importante procedimento utilizado para avaliar a qualidade sanitaria 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
ha presenca de agentes patogénicos (Botelho et al., 2008). Segundo Henning
(2004), além de fornecer informagBes para a avaliacdo do valor cultural, a
analise da sanidade das sementes pode indicar as causas da baixa
germinagdo, comum em amostras com altos indices de infeccao.

Dentre os agentes patogénicos, os fungos sdo os mais ativos, e
englobam o maior nUmero de espécies associadas as sementes (Brasil, 2009).
O indculo fangico pode ser veiculado através da semente, na forma de micélio
e/ou de esporos, sendo que a taxa de transmissdo depende da quantidade e
localizac&o do inéculo na semente (Neergaard 1979, Tanaka & Machado, 1985).
Além disso, em associacdo as sementes, os fungos destacam-se pela
capacidade de sobrevivéncia em diversas condicdes ambientais, devido a
producéo de estruturas de resisténcia (Kruppa & Russomanno, 2009).

Segundo Vechiato et al. (2010), dentre os fatores que limitam a
qualidade e a produtividade das pastagens, estdo as doencas causadas por
fungos. Logo, a utilizacdo de métodos de deteccdo acurados constituem
ferramentas importantes no processo de identificacdo e no controle da
introducdo e disseminacao destes agentes patogénicos (Vechiato & Aparecido,
2008).

2.3. Técnicas de determinacédo de fungos em sementes

A determinacédo de fungos associados as sementes é de grande valor
para a diagnose de doencas e para a melhor compreensédo de um determinado
patégeno. A opcdo de uma determinada técnica, dentre as varios existentes,
depende das caracteristicas do patdogeno a ser analisado, das condi¢des
disponiveis e dos objetivos do teste (Neergaard, 1979).

Os métodos mais utilizados para deteccédo de fungos mitospéricos ou
anamorficos, recomendados pela International Seed Testing Association —
ISTA, em sementes de gramineas forrageiras sdo: método do papel de filtro
(blotter test), papel de filtro modificado com congelamento (deep freezer) e
método do plagueamento em meio agar sélido.

Tradicionalmente, o método do papel de filtro € o mais utilizado em
analises sanitarias 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 numero de fungos. Dentre as variacbes deste método, para sementes
forrageiras e cereais, 0 congelamento rapido 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 incubacdo das sementes em meio nutritivo com agar,
conhecido como meio BDA (batata-dextrose-agar), também constitui
ferramenta importante para a analise da qualidade sanitaria de sementes. O
meio BDA é geralmente utilizado em casos onde o blotter test ndo oferece
condicbes adequadas para o crescimento e esporulacdo de patdogenos
especificos (Henning, 2004). Este método é capaz de detectar a presenca de
hifas, corpos de frutificacdo e esporos, independentemente de estarem
localizados na superficie ou no interior das sementes (Oliveira et al., 2012).

Nos métodos tradicionais, a identificacdo e caracterizacéo de fungos
€ realizada com base em caracteristicas morfolégicas, como tipo de
frutificacdo, tamanho, forma e cor de esporos (Brasil, 2009). Entretanto, a
andlise de caracteristicas morfolégicas e culturais podem ndo ser suficientes
para uma caracterizacao precisa das espécies, uma vez que alguns caracteres
podem apresentar similaridade entre espécies dentro do mesmo género
(Menezes et al., 2010). Esta condicdo pode ser observada, por exemplo, no
género Cercospora, onde varias espécies apresentam similaridade com relacao
ao tamanho de conidios (Welles, 1933). Além disso, a dificuldade de cultivo in
vitro de espécies e incapacidade de quantificar com precisdo o patégeno
limitam a utilizacdo destes métodos (Goud & Termorshuizen, 2003).

Com o advento da biologia molecular, novas ferramentas baseadas
em relacBes filogenéticas e variacbes de taxons trouxeram maior precisao e
confiabilidade para a identificacdo e caracterizagcdo de espécies flngicas
(Hibbett et al., 2007). Técnicas moleculares desenvolvidas a partir da Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) como o sequenciamento de DNA, tém sido
ferramentas Gteis na identificacdo de varios organismos, dentre eles os fungos.
Segundo Majer et al. (1996), os marcadores moleculares constituem
ferramentas importantes para a identificacdo e caracterizacdo genética de
populacdes de fitopatdgenos.

Dentre os marcadores moleculares utilizados, destaca-se o
sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer), que atua entre 0s
genes 18S e 28S do rDNA e que pode ser amplificada com primers especificos
ancorados nessas duas regifes (White et al., 1990). Essa regido € altamente
conservada intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, o que
possibilita a distincdo ao nivel especifico (Samuels & Seifert, 1995; Fungaro,
2000; Chen et al., 2004). Outros marcadores tais como fator de elongacédo
(EF1-alfa), B-tubulina, actina, calmodulina e histona também sao utilizados no
sequenciamento de fungos.

Varios trabalhos utilizando o sequenciamento da regido ITS
confirmaram diferencas genéticas importantes em genoétipos morfologicamente
indistintos (Goodwin, Dunkle & Zismann, 2001; Somai et al., 2002). Analisando
relacdes filogenéticas em isolados de Fusarium solani por meio do
sequenciamento da regido ITS, O’'Donnell & Gray (1995) sugeriram a existéncia
de espécies distintas classificadas dentro deste complexo. Manamgoda et al.
(2012) descobriram que ndo ha limite morfologico claro entre os géneros
Bipolaris e Curvularia e algumas espécies apresentam morfologia
intermediaria. Os mesmos autores recomendam a utilizagdo de uma andlise
combinada de genes para a identificagdo definitiva de espécies.
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Apesar das varias pesquisas conduzidas, muitas em fases
avancadas, até o momento, nenhuma técnica molecular para determinacéo de
fungos fitopatogénicos associados as sementes de Paspalum guenoraum é
conhecida.

2.4. Fungos fitopatogénicos em sementes forrageiras

Dentre 0s microrganismos associados as sementes, os fungos estao
entre os principais causadores de doencas em plantas forrageiras. Os fungos
fitopatogénicos sédo responsaveis por causar perdas frequentes no rendimento
e na qualidade das sementes (Lucca-Filho, 1999). De acordo com Neergaard
(1979), os fungos podem provocar aborto, deformacgdes e reducao de tamanho,
podriddes, descoloracbes e necroses, com impacto direto na reducdo da
viabilidade e da germinacao das sementes.

Schafer & Kotanen (2003) verificaram que fungos fitopatogénicos
sdo prejudiciais a germinacdo e estabelecimento de plantas no campo em
quatro espécies de gramineas. Em sementes de azevém-anual (Lolium
multiflorum Lam.), Lucca-Filho (1999) detectou grande quantidade de fungos
reduzindo o numero de plantas por area, 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 presenca de fungos fitopatogénicos (Aguiar et al.,
2013). Fungos dos géneros Fusarium, Aspergillus, Curvularia e
Geniculosporium sdo os mais comumente encontrados em sementes de P.
notatum (Aguiar et al., 2013). Segundo Fonseca & Martuscello (2010), a
principal doenca fangica em P. notatum é o Ergot, causado por Claviceps
paspali, que reduz a producdo de sementes na variedade Argentina
(Pensacola).

Bahry et al. (2007), avaliando a qualidade fisiolégica e sanitaria de
sementes de milheto, observaram, através do teste de sanidade, alta incidéncia
de fungos e bactérias nas sementes. Em trabalho realizado por Bevilagua &
Pierobom (1995) com sementes de aveia preta, produzidas na regido sul do
Rio Grande do Sul, os fungos encontrados com maior frequéncia 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 géneros que causam prejuizos a
emergéncia das plantulas, apenas Helminthosporium sp. e Phoma sp.
ocorreram em elevadas incidéncias.

Com relacdo a fungos que infectam sementes de gramineas
cultivadas, como no caso da braquiaria, importantes patégenos tém sido
detectados, como Claviceps maximensis e Ustilago operta, agentes etiologicos
da mela-das-sementes e do carvao, respectivamente (Marchi et al., 2007;
Marchi et al., 2008). Fungos potencialmente patogénicos como Bipolaris sp.,
Curvularia sp., Drechslera sp., Exserohilum sp., Fusarium sp. e Phoma sp., e
fungos considerados secundarios ou de armazenamento como Alternaria sp.,
Aspergillus sp., Cladosporium sp., Epicoccum sp., Nigrospora sp., Penicillium
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sp. e Trichoderma sp. também séo relatados com frequéncia em sementes de
braquiaria (Vechiato, 2004; Fernandes et al., 2005; Marchi et al., 2006).

