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Apresentacio

Este livro é o resultado de atividades desenvolvidas na
disciplina de Patologia de Sementes. A disciplina reuniu alunos dos
niveis de mestrado e doutorado pertencentes ao Programa de Pds-
graduagdo em Agronomia da Universidade Federal da Paraiba.

A qualidade e integridade sanitaria das sementes nos tiltimos
anos tem sido alvo de diversos estudos devido a sua importancia nos
sistemas agricolas, considerando-se que uma semente de qualidade
sanitaria podera acarretar perdas inaceitaveis. O estabelecimento
de padroes sanitarios é o primeiro passo para que a produgao de
sementes com uma maior qualidade sanitaria, gerando aumento
de produtividade e redugdo de custos nas lavouras, além de menor
impacto ambiental pela menor utilizagdo de defensivos agricolas.

A Patologia de Sementes é de extrema importancia quando
se trata de doengas de plantas se levarmos em consideracao que a
maior parte das plantas cultivadas sdo propagadas via sementes e
que as mesmas sdo potenciais veiculos de disseminagio de patégenos
podendo levar a grandes perdas na agricultura, causando prejuizos
ambientais, econdémicos e sociais.

0 estudo de patdgenos em sementes e seu controle sao
considerados como requisitos fundamentais para a implantac¢ao
segura de uma nova area agricola evitando-se perdas desde o inicio
do ciclo produtivo uma baixa qualidade da semente e garantindo uma
maior produg¢io e consequente produtividade. A introdugdo precoce
de patdgenos por sementes favorece a presenca do indculo desde
o inicio do ciclo de vida da planta, quando esta é mais suscetivel e
existe uma maior dificuldade de controle.

As informagdes contidas nesse livro, sintetizadas de forma
simples e objetiva, abordam aspectos gerais relacionados a
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problematica da patologia de sementes e sua importancia dentro
de um sistema agricola moderno e convencional, sendo de interesse
para estudantes e profissionais da drea agronémica e fitopatolégica.

Luciana Cordeiro do Nascimento
Professora Doutora de Fitopatologia/UFPB/CCA

José George Ferreira Medeiros
Doutor em Agronomia/UFPB/PPGA
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A qualidade da semente é o somatoério de todos os atributos
genéticos, fisicos, fisiolégicos e sanitarios que afetam a capacidade
das sementes de originar plantas de alta produtividade. A qualidade
sanitdria compreende a condicdo da semente quanto a presenca e
grau de incidéncia de microorganismos e insetos (POPINIGIS, 1985],
Contudo, a boa qualidade de sementes produzidas, é um fator de
extrema importancia para o sucesso da cultura, especialmente em
novas areas produtoras (BLACK, 2000). A boa qualidade da semente
representa um dos elementos para o sucesso de uma lavoura na
qual todas as praticas agricolas, incluindo preparo do solo, tratos
culturais, controle fitossanitario ndo serdo eficazes se o produtor
nao usar sementes de boa qualidade.

Uma semente de boa qualidade fisica e sanitaria é um aspecto
a ser considerado em larga escala devido a problematica da presenca
de microrganismos causando perdas na agricultura e a possibilidade
de transmissdo e disseminacdo de doengas, entre diferentes regioes,
desde o inicio do ciclo produtivo, podendo colocar em risco a
producao. Devido a semente ser um insumo basico e responsavel pela
propagacdo da maioria das espécies vegetais cultivadas a definigdo
e estabelecimento da qualidade da mesma apresenta-se como uma
estratégia promissora evitando danos e prejuizos. Esses prejuizos
podem ser tanto para os produtores de sementes como também para
os produtores e consumidores de graos.
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A presenca de organismos causadores de doencas em espécies
cultivadas pode permitir a ocorréncia e avang¢o de epidemias através
de patégenos transmitidos via sementes e, portanto, o conhecimento
da relacdo parasitaria entre hospedeiro e patégeno é de grande
relevancia no sentido de possibilitar um conhecimento que ira gerar
um método adequado de manejo. Nesse sentido, o método devera
garantir a sustentabilidade dos cultivos com menos prejuizos causados
por esses agentes, minimizando os reflexos negativos que a associagdo
patégeno-semente podera proporcionar. Essa associagdo se traduz
em uma forma eficiente de disseminacao e introducao de patégenos
em novas areas de cultivo.

De modo geral, as sementes podem abrigar e transportar
qualquer tipo de microrganismo, principalmente os fungos,
patogénicos ou ndo, constituindo a principal causa da deterioracdo
e perdas na producao. Por isso, a detec¢do precoce desses agentes
se constitui de uma importante estratégia dentro do manejo de
doencas originadas pela presenca de patdgenos nas sementes. Para
a deteccdo desses agentes existem testes especificos que podem
indicar a auséncia ou presenca de patégenos ou quantificar o inoculo
nas sementes.

Os principais danos que os microorganismos causam sdo a
morte de plantulas pré e pds-emergéncia, podriddes radiculares,
infeccao da parte aérea com reflexos sobre a qualidade das sementes, o
que pode gerar perda de vigor, germinacdo e apodrecimento. 0 inoculo
presente na semente podera resultar em aumento progressivo de uma
dada doencga no campo, podendo com isso reduzir o valor comercial
da cultura. Entretanto, os fungos de armazenamento, como por
exemplo, do género Aspergillus, além destes danos as sementes, ainda
produzem micotoxinas que podem causar intoxica¢des alimentares
(PINTO, 2001). O inoculo presente na semente também pode resultar
em aumento progressivo de uma dada doeng¢a no campo, podendo
com isso reduzir o valor comercial da cultura.

Patologia de sementes: nogées bdsicas

Alguns patégenos causam perdas no campo, restringindo sua
acdo sobre areducao do rendimento, sem afetar aviabilidade da semente.
Outros, além da reducdo no rendimento das sementes, podem interferir
sobre a germinacao e vigor das mesmas. Como ferramenta para evitar
aentrada de patégenos em sementes, os métodos de deteccdo podem
também impedir a disseminacao e auxiliar no tratamento adequado
para eliminar e/ou reduzir a acao do patégeno. Outro ponto que deve
ser considerado é a semente como fonte de sobrevivéncia do inoculo,
levando-se em consideragdo que os patégenos podem sobreviver na
mesma desde a colheita até o plantio.

Aspectos ambientais tais como umidade, temperatura,
composicdo dos substratos de plantio, manejo cultural, nivel de
resisténcia do hospedeiro, variabilidade e agressividade dos patégenos,
dentre outros, deverdo ser considerados para o estabelecimento de
infeccdes que poderdo levar a ocorréncia de epidemias e podem sofrer
variacdes resultantes do hospedeiro, do patégeno e do ambiente.
O clima quente e imido que antecede a colheita pode propiciar
aparecimento de fungos nos graos, alguns deles prejudicando a
qualidade, afetando o poder germinativo e causando morte prematura
das plantas (PINTO, 2002). Para que ocorra a transmissao de patégenos
via sementes é essencial que uma relacdo parasitaria estavel entre
0 patogeno e o hospedeiro seja estabelecida garantindo assim um
risco em potencial para doengas causadas por esses microrganismos.