Vechiato & Aparecido (2008) relatam que os fungos dos géneros
Alternaria, Exserohilum, Curvularia, Phoma e Fusarium, comumente
associados as sementes de Urochloa e Panicum, s&do considerados
potencialmente patogénicos as diferentes espécies e cultivares destes géneros
de gramineas forrageiras. Lasca et al. (2004) observaram evidéncias da
transmissdo de Phoma sp. e Curvularia sp. em sementes de braquiaria. O
género Curvularia é apontado por Prabhu et al. (1999) como causador de
mancha nas folhas e nas glumas em gramineas.

Em trabalho realizado por Mallmann et al. (2013), a analise sanitaria
indicou elevada incidéncia de fungos fitopatogénicos em sementes de
Brachiaria sp. e Panicum maximum, com predominancia de Bipolaris sp.,
Cladosporium sp., Curvularia sp., Alternaria sp., Fusarium sp. e Phoma sp.
Estes constituem os fungos fitopatogénicos mais comuns nos campos de
producdo de sementes de forrageiras nos estados de Mato Grosso do Sul
(MS), Mato Grosso (MT), Goias (GO), Minas Gerais (MG) e Sao Paulo (SP).
Neste sentido, os altos niveis de incidéncia de fungos fitopatogénicos reduzem
a viabilidade das sementes (Neergaard, 1979), outros com crescimento rapido
e agressivo como Fusarium sp. e Phoma sp. podem promover a morte da
semente antes mesmo da germinacao (Menten, 1995).

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

A inexisténcia de padrées de qualidade sanitaria para a
comercializacdo das sementes, assim como a falta de produtos registrados
para tratamento das mesmas sdo apontados como fatores responsaveis pela
ampla dispersdo dos fungos patogénicos, contribuindo para o aumento da
incidéncia de doencas nas pastagens (Guimaraes et al., 2006).

2.5. Tratamento quimico de sementes

O tratamento de sementes é uma ferramenta para a protecao desde
a germinacdo até a fase inicial de desenvolvimento, com impacto direto na
produtividade dos cultivos.

De modo geral, o tratamento de sementes consiste na aplicacdo de
substancias quimicas que preservem ou aperfeicoem o desempenho das
sementes, permitindo que as culturas expressem todo seu potencial genético e
tem sido eficiente contra fitopatbgenos (Menten & Moraes, 2010).

A eficiéncia do tratamento de sementes depende do tipo e
localizagcdo do patdgeno, do vigor da semente e da disponibilidade de
substéancias e processos adequados (Menten & Moraes, 2010). O tratamento
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quimico de sementes é uma das praticas agricolas mais simples e econémicas
recomendadas no controle preventivo de fungos patogénicos. De acordo com
Goulart (2000), a utilizacdo de fungicidas é um dos métodos de mais baixo
custo no manejo integrado de doencas de plantas, ndo s6 com o interesse de
eliminar os patdégenos associados as sementes, mas também proteger as
sementes e plantulas, durante sua fase inicial de desenvolvimento, de agentes
patogénicos presentes na semente e no solo.

De modo geral, fungicidas persistentes e estiveis sdo aplicados,
principalmente, através de molhamento rapido das sementes. Existem
equipamentos cada vez mais sofisticados, para o tratamento répido e
adequado das sementes. Normalmente, o tratamento de sementes com
fungicidas € 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 fitopatdgenos
presentes tanto nas sementes como no solo, além de evitar a introdugdo ou
disseminacdo de patdgenos transmitidos pelas mesmas. Segundo Balardin &
Loch (1987), maiores percentuais de germinacao e emergéncia das plantulas
podem ser obtidos através do tratamento quimico das sementes, uma vez que
a infeccd@o primaria € retardada e o in6culo de patdgenos radiculares e do solo
séo reduzidos.

Existem fungicidas registrados para 16 culturas, eficientes contra 70
fungos, incluindo agentes causais de podriddo de sementes, plantulas, raizes e
colo, murchas, mofo branco, manchas, oidios, ferrugens e caries/carvdes
(Menten & Moraes, 2010). Os mesmos autores referem que a mistura de
fungicidas de diferentes modos de acdo tem sido recomendada permitindo
aumentar o numero de alvos a serem controlados e 0 manejo de resisténcia
prolongando o tempo de vida dos ativos.

Em gramineas forrageiras, varios trabalhos tém sido conduzidos
com o intuito de avaliar a eficiéncia da utilizacdo de fungicidas no tratamento
quimico de sementes. Guerra & Costa (2012), avaliando a eficiéncia de
fungicidas no tratamento de sementes de Brachiaria brizantha cv. BRS Piata,
observaram efeito significativo na reducdo do aparecimento de doencas nos
estagios iniciais de desenvolvimento vegetativo desta forrageira. Da mesma
forma, Silva et al. (2002) observaram que patégenos importantes para cultura
da aveia-branca (Avena sativa L.) e que sao transmitidos pelas sementes séo
controlados pelo tratamento com fungicidas, como thiram, triadimenol e
carboxin-thiram, garantindo melhor emergéncia, desenvolvimento das plantulas
e alteracdo da microbiota (fungos, bactérias e actinomicetos).

Em trabalho realizado por Lasca et al. (2001), os fungicidas thiram e
carboxin + thiram apresentaram eficiéncia no controle de fungos em sementes
de trigo. Do mesmo modo, estes fungicidas foram eficientes no controle de
fungos associados as 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 fitopatogénicos associados as 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 emergéncia de plantulas 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,
contribuiram para uma melhor germinacdo 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 emergéncia em relacdo as 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 germinacédo, para a avaliacdo realizada imediatamente apds o
tratamento, bem como foi eficiente na diminuicdo da incidéncia dos principais
fungos associados as 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 eficiéncia dos
beneficios do tratamento quimico de sementes, e a busca de novos fungicidas
visando a melhoria da qualidade das sementes produzidas e comercializadas
sdo constantes e de grande importancia para empresas e produtores que
atuam neste segmento. Esses estudos permitirdo identificar e sugerir novas
alternativas de fungicidas, assim como verificar os inumeros beneficios que os
mesmos podem trazer.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Identificagdo dos lotes de sementes

Foram avaliados cinco lotes de sementes de P. guenoarum ecotipo
“Azulao”, representando cinco safras diferentes (2011, 2012, 2013, 2014, e
2015). As sementes foram produzidas na Estacdo Experimental Agrondmica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul — EEA/UFRGS, no municipio de
Eldorado do Sul, RS (30°05'52" S, 51°39'08" W e altitude de 32 m). Os dados
climaticos durante o desenvolvimento da cultura, nos cinco anos, foram obtidos
de uma estacdo meteoroldgica localizada a 30 m da area experimental (Figura
1).
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FIGURA 1. Temperatura média mensal (TM), precipitacdo mensal (PM) e
normais (TN, PN) na Estacdo Experimental Agrondémica 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
periodo de pos-antese até a colheita das sementes.

O manejo do campo de produgédo iniciava no més de outubro
estendendo-se até a colheita das sementes em marco. Apds a colheita e
beneficiamento das sementes, os lotes 2013, 2014 e 2015 foram embalados
em sacos de papel “kraft” e acondicionados em camara fria (10 °C £ 2; 40 + 5%
UR, aproximadamente), enquanto os lotes 2011 e 2012 permaneceram
embalados em sacos de papel em condicdo ambiente (25 °C £ 5; 60 £ 10%
UR, aproximadamente) até 2013, quando passaram para camara fria com os
demais lotes.

3.2. Avaliacdo da qualidade fisica e fisiol6égica dos lotes

Os experimentos foram conduzidas no Laboratério de Andlise 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 analise de pureza foi realizada utilizando-se dez gramas de
sementes de cada lote (sementes beneficiadas), separando a amostra em trés
fracbes (sementes puras, outras sementes e material inerte) e posteriormente
pesadas em balanca de precisdo, conforme prescrito nas Regras para Analise
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 germinagéo

Foi realizado com quatro repeticbes de 100 sementes por lote,
distribuidas em caixas plasticas tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm), tendo como
substrato duas folhas de papel tipo “germitest” esterilizado e umedecido com
solugéo de KNOs3 a 0,2%, na proporcao de 2,5 vezes a massa do substrato ndo
hidratado, seguido de sete dias de pré-esfriamento (5-10 °C). Apos 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 lampadas fluorescentes (20 W; 1060 Im)
localizadas no interior do germinador. Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais, plantulas anormais, sementes dormentes e
sementes mortas obtidas no vigésimo primeiro dia (Brasil, 2009).

3.2.4. Primeira contagem de germinacao
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Foi realizada considerando o numero de plantulas normais no sétimo
dia do teste de germinacéo (Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas normais.

3.2.5. indice de velocidade de germinac&o

Foi obtido segundo a formula proposta por Maguire (1962), a partir
do préprio teste de germinacdo, computando-se diariamente o numero de
sementes com protrusao radicular até o vigésimo primeiro dia.

IVG = G1/N1 + G2/N2 + ... + Gn/Nn. Onde, G1, G2 e Gn = n° de
plantulas normais na 12 contagem, 22 e (ltima, respectivamente. N1, N2 e Nn =
no de dias de semeadura a 1%, 2% e Ultima contagem.

3.2.6. Teste de tetrazolio

Foi realizado no Laboratério de Andalise de Sementes da Fundacédo
Estadual de Pesquisa Agropecuéaria (Fepagro), em Porto Alegre, RS.

Utilizou-se 200 sementes de cada lote, subdivididas em quatro
repeticbes de 50 sementes. Estas foram seccionadas longitudinalmente e
medianamente, através do embrido, e imediatamente submersas em solucdo
de tetrazélio (2,3,5 cloreto de trifenil tetrazolio) a 0,5%, em recipientes plasticos
mantidos por 24 horas em BOD a 30 °C, no escuro, para coloragdo. Apds o
desenvolvimento da coloracéo, as sementes foram lavadas em agua corrente e
deixadas submersas em agua até o momento da avaliacdo. Os embrides foram
individualmente examinados e, de acordo com a extensdo, intensidade dos
tons avermelhados, presenca de areas brancas leitosas, aspecto dos tecidos e
localizac&o destas coloracfes em relacdo as areas essenciais ao crescimento,
foram individualmente classificados em viaveis e invidveis (Brasil, 2009). Os
resultados foram expressos em porcentagem de sementes viaveis.

3.2.7. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes por lote para todas as variaveis avaliadas,
com excec¢do do grau de umidade, no qual foram utilizadas duas repeticdes. A
analise de variancia (teste F) foi realizada por meio do PROC GLM do
Statistical Analysis System™ program, version 9.1.3 (SAS Institute, Inc.). As
meédias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia. A
matriz de correlagdo de Pearson foi realizada através do PROC CORR (SAS
Institute, Inc.), com intuito de verificar relacbes existentes entre as variaveis
avaliadas. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e de
homogeneidade de variancia, que n&o indicaram a necessidade de
transformacao (P>0,05).

3.3. Isolamento e caracterizagcdo de fungos fitopatogénicos
associados as sementes
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3.3.1. Obtencéao dos isolados

As analises sanitarias foram realizadas no Laboratério Agronémica -
Diagnostico Fitossanitario e Consultoria, localizado em Porto Alegre, RS.

A avaliacdo dos fungos fitopatogénicos associados as sementes de
P. guenoarum ecotipo “Azulao” foi realizada através do método do papel de
filtro modificado com congelamento “blotter test” (Brasil, 2009) (Figura 2).
Foram utilizadas caixas acrilicas do tipo “Gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm),
desinfestadas com alcool 70%, contendo em seu interior duas folhas de papel
de filtro esterilizadas e umedecidas com agua destilada esterilizada na
propor¢cédo de 2,5 vezes o peso do papel. As sementes foram submetidas a
desinfestacdo em uma sequéncia de solucdo de alcool (70%), por 30
segundos, hipoclorito de sodio (1%), por 3 minutos e, posteriormente, agua
destilada esterilizada.
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FIGURA 2. Avaliacdo dos fungos fitopatogénicos associados as sementes de
Paspalum guenoarum ecoétipo “Azulao”, por meio do “Blotter test”
com congelamento. A- Distribuicdo das sementes no substrato
papel de filtro; B- Incubacdo em camara de crescimento; C-
Crescimento micelial observado nas sementes.

As sementes foram dispostas individualmente (Figura 2-A) e,
posteriormente, acondicionadas em camara incubadora pelo periodo inicial de
24 horas, 20 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas (Figura 2-B). Logo apés, foram
colocadas em congelador (-20 °C) por 24 horas, com a finalidade de paralisar o
processo germinativo. Apos esse periodo, as sementes retornaram a condi¢ao
de incubacdo inicial, tal como descrito anteriormente, por mais 5 dias.

A avaliacdo foi realizada examinando-se individualmente as
sementes sob microscopio estereoscépico, aos sete dias apds a incubagéo.
Quando necessario, laminas foram preparadas e visualizadas em microscépio
de luz. Os fungos encontrados foram determinados ao nivel de género, com
base em suas caracteristicas morfolégicas, comparando-se com a literatura
disponivel, e quantificada a incidéncia (porcentagem de sementes portadoras
do fungo).

Os fungos considerados potencialmente fitopatogénicos encontrados
na superficie das sementes (Figura 2-C) foram transferidos para placas de Petri
contendo meio batata-dextrose-agar (BDA). As placas foram incubadas em
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camara tipo BOD sob temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas por sete
dias. Culturas monospodricas dos isolados obtidos foram realizadas e
preservadas em microtubos armazenadas a 4 °C, e em papel filtro a -20 °C. Os
isolados foram depositados na Colecdo Micolégica (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 repeticdes de cada lote. Cada unidade experimental foi
constituida de um “Gerbox” com 50 sementes.

3.3.2. Teste de patogenicidade

O experimento foi realizado no Laboratério 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 ecétipo “Azulao” foi avaliada por meio de
inoculacdes no substrato, colo e parte aérea de plantulas.

Para a obtencdo das plantulas, as sementes foram desinfestadas,
conforme descrito no item anterior, e semeadas em caixas tipo “Gerbox”
(Figura 3-A). Dez dias apds, as plantulas 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 vegetacdo por 20 dias até o momento da
inoculacédo (Figura 3-C). Foram inoculadas 56 plantulas por tratamento/isolado.
As inoculacées foram realizadas com suspensdo de 10° conidios/mL (Figura 3-
D). Os isolados fungicos obtidos na anélise sanitaria dos lotes foram reativados
em placas de Petri contendo meio BDA, incubadas por sete dias em BOD, sob
temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. As plantulas inoculadas foram
acondicionadas em camara Umida escura (100% UR) e temperatura de 25 °C,
por 48 horas. Apos este periodo, as plantulas foram mantidas em sala de
crescimento até o momento das avaliacdes, 15 dias apos a inoculagao.

As plantulas que apresentaram algum sintoma foram colocadas em
camara umida e meio BDA para observacdo de estruturas fungicas 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 plantulas de Paspalum
guenoarum ecotipo “Azuldo”. A- Obtencédo de plantulas em caixas
tipo gerbox; B- Transferéncia para bandejas acondicionadas em
casa de vegetacao; C- Aplicacédo de suspensdes de conidios.

3.3.3. Caracterizagcdo molecular dos isolados

As andlises foram conduzidas no Laboratério Agronémica -
Diagnostico Fitossanitario e Consultoria, localizado em Porto Alegre, RS.

Para a extracdo 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% liquido e incubados a temperatura de 25 °C, 12 h/12 h de
fotoperiodo por 3 dias. Posteriormente, os micélios foram filtrados e lavados
com agua destilada estéril para remocdo do meio de cultura, congelados com
nitrogénio liquido e armazenados a -20 °C. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada, utilizando 100 mg de crescimento fungico homogeneizado com o kit
DNA Wizard (Promega, Madison, USA), segundo as recomendacdes do
fabricante. A qualidade e a quantidade de DNA foi mensurado em
espectrofotometro NanoDropTM ND-1000 (Thermo Scientific, New Hampshire,
USA).

Inicialmente, parte da sequéncia génica do translation elongation
factor 1-a (EF1-a) 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 condi¢cbes da
reacao foram 94°C por 2 min, seguida por 35 ciclos a 94°C por 30 s, 54°C por
30 s e 72°C por 1 min, com extenséo final de 72°C 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 condi¢cdes da reacdo foram 94 °C por 2 min, seguida
por 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 54 °C por 30 s e 72 °C por 1 min, com extensao
final de 72 °C por 10 min. Para o gene da RNA polymerase Il 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 condi¢cdes da reagao 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 amplificacdo foram separados em gel de agarose a
1,5% e submetidos a purificagdo utilizando o GenElute PCR clean-up Kit
(Sigma) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O produto da reacao
de PCR foi enviado para a Genewiz, EUA. O método de Sanger foi utilizado no
sequenciamento dos genes EF1-qa, ITS e RPB2.