O fato de controlar doencas na fase que antecede a implantacdo de
uma lavoura ou por ocasido da semeadura faz com que o tratamento de
sementes seja considerado na agricultura moderno uma das medidas de
controle mais recomendadas, possibilitando um menor uso de defensivos
quimicos e, consequentemente, evitando problemas de poluicao do
ambiente. O uso de sementes com a qualidade sanitaria garantida,
além dos demais atributos fisiolégicos e morfolégicos é a forma mais
simplificada e econdémica de reduzir custos de producao e assegurar
a sustentabilidade dos cultivos de interesse geral (MACHADO, 2010).
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Métodos de detecgao de patégenos
em sementes

Aderson Costa Araujo Neto
Luciana Cordeiro do Nascimento

As sementes de modo geral podem abrigar e transportar
microrganismos ou agentes patogénicos de todos os grupos
taxonOmicos, causadores e ndo causadores de doengas. Do ponto de
vista ecolégico, esses agentes podem ser agrupados em organismos
de campo, onde predominam espécies fitopatogénicas, e organismos
de armazenamento, com pequeno namero de espécies que deterioram
as sementes nesta fase (NEERGAARD, 1983).

A associagao patégeno-semente é uma das formas que
favorecem a sobrevivéncia e a disseminagao destes agentes, ja
que para as sementes nao existem fronteiras (NEERGARD, 1977;
TANAKA, 1982; MACHADO, 1988 e WETZEL, 1988). Esta associagdo
é importante por diversas razdes: o patogeno sobrevive por mais
tempo, mantendo sua viabilidade e caracteristicas; é facilmente
disseminado, podendo ser introduzido em novas areas e ha alta
probabilidade do patégeno infectar a plantula em desenvolvimento
ap6s a semeadura, causando doengas na fase inicial da cultura
(MENTEN, 1995).

Os fungos englobam o maior nimero de espécies associadas
as sementes, seguidos pelas bactérias, com um niimero expressivo de
representantes e 0s virus e nematoides, em menor nimero. Dentre
os fungos fitopatogénicos, a maioria pode ser transmitida pelas
sementes de seus hospedeiros (NEERGAARD, 1977; LUCCA FILHO
etal, 1999; BRASIL, 2009).

13



Patologia de sementes: nogées bdsicas

0 conhecimento prévio das formas de interacao do inoculo de
patégenos com sementes é importante em patologia de sementes,
dentre varios aspectos, para a escolha de métodos de detecgio destes
agentes.

De modo geral, o transporte de microrganismos por sementes
em um dado lote pode ocorrer de trés maneiras. No primeiro
caso, o microrganismo, encontra-se em mistura com as sementes,
fazendo parte da fracdo impura do lote. Fazem parte desta fracdo:
fragmentos vegetais, sementes de plantas invasoras e particulas do
solo que podem, todos, ser portadoras de micélio dormente, corpos
frutiferos e esporos de fungos, cistos ou galhas de nematoéides,
células bacterianas e particulas de virus, escler6dios ou estromas
fingicos. Uma segunda maneira pela qual certos patégenos podem
se associar e ser(em) transportados pelas sementes é por adesao
passiva a superficie destas. A terceira forma de associagdo de
microrganismos com sementes é a presenca do inoculo nos tecidos
das sementes, seja em estruturas superficiais ou mais interno no
embrido (SANTOS et al, 1996; SANTOS et al,, 2000). Essa é a forma
de interacdo e transporte mais comum entre os agentes transmitidos
por sementes. Apesar da distingdo que se faz entre esses trés tipos
de interacdo de inoculo com as sementes, um mesmo patégeno
pode estar presente em um lote, sob uma ou mais dessas formas
de associacdo (MACHADO, 1988).

Quando os patégenos encontram-se aderidos a superficie das
sementes, ou com elas misturados, diz-se que a semente encontra-
se infestada; quando o patégeno estiver localizado no interior da
semente, a mesma estard infectada (AGARWAL e SINCLAIR, 1987).

Existem varios testes que podem ser empregados para
caracterizar o estado sanitdrio das sementes. A escolha do método
a ser utilizado esta na dependéncia do patégeno a ser detectado, da
infra-estrutura disponivel no laboratoério, da espécie de semente a ser
testada, do préprio o objetivo do teste e do grau de treinamento do
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pessoal envolvido com a interpretacdo do referido teste (NEERGAARD,
1973; ISTA, 1976),

Segundo Machado (1988), os testes de sanidade de sementes
tém como fundamento fazer com que os patégenos, uma vez associados
a essas estruturas, sejam direta ou indiretamente detectados,
permitindo a sua identificacao rapida e segura. O objetivo central de
um teste de sanidade é informar os tipos, a frequéncia e o potencial de
ocorréncia de agentes fitopatogénicos em uma determinada amostra
de sementes.

Os objetivos dos testes sanitdrios de sementes estdo
relacionados com a finalidade dos mesmos, abrangendo desde a
obtencao de cultivares até o sistema de producdo de sementes. A
técnica a ser utilizada dependerd, invariavelmente, da importancia
do patdgeno transportado pela semente e do potencial que este
patégeno possui para estabelecer doengas nos campos de producao
(HENNING, 2005).

Por outro lado, Bali e Reeves (1992) listam seis requerimentos
principais para um teste de sanidade de sementes: ser especifico,
sensivel, rapido, simples, econémico e confidvel.

O teste de sanidade deve fornecer informagdes confiaveis
acerca da qualidade sanitaria da semente destinada a semeadura
ou aos servicos de quarentena. Os resultados, além de serem
reproduziveis, devem estar disponiveis em curto espaco de tempo,
mantendo, dentro dos limites aceitaveis, os custos de mao de obra
e dos equipamentos (LUCCA FILHO, 1987).

0 teste de sanidade é importante por inimeras razdes, entre
as quais: (1) os patoégenos transmitidos por sementes podem servir
de inoculo inicial para o desenvolvimento progressivo da doenca
no campo, reduzindo o valor comercial da cultura; (2) os lotes de
sementes importadas podem introduzir patégenos ou patdtipos em
areas isentas, fazendo com que testes de quarentena e de certificacao
para o comércio internacional possam ser necessarios; (3) pode

[UFCG-BIBUOTECA] 15
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elucidar a avaliagio das plantulas e as causas de uma baixa germinagdo
e de baixo vigor em laboratério ou no campo, complementando assim,
o teste de germinagao; (4) pode indicar a necessidade e orientar o
tratamento de sementes visando ao controle de doengas originadas
com as sementes; (6) indicar a presenca de fungos de armazenamento
e/ou toxigénicos e (7) agregar valor ao lote de sementes (HENNING,
1994; MACHADO, 2000; BRASIL, 2009)

1 METODOS DE DETECCAO DE PATOGENOS EM SEMENTES

Existem varios testes que podem ser aplicados para a detec¢do
de patégenos associados as sementes. Estes testes variam quanto a
sensibilidade e objetivo, se que alguns métodos exigem incubagio
das sementes, enquanto que outros permitem a identificagdo de
patdgenos através de descoloragdes e anormalidades do tegumento
das mesmas, sem prévia incubagio (LUCCA FILHO, 1987).

Vale salientar que um mesmo agente pode ser detectado
por diferentes métodos, havendo diferencas entre eles em relagao
a sensibilidade, custos, complexidade de execugéo, e objetivos do
teste etc.

1.1 Métodos de detecgio de Fungos em sementes

1.1.1 Inspegdo visual, Inspegdo direta ou Método
da semente seca

Este teste pode ser conduzido juntamente com a analise
de pureza. Assim, considera-se a fragao correspondente aos pesos
indicados na analise de pureza para a espécie em questao.

As por¢des de sementes devem ser submetidas ao peneiramento
com malha de tamanhos variados, coletando as fragdes obtidas em
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separado e dispondo-as em uma camada simples sobre superficie
limpa, previamente desinfestada, e sob luminosidade suficiente para
observagdes dos componentes fracionados a olho nu e/ou com auxilio
de lupas a resolugdo de 10 a 40 X (BRASIL, 2009).

A avaliagao é feita com a contagem do nimero de sementes
com sintomas/sinais tipicos dos agentes patogénicos e as unidades
de cada tipo de indculo, caso de esclerddios, estromas e agregados
de frutificacdes reconhecidas, presentes na amostra. Os resultados
sdo expressos em numero de estruturas flingicas ou de sementes
com sintomas do patdgeno por peso.

Sementes secas podem mostrar sintomas de diferentes
intensidades, devido a necroses ou descoloragdes produzidas por
microrganismos, como também, podem ser detectados corpos de
frutificacdo, esporos ou células bacterianas aderidas a superficie
das sementes,

Este método pode ser aplicado para um grande nimero de
patogenos e espécies de sementes, desde que o patégeno envolvido
produza sobre a semente algum indicativo caracteristico de sua
presenca.

O método da semente seca ou inspegio visual permite obter
uma rapida informacdo sobre 0 estado sanitario das sementes, ndo
requerendo muitos equipamentos, além de poder ser conduzido
juntamente com a andlise de pureza sem muito trabalho adicional.
E um teste indispensavel para a detecgio de esclerdcios de fungos
e galhas de nematdides, complementando as informacdes obtidas a
partir dos testes com incubagio das sementes.

Entretanto, somente patdgenos causadores de sintomas
facilmente visiveis externamente sdo detectados através deste método.
Deste modo, os microrganismos carregados por sementes, localizados
no interior das mesmas, nao serao detectados, a menos que produzam
sintomas e/ou sinais tipicos no tegumento. Além disso, ndo se tem
informagdo sobre a viabilidade do patdgeno, sendo necessaria a

17
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conducdo de outro método para a obtencdo destes dados (LUCCA
FILHO, 1987; BARBA, 2001).

1.1.2 Exame da suspensdo da lavagem de sementes
ou Método da lavagem da semente

Neste exame utilizam-se 400 sementes (4 repeticdes de 100
sementes) para a analise. Cada porc¢ao é colocada em frascos cénicos
de 125 mL e adicionada agua destilada no volume suficiente para
cobrir 2 cm acima da camada superior das sementes. Em seguida,
cada porg¢do é submetida a agitacdo mecéanica por 10 minutos, a
fim de remover esporos e outras estruturas aderidas a superficie
das sementes. A suspensao resultante da agitacdo é distribuida em
tubos de centrifuga. Este material sera centrifugado por 15 minutos
a 3.000 rpm. Terminada a centrifugacdo, elimina-se cuidadosamente
o sobrenadante e a partir do sedimento prepara-se laminas para
exame microscopico.

A avaliacao é feita a partir da observacdo das laminas ao
microscépio ético, percorrendo, com auxilio do cursor, todo o campo
visual 6tico, contando as estruturas tipicas do(s) microrganismo(s)
alvo(s) do teste. Recomenda-se o exame (leitura) de no minimo 5
laminas para cada repeticdo de 100 sementes. Os resultados sao
referenciados em niimero de esporos/semente ou por 100 sementes
(BRASIL, 2009).

0O método da lavagem das sementes é adequado para
contaminagdes que estdo presentes exclusivamente na superficie
das sementes (LUCCA FILHO, 1987). Assim, é um método aplicavel
para fungos que frutificam e esporulam na superficie das plantas
infectadas ao final do ciclo e cujo inoculo pode aderir-se a superficie
das sementes por ocasido da colheita e fase posteriores. Sdo exemplos:
Pyricularia oryzae Cavara (1891) em arroz; Peronospora manshurica
(Naumov) Syd. (1923) em soja; Tilletia caries (DC.) Tul. & C. Tul. (1847)
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em trigo; Ustilago tritici (Pers.) C.N. Jensen, Kellerm. & Swingle em
cereais (BRASIL, 2009).

Segundo Henning (2005), é um método rapido e barato,
pois ndo necessita de equipamento especial nem de incubacao.
As principais limita¢des sdo que sé pode ser usado para esporos
que aderem fracamente na parte externa da semente, o teste de
viabilidade dos esporos é necessario e a sensibilidade do teste
deixa a desejar.

1.1.3 Incubag¢do em Substrato de Papel ou Método do Papel
de Filtro (“blotter test")

Neste teste sdo avaliadas 400 sementes (4x100, 8x50 ou
16x25), as quais sdo dispostas individualmente sobre camada de
papel de filtro umedecido (3 discos sobrepostos ou 2 folhas de papel
mata borrdo), mantendo-as distanciadas 1-2 cm uma das outras,
dependendo do tamanho de sua maior dimensao, no interior de
recipientes, como placas de Petri, gerboxes ou equivalentes. As
placas, ou outros recipientes, devem conter tampas transparentes
que permitem a passagem integral de luz incidente (BRASIL, 2009).

Os recipientes com as sementes sdo dispostos sob lampadas
de luz fluorescente branca, a distancia de 30-40 cm, em cAmaras com
fotoperiodo de 12 horas pelo periodo de 7-8 dias a temperatura de
20 £ 2QC.

As sementes sdo examinadas individualmente com auxilio
de um estereomicroscopio a resolucao de 30-80X, pela ocorréncia
de frutificagdes tipicas do crescimento de fungos. Conidiéforos com
conidios e corpos de frutificacdo (e.g., pienidios, acérvulos, peritécios)
formados nas sementes sdo caracteristicas importantes para identificar
espécies fungicas. Observacdes de laminas ao microscdpio é6tico sao,
algumas vezes, necessarias para confirmar a identidade dos fungos
em nivel de espécie.
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Os resultados devem ser expressos em percentual de ocorréncia
dos fungos com duas casas decimais.

Este método apresenta uma série de vantagens e algumas
desvantagens. Dentre as vantagens destacam-se a combinag¢do dos
principios in vivo e in vitro, permitindo a observag¢do dos fungos que
se desenvolvem no hospedeiro in situ, sem pertubacdo, numa condigdo
natural de crescimento (NEERGAARD, 1983); basicamente, o método
do papel de filtro é uma combinac¢do da cdmara imida, da fitopatologia,
com o teste de germinacdo da tecnologia de sementes e pode ser
empregado para todos os tipos de sementes. Como desvantagens,
neste método fungos de crescimento rapido podem encobrir os de
desenvolvimento mais lento, de tal forma que a incidéncia pode
ser subestimada, o teste ndo detecta patdégenos importantes como
Perenospora manshurica, Plasmopara halstedii e outros parasitas
obrigatério e a contaminacao com sapréfitas (Rhizopus spp. Mucor
sp.,Aspergillus spp., Tricoderma spp., Cladosporium spp., entre outros)
pode dificultar a andlise (NEERGAARD, 1973; REIS et al.,,1999;
HENNING, 2005).

Para reduzir o processo de germina¢ao das sementes de
espécies de dicotiledoneas, durante o periodo de incubacao, o
substrato de papel pode ser umedecido em solucao de sal de 2,4-D
(2,4-diclorofenoxiacetato de s6dio) a 5 ppm de concentracao. No
caso de monocotiledéneas e algumas dicotiledoneas com sementes
menores, a técnica do congelamento rapido é utilizado em substituicao
ao 2,4-D, por ser um produto téxico, tanto para laboratoristas, quanto
aos fungos, quando utilizado em altas concentra¢cdes (LIMONARD,
1968; NEERGAARD, 1973).