Os eletroferogramas gerados foram analisados, utilizando-se o
programa BioEdit e as sequéncias 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. Caracterizacdo morfologica dos isolados

As analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia
Eletrbnica e Analise Ultraestrutural (LME), localizado no Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras — UFLA, em Lavras, MG.

A caracterizagdo morfolégica baseou-se no tamanho e forma dos
conidios e conidioforos de cada um dos isolados patogénicos. As estruturas
foram analisadas a partir da montagem de laminas semi-permanentes com
lactofenol. Para cada isolado mediu-se o comprimento (um) e a largura (um) de
30 esporos. As observacdes e medicdes das dimensdes das estruturas foram
feitas em microscopio 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
lamina micrografada (Carl Zeiss®).

3.4. Controle quimico de fungos associados as sementes

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério 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
quimicos (Tabela 1), utilizados no tratamento de sementes, conforme
informacdes técnicas para trigo e triticale — safra 2016 / 92 Reunido da
Comisséo Brasileira de Pesquisa de Trigo e Triticale.

TABELA 1. Descricdo dos fungicidas utilizados no controle de fungos
fitopatogénicos associados as sementes de Paspalum guenoarum
ecotipo “Azulao”.

Ingrediente Produto . Modo de ~ Con(_:entragao
. : Grupo quimico = Formulacdo  doi.a (g/kg
ativo comercial acao
ou g/L)
Carbendazim  Derosal Benzimidazol + Sistemico sct 150 + 350
+ Tiram Plus®  Dimetilditiocarbamato

protetor
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Metalaxil-M Maxim Fenilpirrol + Slste+m|co sc 10 + 25
+ Fludionoxil XL® Acilalaninato

protetor
Carboxina + Vitavax- Carboxanilida + Sistémico sC 200 + 200
Tiram Thiram®  Dimetilditiocarbamato

protetor
Tiofanato Cercobim _ . 2
Metilico 200 WP® Benzimidazol Sistémico PM 700

'SC = suspensao concentrada. °PM = p6 molhavel.

Para a producéo de in6culo, 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-agar e estreptomicina (BDA + S) e
posteriormente incubados sob condigcbes controladas de temperatura e
fotoperiodo (25 °C 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 diluidos em agua
destilada autoclavada, sob fluxo laminar. Primeiramente, foi preparada uma
solucéo estoque | para cada fungicida, de 1 g de i.a do produto comercial em 1
L de &gua, obtendo-se a concentracdo de 1 ppm. A partir desta solucao
estoque, foram realizadas diluicdes em série, sendo transferidas para 1 L de
meio BDA fundente (45 - 47 °C), obtendo-se assim, meios nas concentracdes
de 1; 2,5; 5; 10 e 30 ppm dos fungicidas.

Discos de micélio de 4 mm de diametro de crescimento fangico
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 °C e fotoperiodo 12 h/ 12 h.

As avaliacOes foram realizadas quando a colonizacao das placas do
tratamento controle chegou proximo ao diametro total das placas (70 x 15 mm),
levando de cinco a sete dias, variando conforme o isolado. Com o auxilio de
um paquimetro digital, os diametros da colbnia de cada placa de Petri foram
mensurados, comparando-0s com o0 crescimento médio das testemunhas. O
valor da porcentagem de inibicdo 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)

Andlises de regressao correlacionando porcentagem de inibicdo de
crescimento micelial (PIC) e concentragdes dos fungicidas (transformadas em
funcBes exponenciais e logaritmicas) foram realizadas para cada fungo, sendo
calculada a DLz (dose necessaria para inibir o crescimento fungico em 50%).

3.4.1.1. Delineamento experimental e analise estatistica
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O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, organizado em esquema fatorial 4 x 4 x 6 (Fungicida x Fungo x
Concentragdo), com dez repeticbes por tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia, utilizando o software Statistical Analysis
System versdo 9.1.3 (SAS Institute, Inc.). Foram testados modelos de
regressdo linear e ndo linear (logaritmico e exponencial) entre crescimento
micelial (y) e dose do fungicida (x) para estimar a DLso. A escolha do modelo
melhor ajustado para os diferentes fungicidas levou em conta a significancia
(P<0,05) e o coeficiente de determincdo (R?. Foi utilizado o programa
estatistico IMP (v.12).

3.4.2. Tratamento de sementes com fungicidas

ApoOs obter os resultados da fungitoxicidade in vitro, foi realizado o
teste in vivo com o objetivo de validar a utilizagcdo desses resultados. Para
tanto, dois fungicidas selecionados pelo critério de melhor desempenho in vitro
(DLsp < 1 ppm) foram aplicados no tratamento de sementes com incidéncia
fungica natural, com o intuito de avaliar a acdo dos mesmos sobre 0s fungos
fitopatogénicos associados naturalmente as sementes de P. guenoarum. Para
a realizagcdo desse experimento, foram utilizadas somentes as sementes do
lote 2015, levando-se em consideracdo a representatividade deste em relacéo
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 ec6tipo “Azulao”.

Ingrediente Produto Dose mL p.c./100
ativo comercial kg de sementes
Testemunha (sem fungicida) - -0-
Carboxina + Tiram Vitavax-Thiram® 300
Metalaxil-M + Fludionoxil Maxim XL® 300
Mistura (Carboxina + Tiram) Vitavax-Thiram® + 150 + 150
+ (Fludionoxil + Metalaxil-M) Maxim XL®

Foram utilizadas 100 g de sementes para cada tratamento. A
aplicacdo dos fungicidas as sementes foi realizada em recipiente erlenmeyer
com dois litros de capacidade, adicionando-se o0 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 germinagéo (Brasil, 2009).

3.4.2.1. Teste de sanidade
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Foi efetuado através do método de plagueamento das sementes em
meio batata-dextrose-agar com adicdo de estreptomicina (BDA + S) (Brasil,
2009). Foram avaliadas 400 sementes por tratamento, dispostas em placas de
Petri e incubadas por 7 dias em camara de crescimento, sob temperatura de 25
°C e regime alternado de luz (12 h no escuro e 12 h com luz). Completando-se
os sete dias de incubacao, as sementes foram examinadas individualmente sob
microscopio estereoscopico e quando necessario, com microscopio composto.
Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem de sementes
portadoras de fungos fitopatogénicos.

3.4.2.2. Teste de germinacgéo

Foram avaliadas 400 sementes por tratamento, distribuidas em
caixas plasticas tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm), tendo como substrato duas
folhas de papel tipo “germitest” esterilizado e umedecido com solugao de KNO3
a 0,2%, na proporcédo de 2,5 vezes a massa do substrato ndo hidratado,
seguido de sete dias de pré-esfriamento (5-10 °C). Apés 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 plantulas normais, plantulas
anormais e sementes mortas obtidas no vigésimo primeiro dia. O vigor das
sementes foi avaliado através da primeira contagem de germinacao (PCG),
considerando o0 numero de plantulas normais no sétimo dia do teste de
germinacdo, e pelo indice de velocidade de germinacédo (IVG), a partir do
préprio teste de germinacéao (Brasil, 2009).

3.4.2.3. Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes de 100 sementes para 0 teste de
germinacao e 40 repeticbes de dez sementes para o teste de sanidade. A
andlise de variancia 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 concentracao).
As médias foram comparadas pelo teste Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Os dados foram submetidos aos testes de normalidade e de
homogeneidade de variancia, que ndo indicaram a necessidade de
transformacao (P>0,05).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliacdo da qualidade fisica e fisioldgica 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 diferenca ndo compromete a comparacao
entre os lotes (limite recomendavel de 2%), tendo em vista a obtencédo de
resultados consistentes. Nenhum dos lotes apresentou percentual de pureza
abaixo do padréo indicado para a espécie (60%) (MAPA, 2008) (Tabela 3).

TABELA 3. Grau de umidade (U), pureza (P), plantulas normais (PN),
plantulas anormais (PA), sementes dormentes (SD), sementes
mortas (SM), primeira contagem de germinacao (PCG), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e teste de tetrazdlio (TZ) de
sementes de Paspalum guenoarum ecoétipo “Azuldo”, em fungcao
do ano de colheita.