Quando o congelamento é recomendado, os recipientes
com as sementes devem ser mantidos em camara incubadora
pelo periodo inicial de 24 horas sob temperatura de 20 + 2 eC e,
em seguida em congelador (-20 -C) por 24 horas, e finalmente
retornadas a incubadora a 20 * 2 gC sob luz fluorescente branca,
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tal como descrito anteriormente, por mais 5 dias. Devido ao rapido
congelamento, havera a formac¢ao de cristais de gelo, os quais
romperdo a estrutura celular, matando a semente (LUCCA FILHO,
1987).

A percentagem de infec¢do obtida com esta técnica é bastante
préxima a observada em meio de cultura, especialmente devido
a falta de resisténcia do hospedeiro. Esta técnica é bastante util,
especialmente para sementes de forrageiras e cereais, facilitando
a leitura e favorecendo o desenvolvimento de certos fungos como
Drechslera, Fusarium, Septoria, Phoma, entre outros.

Atualmente, este método é de uso rotineiro em laboratérios de
analise por preencher os requisitos de rapidez, simplicidade, baixo
custo e permitir o levantamento da microflora associada a diversos

tipos de sementes, quantificacdo do inoculo e avaliagdo preliminar
da germinacdo (TANAKA, 2001).

1.1.4 Plaqueamento em meio de cultura agarizado
ou Método da placa com dgar

Neste teste também sdo avaliadas 400 sementes (4x100,8x50
ou 16x25). As sementes, inicialmente, em solucdo de hipoclorito
de sédio 1%, ou equivalente, durante 3 minutos; e em seguida,
apds secagem rapida em papel de filtro esterilizado, distribuidas
assepticamente sobre o meio de cultura a uma distancia de 2-4 cm,
dependendo do tamanho das sementes, 5-10 sementes por placa
de Petri, diametro de 9 cm (BRASIL, 2009). Existem varios meios
de cultura, porém, os mais utilizados sdo o BDA (extrato de batata-
dextrose-agar), MEA (extrato de malte-agar) e AA (4gar - agua)
(MATHUR e SINGH, 1988; HENNING, 2005).

As placas, com sementes, sdo colocadas em camara de
incubacdo, sob luz fluorescente branca a temperatura de 20 * 2 -C
pelo periodo de 7-8 dias.
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0 exame inicial deve ser feito a olho nu observando-se a
formacdo e o tipo de coldnias desenvolvidas em volta das sementes.
Cor, textura, morfologia geral e a presenca de corpos de frutificacdo
podem ser indicativos para o reconhecimento de espécies fingicas.
As sementes devem ser também examinadas individualmente ao
microscdpio estereoscoépico, observando- se a formacdo de estruturas
tipicas de fungos.

Os resultados devem ser expressos em percentual de ocorréncia
dos fungos com duas casas decimais.

Este método é geralmente empregado, quando a incubagao em
papel de filtro ndo oferece condicdes adequadas para o crescimento
vegetativo e a esporulacao de fungos e para a detecg¢ao de patégenos
que produzem coldnias caracteristicas em meio de cultura (LUCCA
FILHO, 1987; HENNING, 2005).

Geralmente, fungos de crescimento rapido impedem a
identificacao de fungos de crescimento mais lento, assim como ocorre
no Método do Papel de Filtro. Além disso, podem surgir mais de uma
coldnia a partir da mesma semente, o que torna dificil a identificagdo
dos fungos, pois pode mascarar e até mesmo inibir o crescimento
da outra.

Este método pode ter sua pratica prejudicada na detecgdo de
patdégenos, quando ocorre a germinacao das sementes, dificultando
a identificacdo dos fungos associados as mesmas, comprometendo a
validade do método pela possibilidade de contaminag¢des secundarias
entre as sementes e o exterior do recipiente. Para tanto, a inibigao
ou retardamento do processo de germinacdo das sementes de
espécies de dicotiledoneas pode ser realizada com o uso de 2,4-D

(sal de s6dio) na concentragdo de 5 ppm. Para algumas espécies de
sementes, tanto de dicotiledoneas como monocotiledoneas, o uso
da restrigcdo hidrica, por meio de manitol, KC1 ou equivalente, pode
ser recomendado para este fim (COUTINHO etal, 2001; MACHADO

etal, 2007).
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Em alguns casos, o meio basico agarizado pode sofrer
modificacdes em sua composicdo, tornando o método seletivo ou
semi-seletivo. Exemplos sdo: meio BDA com quintozene para detec¢do
de espécies de Fusarium; meio agar (BDA) com azul de bromofenol e
antibiéticos (estreptomicina e penicilina) para detec¢do deSclerotinia
sclerotiorum em feijdo e soja e meio agar salino para detec¢do de
espécies de Aspergillus e de Penicillium em sementes armazenadas
(ITO et al,, 1992).

Este teste, se comparado com o teste em papel de filtro, é
um teste mais caro e mais trabalhoso, pois envolve a utilizagdo e
esterilizacao do meio de cultura. Para Richardson (1985), o método de
plagueamento em meios de cultura é, provavelmente, o mais confidvel
para a detec¢do da maioria dos fungos transmitidos pela semente.
Apesar de ser mais custoso e demorado que o teste do papel-filtro,
a rapidez com que se pode avaliar uma amostra recompensa essa
desvantagem.

1.1.5 Fluorescéncia sob luz negra

Neste procedimento sdo analisadas 400 sementes (4x100,
8x50 ou 16x25). As sementes sdo distribuidas sobre discos de papel
de filtro umedecidos, ou outro papel neutro absorvente, de forma
semelhante a descrita no Método do Papel de Filtro.

Os recipientes com sementes sdo mantidos inicialmente em
ambiente a 18 QC pelo periodo de trés dias e em seguida a -18 QC
por 5 horas e depois em incubadora a 28 C por mais 4-7dias na
auséncia de luz.

0 exame das sementes é feito sob luz negra (NUV - screened
lamp de 366nm, minimo de 100 W), observando as seguintes
caracteristicas: 1) Mancha amarelo-enxofre fluorescente, didmetro
de 1 a 2 cm no papel de filtro ao redor das sementes e manchas
menores em volta das raizes; no estagio iniciai ha formacao de halo
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fluorescente com coloragdo azul claro; 2) Micélio com coloragdo
amarelo-enxofre fluorescente ou goticulas de reduzido tamanho
(Imm de didmetro) na superficie das sementes e 3) Manchas
esparsas de coloracao amarelo opaco que desaparecem na medida
da seca do papel ou apresentando coloragdo azul intensa no papel
sem a caracteristica de fluorescéncia amarelo-enxofre ndo devem
ser consideradas.

1.1.6 Exame de embrides ou Método da contagem
de embrides

Este método é comumente utilizado para detec¢do de Ustilago
sp. em sementes de cereais. E recomendado o uso de quatro sub-
amostras de 100 gramas de sementes para esta analise.

Inicialmente, as sementes sdo pré-condicionadas sepa
radamente em porgdes de I00g em 1 L de solucao de hidréxido de
sodio 5%, ou hidréxido de potassio, contendo 0,15g de trypan blue,
por 22-24 horas a 20-22 BC. No dia seguinte, lava-se a amostra em
agua levemente aquecida sob agitacdo para separar os embrides
dos demais tecidos da semente. Em seguida, verter-se o material
sobre trés peneiras superpostas (3,5, 2,0 e 1,0mm), isolando os
embrides dos endospermas. Logo, transfere-se os embrides para
um funil de Baermanm, contendo 200mL de uma mistura de acido
latico, glicerol e 4gua (1:2:1), favorecendo a separacdo e descarte do
restante de endosperma ou detritos que ainda permane¢am aderidos
aos embrides. Por fim, coloca-se os embrides de cada repeticdo em
beakers de 250mL contendo previamente uma mistura de acido
latico e glicerol (1:2) e daf aquecidos até a fervura por 2 minutos.
Uma vez adequadamente isolado, os embrides sdo examinados
individualmente com o auxilio de um microscépio estereoscopico
(BRASIL, 2009).
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Sdo considerados infectados os embrides que apresentarem
em seu interior hifas de micélio fingico. Estas hifas do micélio sao
facilmente distinguiveis pelo fato de permanecerem com coloragao
azul adquirido do corante (LUCCA FILHO, 1987).

Este método é grandemente utilizado para a detecgdo do
carvao (Ustilago triciti) em trigo e cevada, fornecendo resultados
altamente correlacionados com a infec¢do no campo.

Segundo Henning (2005), uma das limitacdes deste teste é
que a presenca do fungo no embrido nem sempre resulta em infeccdo
nas plantulas. Cultivares resistentes podem apresentar este tipo de
reacdo. Além disso, poucos patdgenos podem ser detectados por
este método.

1.2 Métodos de deteccdo de Bactérias em sementes

Diversas bactérias fitopatogénicas alcancam a semente e
algumas vezes o embrido via funiculo. 0 funiculo, todo ou em parte,
sofre abscisdo, deixando uma cicatriz, o hilo, que é geralmente
a parte da semente mais permeavel a 4gua e juntamente com
a micrépila proporcionam um meio de entrada para patégenos
bacterianos. Rachaduras e outros ferimentos de origens diversas
nas sementes constituem, também, vias importantes para a
penetracdo e o estabelecimento interno de fitobactérias. A
penetracdo ocorre ainda através das flores, da invasao pelo sistema
vascular ou durante o desenvolvimento e maturacao de frutos e
vagens. Nas sementes, as bactérias se encontram na fase latente,
em baixas popula¢des tendo sua multiplicacdo paralisada. Muitas
das bactérias fitopatogénicas permanecem viaveis pelo mesmo
periodo de viabilidade das sementes. A semente infectada pode
ou ndo apresentar sintomas, sendo que na maioria dos casos ndo
apresenta (VALARINI, 1995).
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1.2.1 Plantio de sementes em substrato esterilizado

Neste método utiliza-se 1.000 sementes para andlise, as quais
sdo semeadas em substrato esterilizado (areia, solo, vermiculita e
outros) e incubadas em camara de crescimento a 25Q28-C.

A avaliacdo é realizada a partir da emergéncia das plantuias,
observando-se a ocorréncia ou ndo de sintomas caracteristicos da
infeccdo pelo patoégeno alvo. A taxa de infecgdo é calculada com base
no numero de plantuias emergidas.

Para a confirmacao dos resultados realiza-se o isolamento da
bactéria e sua posterior identificacdo.

Este método permite determinar a porcentagem de
transmissdo do patdégeno associado as sementes para a planta
que ela originara, entretanto, ndo permite a deteccao de bactérias
em sementes ndo germinadas nem naquelas infectadas por uma
quantidade de células bacterianas inferior a necessaria para que
a infeccdo se manifeste. E simples e nido requer equipamento ou
pessoal com treinamento especifico, exceto para reconhecimento
dos sintomas, detectando somente células viaveis e patogénicas,
porém demorado, de baixa sensibilidade, utiliza grande espaco
fisico e ¢ bem adaptado para organismos normalmente presentes
em relativamente alto nivel populacional ou percentagem de
sementes contaminadas (1 a 10%). Nesta forma de detecgdo
existe a possibilidade de ocorréncia de dispersao e disseminacdo
secunddria, o que pode levar a valores superestimados. Portanto,
um método de baixa eficiéncia e pouco viavel para ser realizado
rotineiramente.

1.2.2 Inoculagcdo em plantas susceptiveis

Este teste é realizado com 1.000 sementes, o qual consiste
inocular plantas suscetiveis com extrato obtido pela imersdo de
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sementes em agua, solucao salina ou tampao, seguida da observacao
dos sintomas desenvolvidos.

A avaliacdo é realizada observando-se a ocorréncia ou nao
de sintomas caracteristicos da infeccao pelo patégeno alvo e para
a confirmacdo dos resultados realiza-se o isolamento da bactéria e
sua posterior identificacdo.

E uma técnica de facil execucao e permite a deteccdo somente
de células viaveis, porém é demorada e exige a manutencdo de plantas
em estadio de desenvolvimento recomendado para a inoculagdo e
sob condi¢des ambientes controladas. E um método ndo quantitativo.

A utilizacao do inoculo presente nas sementes para inoculacao
em plantas indicadoras auxilia na identificacdo de bactérias e virus
(HENNING, 2005).

Um exemplo pratico deste método, é a inoculagdo de material
oriundo de sementes de feijdo (Phaseolus vulgaris) infectadas
com Xanthomonas campestris pv. phaseoli em plantas indicadoras,
mostrando-se um método bastante eficiente para a deteccdo destes
microorganismos (SCHAAD, 1987; RODRIGUES NETO, 1988;
VALARINi, 1995). A reacdo positiva é observada através de grandes
lesdes, seguida de necrose sistémica. No caso de viroses, apesar do
grande numero de plantas indicadoras ja conhecidas, o teste é pouco
usado em analises de rotina, principalmente pela dificuldade na
obtencdo de plantas indicadoras (LUCCA FILHO, 1987).

1.2.3 Plaqueamento em meio seletivo e semi-seletivo

Nos ultimos anos, tém sido numerosas as tentativas para
encontrar meios para um rapido isolamento e identificacdo das
bactérias fitopatogénicas. A deteccao de pequenos nimeros de células
bacterianas, interna ou externamente a semente, tem sido dificil por
causa do numero relativamente grande de bactérias taxonomicamente
relacionadas aos patdgenos que interferem com o crescimento dos
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mesmos em meios de cultura. Isso tem levado os pesquisadores a
desenvolverem meios seletivos e semi-seletivos para a detecgdo de
patdgenos bacterianos, principalmente, em sementes, quando o nivel
de infec¢do é baixo (VALARINI, 1995).

0 nimero de sementes utilizado nesta técnica é variavel com a
cultura. Consiste em plaquear sementes ou o extrato obtido pela sua
imersdo em agua, solucio salina ou tampao, em meios seletivos ou
semi-seletivos (BEHLAU et al.,, 2006; TEBALDI et al.,, 2007; BRASIL,
2009).

Existem muitos meios de cultura, os mais comumente
utilizados sdo: YDC, FS 4gar, mCS20ABN agar, MKM agar, MD5A
agar, mTBM &gar, 523; mPSA, SCM, SCM modificado {(mSCM), King B,
CKTM, XCP1, Milk-Tween (MT), Meio Semi-Seletivo de Reis (ALMEIDA
e REIS, 2009).

Aavaliacio é realizada observando-se coldnias tipicas do patogeno,
e o resultado é expresso qualitativamente (presenca ou auséncia).

Para a confirmacido dos resultados realiza-se testes
bioquimicos, de patogenicidade, PCR, Imunofluorescéncia, ELISA,
uso de bacteriéfagos.