Germinacao
Lotes — U(%) P BN o5 PA (%) 5 (%) SM (%)
2011 11,2c 99,8 a od od 0Ob 100 a
2012 11,8b 99,9 a 36 ¢ 4 cd 1lab 59b
2013 11,2c 99,7 a 58 b 7cb 1ab 35¢
2014 12,7 a 99,6 a 75 a 13b 2 ab 10d
2015 129a 99,9 a 76 a 17 a 2a 5e
CV (%) 0,62 0,88 7,67 27,79 72,74 9,03

F 224,317  0,10ns 285,69" 30,87 3,697 360,91"
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DMS 0,29 0,34 7,97 3,79 4,20 8,56
Vigor
Lotes PCG (%) VG TZ (%)
2011 Oe 0,0e Oe
2012 19d 11,8d 34d
2013 37¢ 12,7 ¢ 62 c
2014 43 b 139 b 85b
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, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (P<0,05). ~ Significativo a 5% pelo teste F. "™ N&o 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
padrées minimos para a producdo e comercializacdo de sementes de P.
guenoarum (50%), conforme Instru¢cdo Normativa n° 30, de 21 de maio de 2008
(MAPA, 2008). Os valores de germinacdo fora dos padr6es minimos foram
observados nos lotes 2011 e 2012. A colheita das sementes do lote 2011 foi
precedida de precipitacdes acima da média e alta umidade relativa do ar
(Figura 1). Segundo Carvalho & Nakagawa (2000), estresses climaticos,
oriundos das oscilacbes de umidade decorrentes de chuva, associados a
temperaturas elevadas no periodo de maturacéo fisioldgica (pré colheita) e a
colheita, sdo as principais causas da perda de potencial fisiologico das
sementes, o que foi observado neste trabalho. Além disso, os lotes 2011 e
2012 foram armazenados em condi¢cdes ndo controlaveis até o ano de 2013, o
gue possivelmente contribuiu com o baixo desempenho fisiolégico dos mesmos
(Tabela 3).

Apesar do grau de umidade das sementes ser menor, houve uma
reducdo na qualidade fisiolégica dos lotes 2011, 2012 e 2013 que
apresentaram valores decrescentes nos percentuais de germinacéo (PN), vigor
(PCG, IVG e TZ) e aumento nos percentuais de sementes mortas (SM). Essa
gueda pode estar relacionada com as mas condi¢cdes de armazenamento e o
tempo prolongado do mesmo. Embora a deterioragdo seja um processo
inevitdvel mesmo em condi¢cdes adequadas, condi¢cdes do ambiente e tempo
de armazenamento prolongados aceleram esse processo. Segundo Marcos
Filho (2005), apds a maturidade, o potencial fisiolégico das sementes pode
permanecer relativamente inalterado durante curto periodo de tempo ou
decrescer rapidamente, com velocidade e intensidade determinadas pelas
condicbes do ambiente e das praticas de manejo. A reducdo na qualidade é,
em geral, traduzida pelo decréscimo nos percentuais de germinacdo, aumento
de plantulas anormais, reducdo no vigor das plantulas e morte das sementes
(Toledo et al., 2009).

A constatacdo de fungos durante o teste de germinacdo pode ter
colaborado na reducdo do potencial de germinagcéo e vigor das sementes.
Durante o periodo de incubacédo das sementes no germinador, nas condicdes



36

ideais para a maxima germinacdo, a umidade relativa do ar, a umidade da
semente e a temperatura elevam-se, proporcionando condicfes favoraveis
para a aceleracdo dos processos bioquimicos ativadores da germinacao
(Bewley & Black, 1994; Taiz & Zeiger, 2009). No entanto, nestas
circunstancias, a acao de fungos que contribuem para a deterioracdo das
sementes também se beneficiam (Kapoor et al., 2011). A perda da viabilidade
ocasionada pela presenca de fungos nas sementes € 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 presenca de fungos pode
reduzir a capacidade germinativa de um lote de sementes e apresentar
problemas, por exemplo, na interpretagdo dos resultados dos testes de
germinacdo conduzidos em condicbes de laboratério. De fato, no presente
trabalho, notou-se elevada incidéncia de fungos nas sementes de P.
guenoarum ecotipo “Azulao”, dificultando a avaliacdo da qualidade fisiol6gica
dos lotes.

Houve reducéo 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 superacao
da dorméncia com KNO3 A expressdo da dorméncia esta ligada a causas
fisiolégicas nas sementes recém-colhidas, que s&o progressivamente
suprimidas com o tempo de armazenamento (Munhoz et al., 2009).

Através da analise de correlacdo de Pearson, nota-se que os testes
de vigor (PCG, IVG e TZ) apresentaram correlagdes positivas e significativas
entre a maioria deles com a germinacdo (G) (Tabela 4). Foi possivel
estabelecer associacdes positivas ao nivel de 1% de probabilidade entre PCG
x G (r=0,78), PCG x IVG (r=0,78), IVG x TZ (r= 0,73), e 5% de probabilidade
entre IVG x G e IVG x TZ (r= 0,54 e r= 0,73, respectivamente). Nos testes de
G, PCG e IVG a existéncia de correlacdo positiva e significativa era, de certa
forma, esperada, pois, apesar de avaliar diferentes aspectos da qualidade
fisiolégica das sementes, foram conduzidos simultaneamente e com as
mesmas amostras.

TABELA 4. Coeficientes de correlacdo simples entre o teste de germinacgéo
(G), primeira contagem de germinacdo (PCG), indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e teste de tetrazdlio (TZ) de
sementes de P. guenoarum ecotipo “Azulao”, em fungéo do tempo
de armazenamento dos lotes de sementes de Paspalum

guenoarum ecotipo “Azulao”.

G PCG VG TZ
G — 0,78** 0,54* 0,52*
PCG - 0,78" 0,33ns
VG - 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). " N&o significativo.
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Embora a PCG e o teste de TZ sejam considerados indicativos de
vigor, o0 primeiro € um teste fisiolégico e o segundo, bioquimico, e sua
associacdo neste estudo nao foi significativa (r= 0,33). Delouche & Baskin
(1973) afirmaram que o processo de reducao da velocidade de germinagao nao
€ um dos primeiros eventos que ocorrem internamente nas sementes, sendo
assim, podem nao detectar os eventos iniciais da reducdo da qualidade
fisiolégica das sementes. Contudo, sabe-se que sementes em avancado
processo de deterioragéo, podem germinar com velocidade mais baixa.

4.2. Isolamento e caracterizacdo de fungos fitopatogénicos
associados as sementes

4.2.1. Obtencao dos isolados

Foram obtidos cinco isolados de fungos associados as sementes de
P. guenoarum ecotipo “Azulao”, sendo eles, Bipolaris sp., Chaetomium sp.,
Curvularia sp., Fusarium sp. e Phoma sp. (Tabela 5).

TABELA 5. Incidéncia (%) de fungos em cinco lotes de sementes de
Paspalum guenoarum ecétipo “Azuldao”, avaliada através do
método do papel de filtro modificado.

Lotes

Fungos

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 repeticdes.

De modo geral, observou-se um crescente aumento nos percentuais
de incidéncia 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 incidéncia de 1,0% em ambas. Na safra 2013, as
maiores incidéncias 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 incidéncias foram
de Bipolaris sp. (21%), Phoma sp. (12%), Curvularia sp. (10,0%) e Fusarium
sp. (2,5%).

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

Chama a atencéo na Tabela 5, a alta incidéncia de fungos no lote
2015. Trata-se de uma area que vinha sendo utilizada com P. guenoarum por
mais de quatro anos e isto pode ter ocasionado um incremento do potencial de
indculo. Segundo Campbell & Madden (1990), o uso continuo da mesma éarea
de cultivo onde hé& presenca de fungos fitopatogénicos favorece a
sobrevivéncia, manutencdo e aumento do potencial de in6culo. Menten (1995),
também comenta que quanto maiores os focos de fungos fitopatogénicos no
campo, maiores serao as incidéncias nas sementes.

Também as condi¢des climéticas favoraveis a presenca de fungos
no campo de producdo, tais como a umidade relativa do ar e altas
temperaturas (Figura 1), podem ter favorecido o aumento do potencial de
in6culo ao longo das safras de sementes de P. guenoarum ecotipo “Azulao”.

De maneira geral, o aumento dos niveis de incidéncia de fungos
potencialmente fitopatogénicos as sementes constitui motivo de preocupacao,
pois, enquanto alguns fungos sdo capazes de reduzir a viabilidade das
sementes, outros, com crescimento rapido e agressivo como Fusarium sp. e
Phoma sp. podem promover a morte da semente antes mesmo da germinacao
(Menten, 1995). Existe, portanto, a necessidade avaliar a presenca desses
fungos em sementes de P. guenoarum ecoétipo “Azulao”.

4.2.2. Teste de patogenicidade

A recuperacdo dos fungos a partir de sintomas, quando da
inoculacdo dos mesmos em plantulas de P. guenoarum ecotipo “Azulao” é
mostrado na Tabela 6.

TABELA 6. Patogenicidade de isolados fungicos associados as sementes, 15
dias apls a inoculacdo em plantulas de Paspalum guenoarum
ecotipo “Azulao”.

Fungo Re-isolamento
Fusarium sp. +
Curvularia sp. +
Phoma sp. +
Bipolaris sp. +

Chaetomium sp. -
(+) Fungo patogénico, (-) Fungo ndo patogénico.

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

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

Nas plantulas inoculadas com Bipolaris sp., Curvularia sp. e Phoma
Sp., 0s sintomas caracterizaram-se por manchas foliares amareladas seguidas
de necrose dos tecidos. Os sintomas causados por Fusarium sp. foram lesdes
nas raizes das plantulas, 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
géneros Curvularia e Phoma, quando presentes em sementes de Brachiaria
decumbens, podem afetar a emergéncia e provocar a morte de plantulas.
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 plantulas
de Panicum maximum até 50 dias apds a semeadura. A presenca do patdégeno
no embrido da semente € a maneira mais eficiente de se garantir a infeccdo da
plantula que dela sera originada (Neergaard, 1976; Menten, 1991; Tanaka &
Machado, 1985).

4.2.3. Caracterizacdo molecular dos isolados

Os fungos fitopatogénicos tiveram a caracterizacdo 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. (Niumero 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 identificagdo molecular
confirmada pelos dados moleculares aqui analisados, pois apresentaram no
maximo 1% de divergéncia em relacdo as sequéncias depositadas no
GenBank. Nilsson et al (2008) apontaram que 2% é uma margem aceitavel
para divergéncias intraespecificas em Ascomycota em sequéncias da regido
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 irdo contribuir para o enriquecimento de dados genéticos de fungos
fitopatogénicos associados as sementes de P. guenoarum ecétipo “Azulao”. As
sequéncias geradas neste estudo foram depositadas no GenBank para
posteriores consultas que sem duavida irdo auxiliar novas pesquisas de
taxonomia e filogenia.

4.2.4. Caracterizagédo morfolégica 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 conidios de cor marrom palido, cilindricos e
retos, medindo entre 32-57 ym (média 47 ym) de comprimento por 16-21 ym
(média 19 ym) de largura (Figura 5-A). Os conidiéforos mediram entre 300-670
Mm (490 um) de comprimento por 6,8-8,9 um (média 7,7 um) de largura.

Na espécie Fusarium incarnatum, a coloracdo das col6nias variou de
branco a creme com focos de micélio aéreo branco espalhados pela col6nia
(Figura 4-B). Foram observados macroconidios ligeiramente curvados medindo
entre 17-31 ym (média 24 ym) de comprimento por 2,4-4,1 ym (média 3,4 um)
de largura (Figura 5-B), e microconidios em conidi6foros aéreos
(blastoconidios) medindo entre 9,3-16 um (média 13 ym) de comprimento por
2,5-3,4 ym (média 3 um) de largura. Os conidiéforos sdo pouco ramificados
com fidlides curtas e largas. Os clamiddsporos sao esféricos, medindo 4,7-16
Mm (média 10 ym) de diametro.

A espécie Curvularia geniculata apresentou colbnias com
crescimento micelial verde escuro tornando-se com o tempo preto-acinzentado
(Figura 4-C). Os conidiéforos mediram entre 212-272 ym (média 246 pym) de
comprimento por 4,7-5,9 um (média 5,3 ym) de largura. Os conidios mediram
entre 17-25 ym (média 20,5 ym) de comprimento por 12-9 ym (média 14 pm)
de largura, com células basais e apicais castanho palido e células
intermediarias marrom ou marrom escuro (Figura 5-C).

As colonias de Phoma herbarum apresentaram micélio aéreo
esverdeado, com pigmento avermelhado exsudado no agar (Figura 4-D). Os
conidios hialinos mediram entre 7,9-11,5 ym (média 9,4 ym) de comprimento
por 4,7-7,1 ym (média 5,7 ym) de largura (Figura 4-D), sendo produzidos em
picnidios esféricos com dimensdes de 100-250 ym (média 135 um) por 105-
240 ym (média 150 uym) de didmetro (Figura 5-E).

A

y

FIGURA 4. Crescimento micelial de fungos obtidos em sementes de
Paspalum guenoarum ecétipo “Azuldo, em meio BDA. A- Bipolaris
micropus; B- Fusarium incarnatum; C- Curvularia geniculata; D-
Phoma herbarum.
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FIGURA 5. Caracteristicas morfolégicas de fungos detectados em sementes
de Paspalum guenoarum ecoétipo “Azuldao”. A- Conidios de
Bipolaris micropus; B- Monofialide e macroconidio de Fusarium
incarnatum; C- Conidios de Curvularia geniculata; D- Conidios de
Phoma herbarum; E- Picnidio de Phoma herbarum.

4.3. Controle quimico de fungos associados as sementes
4.3.1. Fungitoxicidade in vitro

Verificou-se o efeito significativo (P<0,05) da interacdo tripla
indicando que os trés fatores (fungo, fungicida e concentracdo) estao
interagindo ou sdo dependentes, com um dos fatores influenciando na acao
dos outros dois (Tabela 7).

A concentracdo (C), fungicida (FG) e a interacdo F x FG foram as
fontes de variagdo que mais influenciaram na expressdo do crescimento
micelial das colénias (maiores valores de quadrado médio), mostrando que
existe diferenca entre os isolados estudados, quanto a sensibilidade aos
fungicidas testados (Tabela 7).

Como era esperado, os fungicidas apresentaram potenciais de
inibicdo crescente em funcdo do aumento da concentracdo do ingrediente
ativo, diferindo estatisticamente da testemunha (P<0,05), que apresentou o
maior crescimento micelial em relagéo as diferentes concentracdes (Tabela 8).
Constata-se que o efeito dos fungicidas sobre o desenvolvimento dos fungos
fitopatogénicos foi dependente das doses utilizadas, sendo que doses mais
altas inibiram consideravelmente o crescimento micelial das colbnias.
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TABELA 7. Resumo da analise de variancia para crescimento micelial (mm) in
vitro de fungos fitopatogénicos associados as sementes de
Paspalum guenoarum ecétipo “Azuldao” em fungdo da
concentracdo (ppm) de quatro fungicidas comerciais.

Quadrado Médio

Fontes de variacdo GL Diametro (mm)
Fungo (F) 3 5397,2638"
Fungicida (FG) 3 16875,6480"
Concentracéo (C) 5 76994,1228"
FxFG 9 7034,9195"
FxC 15 557,6021"
FG x C 15 1867,0371"
FxFGxC 45 579,3020"
Residuo 864 13,5396
Total 959 -

“Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Analisando o crecimento micelial de F. incarnatum, observam-se
diferencas (P<0,05) na inibicdo das col6nias em funcdo dos fungicidas bem
como para suas respectivas concentracdes (Tabela 8). Na comparacdo entre
fungicidas, observa-se que o tratamento com Carboxina + Tiram foi 0 mais
eficiente na concentracdo de 1 ppm, diferindo dos demais tratamentos
(P<0,05), inibindo 75,08% do crescimento das colonias, em relacdo a
testemunha. Na menor concentracdo dos demais fungicidas (1 ppm), nao foi
atingido 50% de inibicdo do crescimento micelial (Tabela 8). Com relagdo ao
tratamento com Carbendazim + Tiram, houve um eficiente controle desse fungo
guando foram aplicadas concentra¢gdes superiores a 2,5 ppm.

Com relacdo as espécies P. herbarum, C. geniculata e B. micropus
constata-se que o tratamento com Metalaxi-M + Fludioxonil, nas
concentracfes de até 5 ppm j& sdo suficientes para a inibicdo do crescimento
micelial in vitro desses fungos (Tabela 8). Concentracbes acima de 5 ppm,
embora eficientes no controle destas espécies, podem ser consideradas
dosagens excessivas e causar fitotoxicidade as sementes.