E um método que permite o isolamento do patogeno, entretanto,
é necessaria a identificagio posterior dos organismos isolados por
testes bioquimicos, sorolégicos ou de patogenicidade; muitos meios
seletivos nao sao suficientemente especificos para detectar todos os
isolados do patégeno; é trabalhoso e requer tempo para incubacéo
e confirmagdo da patogenicidade.

O registro de resultados deve indicar o nimero médio de
unidades formadoras de col6nias (ufc) por semente e/ou o nimero
de sub-amostras positivas do nimero total testado e o tamanho
da amostra ou a probabilidade maxima estimada da proporgao de
sementes infestadas.

Segundo Richardson (1985), quando a andlise patolégica das
sementes objetiva detectar a presenca de patdgenos especificos,
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0 emprego de meios seletivos ou semi-seletivos torna-se uma
ferramenta de extremo valor para o fitopatologista, pois evita o
desenvolvimento de contaminantes, favorecendo eficientemente a
deteccdo e identificacdo do patégeno-alvo.

No entanto, os fatores limitantes no desenvolvimento de
meios seletivos e semi-seletivos tém sido o alto custo das drogas, a
necessidade de méo de obra especializada e a possibilidade do efeito
de repressividade de crescimento do patégeno (VALARINI, 1995).

2 METODOS DE DETECCAO DE ViRUS EM SEMENTES

Diversos métodos podem ser empregados para a detecgido de
virus em sementes, sendo os métodos biol6gicos e soroldgicos os mais
comuns e faceis de serem empregados. Entretanto, testes moleculares
como PCR (para virus de DNA) e RT-PCR (para virus de RNA) também
podem ser utilizados, sendo o PCR um dos mais sensiveis entre os
disponiveis no momento. A principal dificuldade, que constitui um
fator decisivo na eficiéncia dos testes de diagnose, é a sensibilidade
da técnica empregada, uma vez que, além da baixa concentragio
de particulas virais nas sementes, geralmente a porcentagem de
sementes infectadas varia entre 5 e 15%. A localizagdo da particula
viral na semente também pode interferir na eficiéncia da técnica
diagnostica (BARBA, 2001; NASCIMENTO, 2006).

O TMV (Tobacco mosaic virus), por exemplo, se localiza na
parte externa das sementes, enquanto outros virus, como o LMV
{Lettuce mosaic virus) se localizam nos tecidos embrionarios, devido
a infecgdo do évulo ou do grio de pélen.

2.1 Testes biolégicos

Os testes biolégicos sdo, aparentemente, mais faceis, devido
ao fato de nao necessitarem de infraestrutura ou de equipamentos
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caros. Existe a necessidade apenas de um telado ou casa-de-vegetacao,
ou mesmo de uma camara de crescimento com luz e temperatura
controladas. Esse método consiste em fazer a semeadura das sementes
que se quer analisar, em bandejas adequadas, e esperar a germinacao
das sementes e o crescimento das plantas por um periodo aproximado
de uma semana a dez dias. Geralmente esse tempo é suficiente para
avaliar se as plantulas apresentam ou ndo os sintomas da virose que
se quer investigar (BRASIL, 2009).

Esse teste tem como desvantagem, o fato de que a observacao
visual, nem sempre é absolutamente segura, de modo que se
pode, nos casos de duvida, submeter a planta suspeita a testes
complementares, como o sorolégico ou mesmo PCR. A segunda
desvantagem seria o tempo gasto para a realizacdo do teste, que
pode se alongar nos casos em que a germinagdo das sementes for

demorada.

2.2 Testes soroldgicos

As técnicas de sorologia, empregadas na fitopatologia para
detectar e identificar patégenos, especialmente virus e bactérias
fitopatogénicas. HA pouco mais de duas décadas, a maior parte dos
testes para esses patégenos requeriam o uso de plantas indicadoras
ou os testes de "grow out” que, além de demorados, demandavam
muita mao-de-obra. Atualmente, os testes sorolégicos abriram novas
perspectivas no campo da fitopatologia para identificacdo de fungos,
bactérias e virus. As principais vantagens desses testes sdo rapidez,
alta sensibilidade e especificidade. Porém, as desvantagens incluem
altos custos, equipamentos sofisticados, qualidade do antissoro e,
principalmente, a impossibilidade da distingdo entre inoculo viavel

e invidvel (HENNING, 2005).
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2.2.1 ELISA

O método ELISA (Enzime Linked Immunosorbent Assay)
consiste em empregar o antissoro especifico para cada virus, numa
técnica em que se utiliza a Imunogamaglobulina (IGg) e a IGg conjugada
com a enzima fosfatase alcalina para a diagnose de virus em tecidos
vegetais. A producdo desses antissoros é bastante demorada, porém a
maioria dos virus mais comuns, que sao transmissiveis pelas sementes,
possui antissoros comerciais disponiveis no mercado.

Essa é uma técnica bastante eficiente e sensivel, capaz de
detectar Ing de virus. A deteccdo de virus na parte externa das
sementes, como é o caso do TMV, é mais facil, mergulhando as
sementes em solucdo de extracdo, em agitador, por cerca de 20
minutos, para eiuir as particulas virais.

A extracdo do virus de tecidos internos das sementes é mais
dificil, e pode se tornar um fator limitante para a sua detec¢do. Uma
boa alternativa é colocar as sementes para germinar, por incubacao em
papel de filtro e utilizar os tecidos da plantula para o teste. Além dos
tecidos serem mais tenros e faceis de serem triturados, a multiplicacdo
das particulas virais, juntamente com as células da plantula, durante o
processo de germinacdo, aumenta a chance de deteccao do patdégeno,
que geralmente ocorre em baixa concentracdo nas sementes (LUCCA
FILHO, 1987, MACHADO, 1988; BARBA, 2001; BARBA et al, 2002;
HENNING, 2005; BRASIL, 2009).

2.2.1.1 ELISA Direto e Indireto

0 ELISA direto e indireto sdo realizados em cinco etapas
béasicas, porém a distincdo entre esses dois métodos depende da

ordem de execuc¢do dos seguintes passos (Brasil, 2009) (Figura
le 2):

UFCG-BBLITECA
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a) Extrac¢io do virus

Inicialmente, faz-se a extracdo do virus triturando o tecido
da plantula em sacos plasticos apropriados na presenca da solucdo
de extracao.

b) Cobertura inicial das placas

A cobertura das placas deve ser feita com antissoros especificos,
utilizando a diluicdo recomendada pelo fabricante. Em seguida faz-
se a incubacdo da placa por 2h a 37°C e a lavagem por 3-4 vezes
com agua deionizada e uma vez com tampao de lavagem. Pode-se
empregar lavagem manual ou com o lavador automatico de placas.

c) Adicao da amostra

Apés a secagem da placa adiciona-se o antigeno, compreendido
pelo extrato de tecidos provenientes das sementes (ou plantulas) que
se quer analisar, com incubag¢do de um dia para o outro ("overnight”).
Lava-se novamente como descrito anteriormente, ficando as particulas
virais retidas as do antissoro fixado nas paredes do orificio. Deve-se
empregar controles positivos e negativos, compreendidos por extratos
de plantas comprovadamente infectadas e/ou sadias, respectivamente.

d) Adicao do conjugado

Adiciona-se o anticorpo conjugado com a enzima fosfatase
alcalina, também diluida conforme a recomendacdo do fabricante e
incuba-se por 2-3h a 37°C, visando propiciar a coloracdo da suspensao.
Efetua-se nova lavagem conforme descrito anteriormente, ficando
as particulas do antissoro conjugado a enzima fixado nas particulas
do antigeno anteriormente aderido.
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e) Adicao do substrato e leitura dos resultados

Adiciona-se o substrato p-nitrofenilfosfato e incuba-se
a temperatura ambiente por no minimo 30 minutos, ou até ser
observada a cor amarela nos orificios onde foram colocados os
controles positivos. Este substrato serd hidrolisado pela enzima,
produzindo uma coloragdo amarela indicadora da reagdo positiva
entre antigeno e antissoro. Faz-se entdo a leitura a 405nm em um
leitor de placas apropriado.