A maior eficacia de inibicdo de crescimento micelial em P. herbarum,
foi na concentracdo de 1lppm de Metalaxil + Fludioxonil (Tabela 8), inibindo
79,52% do crescimento das col6nias. Para os demais fungicidas, houve
inibicdo de 50% do crescimento micelial em relagdo ao controle somente na
concentracdo de 5 ppm (Tabela 8). Em estudos envolvendo outras gramineas,
como a cana-de-acgUcar, P. herbarum esta entre as espécies de fungos mais
comuns associadas as sementes (Martins et al., 2009). De acordo com estes
autores, estudos devem ser realizados para se estabelecer tratamentos
quimicos a fim de diminuir a ocorréncia de doencas e os indices de morte de
plantulas no campo.

Para C. geniculata, o fungicida Metalaxil + Fludioxonil foi altamente
eficaz, inibindo 90,07% do crescimento das colénias, com 0 uso da
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concentracdo de 1 ppm (Tabela 8). Por outro lado, o fungicida Carbendazim +
Tiram foi considerado o tratamento menos eficiente, sendo necesséario 30 ppm
para a inibicdo de 50% do crescimento micelial (Tabela 8).

A concentracdo de 1 ppm de Metalaxil + Fludioxonil foi capaz de
inibir 89,44% do crescimento micelial de B. micropus em relacdo a testemunha
(O ppm). Para os fungos fitopatogénicos P. herbarum, C. geniculata e B.
micropus verificou-se que Metalaxil-M + Fludioxonil foi significativamente
(P<0,05) mais eficiente na inibicdo do crescimento micelial em praticamente
todas as concentracdes avaliadas, a excecdo das concentracdes de 10 e 30
ppm, onde ndo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) em relac&o
a Carboxina + Tiram (Tabela 8).

A DLso corresponde a dose letal capaz de inibir 50% dos esporos
viaveis de um fungo, sendo usualmente adotada como um padrdo mais
sensivel de comparacgéo da toxicidade de uma substancia (Hassal, 2011).

Considerando o crescimento micelial avaliado por meio do diametro
(mm) das colonias de F. incarnatum, a maior eficiéncia foi obtida com
Carboxina + Tiram, apresentando uma DLso de 0,0004 ppm (Figuras 6 e 7). A
menor inibicdo do crescimento micelial foi observada com o uso de Metalaxil +
Fludioxonil, com uma DLsy 2,8532 ppm. No entanto, os demais fungicidas
testados inibiram o crescimento das col6nias 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 inibicdo de trés
isolados de fungos do género Fusarium. No mesmo estudo, o fungicida
Metalaxil-M + Fludioxonil foi considerado altamente eficiente no controle de
isolados de fungos do género Fusarium, porém com espécies diferentes da
estudada no presente trabalho (DLsp < 1 ppm).
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TABELA 8. Crescimento micelial (mm) in vitro de fungos fitopatogénicos

tes de Paspalum guenoarum ecotipo

“Azulao” em funcdo da concentragcdo (ppm) de quatro fungicidas

as semen

by

associados

Fusarium incamatum
Fungicida 0 ppm 1 ppm 2,0ppm _ m. ppm 10 ppm 30 ppm
Medias (mm)
Carboxina + Tiram 65,4 aA-AB' 16,3 cB-C 12,1bB-B 56bC-C  300CDB  00bD-B
Tiofanato-metilico 66,1 aA-A 396 aB-C 149bC-C 6300-C  25DEC 2,5bE-B
Carbendazim + Tiram 64,3 aA-B 32.7bB-C 24cCD 00cCD  00bCD 0,0bC-B
Metalaxil + Fludioxonil 637 aA-B 370 aB-A 32,8 aBC-A 300aC-A  89aDA 7,8aD-A
Phoma herbarum
Fungicida 0 ppm 1 ppm 2,0 ppm oppm 10 ppm 30 ppm
Carboxina + Tiram 68,9 aA-A' 49,3 bB-A 386 aC-A 32,3aD-A THCEA 0,0 bF-A
Tiofanato-metilico 67,6 aA-A 65,2 aA-A 420aB-B 22008  230aD-B 6,0aE-B
Carbendazim + Tiram 68,2 aA-AB 62,1aB-A 3420CC 23300-C 120DEC 9,0aF-B
Metalayil + Fludioxonil 66,4 aA-AB 136 CB-B 9,6 cBC-B §,2CB 60bcC-A  00bD-B
Curvularia geniculata
Fungicida 0 ppm 1ppm 2,5ppm 5ppm 10 ppm 30 ppm
Carboxina + Tiram 68,2 aA-AB! 233cB-B 140bC-B 113¢cC-B 2 0D-B 0,0bD-B
Tiofanato-metilico 66,1 aA-A 578 bB-B 49,1aC-A 250D-A  361aEA 16,5 aF-A
Carbendazim + Tiram 69,3 aA-A 63,5 aB-A 529aC-A d66aD-A  37aE-A 143aF-A
Metalayil + Fludioxonil 68 5 aA-A 6,6 dB-C 7.2B-BC 0,0dC-C 0,0 hC-B 0,0 hC-B
Bipolaris micropus

Fungicida 0 ppm 1 ppm 2,5 ppm 5 ppm 10 ppm 30 ppm
Carboxina + Tiram 64,4 aA-B’ 16,7 bB-C 15,3 ¢B-B 100¢C-B 19¢0-B 0,0bD-B
Tiofanato-metilico 65,3 aA-A 59,6aB-B 48,9 aC-A 416aDA  3DIaEA 15,3 aF-A
Carbendazim + Tiram 64,3 aA-B 575aB-B 409 bC-B 296008 162DEB 149aE-A
Metalaxil + Fludioxonil 62,5 aA-B 6,6CB-C 5,20B-C 0,0dC-C 0,0cC-B 0,0bC-B

comerciais.
*Médias seguidas da mesma letra

las nas

linhas nao diferem, entre si, pelo teste de Tukey, a 5 % de probabilidade.

uscu
'Médias seguidas de letras mailsculas iguais nas colunas (terceira letra

’

las nas colunas e mai

, minuscu

maiuscula) nao diferem, entre si, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 % de

probabilidade.
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Os valores de DLsp de P. herbarum submetidos aos fungicidas
testados variaram de 0,3752 a 4,7461 ppm, conforme as equagles
apresentadas nas Figuras 8 e 9. O Metalaxil + Fludioxonil foi o produto mais
eficiente no controle do crescimento micelial de P. herbarum (DLsp <1 ppm).
Nas demais combinacdes (fungicida x concentracdo), os valores de DLsg
oscilaram entre 3,2993 (Carbendazim + Tiram), 3,5435 (Tiofanato-metilico) e
4,7461 (Carboxina + Tiram), necessitando mais de 3 ppm para inibir 50% do
crescimento micelial (Figuras 8 e 9).

O menor valor de DLsy observado na combinacdo Metalaxil +
Fludioxonil x C. geniculata, foi de <0,0001 ppm (Figuras 10 e 11). Carboxina +
Tiram também foi eficaz no controle, apresentando uma DLsp = 0,0181 ppm. Os
resultados demonstraram que a concentracdo de 10 ppm de Tiofanato-metilico
e Carbendazin + Tiram néo foi efetiva no controle de 50% de crescimento das
colénias de C. geniculata (Figuras 10 e 11).

Caso semelhante ocorreu na inibicdo do crescimento micelial de B.
micropus com uma DLsg 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 variagdo na eficacia do tratamento, com uma
DLso de 4,3640 ppm para Carbendazim + Tiram e 11,358 ppm para Tiofanato-
metilico (Figuras 12 e 13).
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FIGURA 6. Concentragao (ppm) capaz de inibir em 50% (DLsp) 0 crescimento
micelial in vitro de Fusarium incarnatum, em funcao de diferentes
fungicidas.
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FIGURA 10. Concentracéo (ppm) capaz de inibir em 50% (DLsp) 0 crescimento
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fungicidas.
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A eficiéncia apresentada pelo fungicida Metalaxil-M + Fludioxonil,
também foi observada por Martins (2006), onde o uso de concentracfes
inferiores a 1 ppm, foi capaz de inibir 50% do crescimento micelial de isolados
de fungos dos géneros Phoma, Curvularia e Bipolaris.

Tiofanato-metilico foi considerado o tratamento menos eficiente, uma
vez que ndo anulou o crescimento micelial de nenhum dos patdégenos
avaliados, mesmo na maior concentracdo (30 ppm) (Tabela 8), com DLs, de
1,4540 a 11,6401 ppm. O produto Tiofanato-metilico pertence ao grupo dos
benzimidazois, fungicidas sistémicos conhecidos devido a eficacia no controle
de importantes doencas. No entanto, o desenvolvimento de resisténcia de
patdogenos 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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concentracbes (ppm) dos fungicidas Carboxina + Tiram (A),
Tiofanato-metilico (B), Carbendazim + Tiram (C) e Metalaxil-M +
Fludioxonil (D).

No presente estudo, foram considerados apenas os fungicidas que
apresentaram alta eficiéncia (DLsp < 1 ppm) na inibicdo da maioria dos fungos
avaliados. Portanto, em condicdes 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 ecétipo “Azulao”.
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FIGURA 12. Concentracdo (ppm) capaz de inibir em 50% (DLso) 0 crescimento
micelial in vitro de Bipolaris micropus, em funcéo de diferentes
fungicidas.
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FIGURA 13. Crescimento micelial de Bipolaris micropus em meio BDA
contendo cinco concentracdes (ppm) dos fungicidas Carboxina +
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Tiram (A), Tiofanato-metilico (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 aplicacdo dos fungicidas reduziu a incidéncia total de
fungos, independentemente do tratamento. Nao houve diferenca significativa
(P<0,05) entre os fungicidas em funcdo do patégeno avaliado. Considerando a
ocorréncia dos patdgenos 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. Incidéncia (%) de fungos fitopatogénicos em sementes de
Paspalum guenoarum ecotipo “Azuldo” tratadas com fungicidas,
avaliada pelo método de plaqueamento em meio BDA.

Dose (mL Fungos (%)’

Tratamentos  p.c/100kg  Bipolaris Curvularia Fusarium  Phoma

de sementes micropus geniculata incarnatum herbarum

Testemunha -0- 23,5a 13,0 a 55a 14,3 a
CT 300 15b 0,0b 0,0b 0,5b

MF 300 0,0b 10b 10b 0,5b

CT + MF 150 + 150 10b 15b 05b 10b

"Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo 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 eficiéncia dos fungicidas Carboxina + Tiram e Metalaxi-M +
Fludioxonil na reducéo e/ou erradicacao de fungos, sejam eles patogénicos ou
nao, foi comprovada por varios 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 acdo tem sido
uma das estratégias mais eficazes no controle de inumeros patégenos
associados as sementes.

Com relacdo aos dados da Tabela 10, observou-se que para o teste
de germinacdo (G), primeira contagem de germinacdo (PCG) e o indice de
velocidade de germinacéo (IVG), os tratamentos com fungicida apresentaram
desempenho superior a testemunha. Essa redugcdo na germinagéo e no vigor
das sementes oriundas do tratamento sem fungicidas, provavelvente é
consequéncia da elevada incidéncia de fungos presentes nessas sementes
(Tabela 9). Verificou-se também que a aplicagdo dos fungicidas nas sementes,
independente do tratamento avaliado, resultou em menores percentuais de
plantulas anormais e sementes mortas, diferindo significativamente (P<0,05)
em relacdo a testemunha.
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A aplicacdo dos fungicidas propiciaram acréscimos na germinacao

das sementes acima de 20 pontos percentuais e na PCG, em torno de 17
pontos percentuais em relacdo a testemunha (Tabela 10).

TABELA 10. Germinagdo (G), plantulas anormais (PA), sementes mortas

(SM), primeira contagem de germinacdo (PCG) e indice de

velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de Paspalum

guenoarum ecétipo “Azuldo” submetidas a tratamento com
fungicidas, sob condicdes de laboratério.

.~ Dose(mL
Tratamentos p.c/100 kg de G PA SM PCG IVG
sementes
Testemunha -0- 78b 153a 6/5a 57b 151b
CT 300 9%a 00b 0,0b 68a 19,3a
MF 300 9%a 05b 05b 67a 184a
CT + MF 150 + 150 9%a 0,0b 05b 66a 18,3a
CV (%) -0- 2,7 10,1 2,8 9,8 8,2

" Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo 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).

™ Plantulas anormais e sementes mortas, infectadas ou muito deterioradas
pela acao de fungos fitopatogénicos.

O efeito do tratamento quimico de sementes na maior velocidade de
germinacdo € enfatizado por varios pesquisadores (Martin-Corder & Melo,
1997, Cassiolato et al., 1998; Faria et al., 2003).

Os resultados obtidos no presente estudo sdo semelhantes aqueles
relatados por outros pesquisadores. Machado (2000) referiu o efeito positivo do
fungicida Carboxina + Tiram no aumento da porcentagem de germinacéo, na
velocidade de emergéncia e na maior sanidade das plantulas. Bittencourt et al.
(2007), avaliando sementes de amendoim, verificaram que o principal efeito
benéfico do tratamento das sementes com o Carboxina + Tiram é a reducédo
significativa de sementes mortas e/ou da ocorréncia de “damping-off” de pré-
emergéncia. Para Migliorini (2012), o tratamento quimico com Carboxina +
Tiram e Metalaxil-m + Fludioxonil resultou em aumento da porcentagem de
germinacao 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 germinacéo de sementes de arroz.

Comparando-se os resultados obtidos para a qualidade fisiologica e
sanitaria das sementes, observou-se que, em geral, maiores indices de
germinacdo e vigor foram obtidos nas sementes tratadas, indicando que a
condicao sanitaria das mesmas interfere indiretamente nos referidos padrées.
Carvalho et al. (1999) sugerem que sementes predispostas a acdo de
patdgenos, quando tratadas, reduzem a capacidade de sobrevivéncia dos
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fitopatdogenos e potencializam a longevidade das sementes, poder germinativo
e o0 vigor das futuras plantas.

A Figura 14 ilustra as afirmacdes relatadas anteriormente de que o
tratamento das sementes com fungicidas resultou em plantulas mais sadias e
vigorosas (14-A) e elevados percentuais de plantulas anormais e sementes
mortas, constatados na testemunha néo tratada (Figura 14-B e C).

N

PREERMAS LB

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

guenoarum ecétipo “Azulao”, 21 dias apds o inicio do teste. A-

Plantulas sadias e vigorosas obtidas apés o tratamento das
sementes com fungicidas. B e C- Plantulas anormais e sementes
mortas, infectadas ou muito deterioradas pela acdo de fungos
fitopatogénicos.

Com base nos resultados obtidos em laboratério, observa-se que o
tratamento de sementes, uma vez realizado com produtos adequados, é capaz
de promover alteracdes positivas nos padrdes de germinacao e vigor. Contudo,
estas alteracbes sdo provocadas pelo efeito indireto do controle de fungos
associados as sementes.

As avaliacOes realizadas, de maneira geral, reafirmaram a eficiéncia
dos fungicidas sobre a qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes,
propiciando informacfes de grande utilidade no controle de qualidade das
sementes de P. guenoarum ecétipo “Azuldao”. Sugere-se estudos mais
aprofundados dos efeitos do tratamento de sementes dessa espécie visando a
obtencdo de uma emergéncia rapida e uniforme a campo, aumento na
producdo de sementes, bem como, garantia do pleno desempenho das
mesmas, fazendo com que a densidade desejada de semeadura seja
alcancada. A presenca de patdgenos em lotes de sementes pode ndo so



53

comprometer a semeadura no ano em que esses lotes estdo sendo utilizados,
como também futuros cultivos de outras espécies de plantas.

5. CONCLUSOES

As espécies de fungos fitopatogénicos mais frequentes nos lotes de
sementes de P. guenoarum ecétipo “Azulao” sdo Bipolaris micropus, Curvularia
geniculata, Fusarium incarnatum e Phoma herbarum.

Em condic¢des in vitro, o fungicida Carboxina + Tiram inibe com alta
eficacia (DL50 < 1 ppm) o crescimento micelial dos fungos F. incarnatum, C.
geniculata e B. micropus, ao passo que Metalaxil + Fludioxonil inibe com alta
eficacia os fungos P. herbarum, C. geniculata e B. micropus.

O tratamento quimico com os fungicidas Carboxina + Tiram,
Metalaxil-M + Fludioxonil e a combinacdo 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 fisiol6gico.
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