De forma esquematica, no ELISA direto, o anticorpo (antissoro
virai) de um antigeno particular é, inicialmente, adsorvido na placa.
Depois, o antigeno é adicionado e se liga ao anticorpo. Finalmente,
um segundo e diferente anticorpo ligado a enzima é adicionado.
Nesse caso, a intensidade da reagdo é proporcional a quantidade de
antigeno presente. Logo, permite mensurar até pequenas quantidades
de antigeno (CAMARA, 2010) (Figura 1).

(b) Sandwich F.USA

Atuibody-
coatcd wcU

Add enzvine- Add substratc
conjuKatcd and rocasurc
secondary antibody color

Figura 1: Sequéncia esquematica do ELISA direto.
Fonte: Adaptado de Camara (2010).

O ELISA indireto é um ensaio amplamente utilizado para
a detecg¢ao e/ou quantificacdo de anticorpos em amostras de
soro. A especificidade desse teste é garantida principalmente pela
qualidade do antigeno adsorvido a placa. De maneira geral, no
ELISA indireto, ao contrario do ELISA direto, os antigenos que sao

inicialmente adsorvidos na placa. Em seguida, é adicionado o anticorpo
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especifico (antissoro virai) para os antigenos que foram adsorvidos
anteriormente. Finalmente, anticorpos ligados a enzima ligam-se aos
anticorpos (antissoro virai), propiciando a reacdo enzimatica com
mudanca de cor (CAMARA, 2010) (Figura 2).

(a) Indirect ELISA

wash wash wash
e o . L >*
Antigen- AUIl specillc Add ciizymc- Add subsiraie (S)
coated well antibody to bc oinjii(fat«id and measurt
imasurcd secundary color
antibody

Figura 2: Sequéncia esquematica do ELISA indireto.
Fonte: Adaptado de Camara [2010).

2.2.2 Imunofluorescéncia (IF)

3

O anticorpo especifico é conjugado com um corante
fluorescente. O extrato de sementes (antigeno) é colocado em placas
especiais com pequenos orificios. Posteriormente, é adicionado o
anticorpo conjugado com o corante. Apds a secagem, observa-se ao
microscdpio.

Uma modificagdo deste método é a imuno-adsorvente
imunofluorescéncia. Nesse caso, as placas especiais sdo "codificadas”
com o anticorpo (gama-globulina). Apés a adicao do extrato da semente,
somente o patdgeno (antigeno) permanece aderido. Posteriormente,
adiciona-se novamente o anticorpo, desta vez conjugado com o corante
fluorescente, o qual adere as particulas do patégeno, produzindo
fluorescéncia (HENN1NG, 2005).

Estudos feitos por Guimardes et al. (1997), objetivando
verificar a eficacia do uso de extrato de sementes na imunodetecgio
de Bipolaris sorokiniana em trigo e a viabilidade do mesmo como
antigeno, observaram grandes pontos de fluorescéncia na superficie
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das hifas, especialmente nas extremidades, evidenciando a presenca
de antigenos de superficie. Os autores concluiram que é possivel a
deteccao de B. sorokiniana em trigo por imunofluorescéncia, utilizando
como antigeno reagente o extrato de sementes.

2.3 PCR (REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE)

Segundo Carvalho et al. (2000), as isoenzimas e proteinas
foram os marcadores moleculares mais utilizados nos ultimos anos.
Recentemente, com o advento cada vez mais rapido do conhecimento
cientifico, outras técnicas baseadas nas moléculas de DNA e RNA
foram disponibilizadas.

A técnica PCR ou reagdo em cadeia da polimerase é mais
sensivel que a soroldgica, sendo capaz de detectar menos de Ipg de
virus. Para essa técnica, emprega-se um par de oligonucleotideos
complementares a uma determinada regido do genoma virai, com
a finalidade de amplificar um fragmento gen6mico, de tamanho
conhecido. No caso de virus, cujo genoma é o RNA, deve-se primeiro
fazer uma fita de DNA complementar, utilizando-se uma transcriptase
reversa, para depois entdo fazer a PCR propriamente dita (RT-PCR).

Para realizar essa técnica, primeiro deve-se fazer a extracao
do RNA total da planta, para depois entdo fazer, a partir desse, o
cDNA e a PCR.

Para areacao de PCR pode-se empregar 35 ciclos, sendo: 94SC
por 40 segundos, 539C por 55 segundos e 72-C por 2 minutos, com
uma extensdo final a 72QC por 10 minutos. Entretanto, dependendo
do virus podera haver uma pequena variacdo nesse ciclo. Ao final da
reacao, aliquotas contendo a amostra sdo analisadas por eletroforese
em gel de agarose (0,7%), para checar o aparecimento das bandas
tipicas (NASCIMENTO, 2006; NASCIMENTO et al.,, 2008; BRASIL,
2009).
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Os oligonucleotideos (par de primers) empregados devem
ser desenhados especialmente para cada virus, com base nas
sequéncias especificas de cada um. Por exemplo: a sequéncia dos
oligonucleotideos (primers) para a detec¢do do Tobamovirus TMV
(Tobacco mosaic virus) por RT-PCR, o nimero de pares de base (Pb)
e o fragmento e regido do genoma a ser amplificado sdo:

a) 1: 5’ GTCAGTGCCGAACAAG 3’e 2:5' TCAAGTTGCTGGACTAG 3'
b) 600 pares de bases
¢) 5592-6191 MP/CP

Neste caso, o ciclo para PCR podera ser: (1) Aquecimento
inicial a 94 QC por 2 minutos; (2) 30 ciclos: 92eC por 1 minuto, 55eC
por 1 minuto e 72QC por 2 minutos; e (3) Extensao final de 72(QC por
10 minutos.

Estudos preliminares utilizando técnicas moleculares, como
o RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e a PCR (Polymerase
Chain Reaction), permitiram diferenciar isolados de Drechslera teres,
Drechslera graminea e Bipolaris sorokiniana (Peltonen et ai., 1996),
assim como isolados de B. sorokiniana, procedentes de diferentes
hospedeiros (BULAT e MIRONENKO, 1993).

3 METODOS DE DETECGCAO DE NEMATOIDES EM SEMENTES

A dissemina¢do dos nematdides pode ser realizada de
diferentes maneiras. Pode ocorrer ativamente, pelos seus préprios
meios (movimentos lentos); pelo homem, no transporte de material
propagativo infectado (sementes, mudas, tubérculos, etc.); pelos
implementos agricolas contendo solo infestado; pelos animais
domésticos e insetos e pela agua de irrigacdo e infiltracao.

A possibilidade de disseminacdo de fitonematdides através de
sementes, a curta e a longa distancia, entre regides, paises e continentes em
todo o mundo, tem aumentado através do intercimbio de sementes entre
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agricultores, melhoristas de plantas e outros agentes. Esse movimento,
previsivel na agricultura moderna, é favorecido pela constante circulagao
de material vegetal e falta de conscientizacdo durante os processos de
producdo, comercializacdo e producdo de sementes.

Os nematdides podem ser transportados junto com as sementes
de trés diferentes modos: a) no interior das mesmas, na forma de
juvenis abrigados entre a casca e o endosperma da semente; em
pequenas cavidades das sementes de cereais e de gramineas; na
regido do hilo (Aphelenchoides spp. e Ditylenchus spp.) e, em lesdes
presentes na semente (Ditylenchus spp.); b) associados a fragmentos
vegetais da planta-mae infectada junto as sementes (Ditylenchus spp.);
c) como contaminag¢do concomitante, a exemplo de algumas espécies
do género Anguina spp., as quais transformam o ovario da flor da
planta hospedeira em galhas, sendo assim disseminadas misturadas
as sementes produzidas ou, ainda na forma de cistos (Heterodera
spp.), contidos em torrdes de solo ou aderidos as sementes de plantas
hospedeiras (BRASIL, 2009).

3.1 Deteccao de Heterodera glycines em amostras
de sementes de soja

Neste método sdo recomendadas a utilizagdo de cinco sub-
amostras de 100 sementes para analise. A deteccdo de cistos de
Heterodera em sementes normalmente é realizada pela inspecao
das sementes secas (4.1.1), ou destas em agua (4.1.2). Também pode
ser realizada através do método de peneiramento, com (4.1.2) ou
sem flutuacdo em centrifuga (4.1.1), seguido pela andlise visual em
microscépio estereoscopico.

3.1.1 Método do peneiramento a seco

As sementes sdo colocadas sobre uma tela de metal (malha
0,840mm), que substituird o fundo de uma caixa tipo gerbox,
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sobreposta a uma tampa de caixa tipo gerbox. Entre a tela e a
tampa da caixa coloca-se papel de filtro umedecido e em seguida,
agita-se o conjunto manualmente, permitindo a passagem dos
cistos pelos poros da tela, ficando estes retidos no papel umedecido.
Posteriormente, as amostras devem ser analisadas sob microscdpio
estereoscépico.

3.1.2 Método da flutuagdo + peneiramento

E um método simples para extragdo de cistos das sementes.
As sementes sdo dispostas em proveta de 2,0L, contendo cerca
de 5,0mL de agua e agitadas com movimentos rotatdrios até seu
completo umedecimento. Completar o volume da proveta com
agua e verter os residuos e cistos flutuantes em peneira de 20 mesh
(0,840mm), sobreposta em peneira de 60 mesh (0,250mm), agitando-
se suavemente a proveta de modo que todo o material flutuante
em suspensdo seja recolhido nas peneiras e com um minimo de
perturbacao das sementes. Com auxilio de pisseta deve-se recolher
a suspensdo contendo residuos e cistos da peneira de 60 mesh para
um becker de 100mL. A suspensado recolhida no becker deve ser
analisada ao microscépio estereoscopico.

Para identificar a presenca de cistos de Heterodera em
germoplasmas introduzidos no Brasil, Tenente et al. [1994)
empregaram metodologia descrita por Carvalho et al. (1953), onde
as sementes foram colocadas em frascos com 50 mL de agua, os
quais foram agitados durante 10 minutos. A estes adicionou-se uma
solucdo de sacarose (400 g/L de agua) e, novamente, agitou-se por
mais 10 minutos. Apés, a suspensao foi vertida em um novo recipiente,
onde permaneceu por 10 minutos. Posteriormente, a suspensao
foi despejada em um filtro (papel de filtro). Ap6s o escoamento, o
material retido no papel foi examinado.
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A avaliacao é feita pelo reconhecimento das fémeas de H
ylycines, as quais apresentam de 0,4 a 0,8mm de comprimento,
lorma de limdo, 300-600 micréometros de didmetro, com pescoco e
uma vulva subterminal préxima ao anus; sdo de coloracdo brancas
ou amarelas quando imaturas, mas com a maturidade ficam pretas
ou marrons (SHEPHERD, 1970).

3.2 Deteccao de Ditylenchus dipsaci em sementes
de cebola

Neste teste sdo utilizadas para andlise cinco sub-amostras de
50 sementes. E mais rapido e eficiente que as técnicas de incubagio
geralmente utilizadas para tecidos vegetais. Também pode ser usada
para recuperacdo de endoparasitas de folhas, hastes e também para
deteccdo de juvenis de Anguina tritici em sementes de trigo e de outras
gramineas e de D. dipsaci em sementes de trevo (SOUTH EY, 1969).

3.2.1 Método da trituracgdo efiltracdo para recuperag¢do
de endoparasitas migradores

As sementes sdo trituradas em agua durante 15 segundos,
sendo 5 segundos para o triturador alcancar a velocidade maxima, 5
segundos permanecendo em velocidade maxima e 5 segundos para a
parada. Este periodo é suficiente para facilitar a saida dos nematéides
dos tecidos sem danifica-los. Apéds, a suspensao resultante é vertida
em um papel de filtro ou lenco de papel apoiado numa peneira ou
tela plastica. 0 conjunto é disposto sobre um prato ou bandeja com
agua, onde deve permanecer durante 24 a 48 horas. Os nematoides
separados das particulas inertes movimentam-se pelo filtro e sdo
recuperados no prato, para posteriormente serem quantificados em
lamina de Peters, sob microscépio 6tico (SOUSA etal., 2003).
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4.3 DETECCAO DE APHELENCHOIDES BESSEYI
EM SEMENTES DE ARROZ

Neste procedimento recomenda-se a utilizacao de cinco
sub-amostras de 100 sementes. Tihohod (1993) observou que
praticamente 100% dos exemplares viaveis de A. besseyi podem ser
detectados pelo método de descascamento manual das sementes. No
entanto, a operacgio é muito trabalhosa e demanda um consideravel
suporte. Sao necessarias pesquisas adicionais para mecanizar o
processo de descascamento das sementes sem liberar os materiais do
endosperma. A mecanizagao facilita a detecgio clinica dos nematdides.

4.3.1 Método do descascamento manual de sementes
+ funil de Baermann

Este método consiste em eliminar a casca e a cariépse das
sementes apds a imersao destas em agua por determinado periodo
de tempo. Este material é lavado em peneira padrio de 400 mesh
para que sejam eliminadas as substancias leitosas liberadas pelo
endosperma. O material resultante do peneiramento (nematdides
e restos de casca e cariépse) é recolhido com o auxilio de pisseta
paraum Becker de 100mL e, posteriormente, transferido para o funil
de Baermann onde permanece pelo menos por 12-24 horas, para
extra¢io dos nematoéides ativos (Zuckerman et al,, 1990).

4.3.2 Pré-imersdo, trituracdo e funil de Baermann

As sementes sdo imersas em agua destilada (30 minutos),
para rehidratagdo dos nematoéides em estado de anidrobiose. Esse
tratamento prévio de pré-imersao facilita a fragmentacio das
sementes em liquidificador, feita a seguir por 20 segundos com
300mL de agua. A suspensdo resultante é passada pelas peneiras
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de 100 (0,150 mm) e 400 mesh e o material retido é disposto em
funis de Baermann com agua oxigenada a 0,5%. Os sedimentos sao
coletados e examinados ao microscopio otico apds 24,48 e 72 horas,
aproximadamente (ZUCKERMAN et al., 1990).
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Fatores que afetam a infeccao
de patégenos em sementes

Carmem Valdenia da Silva Santana

Luciana Cordeiro do Nascimento

A qualidade das sementes para comercializacdo se inicia no
campo de producao (FESSEL etal, 2003), por isso, para a obtencdo de
uma boa muda é necessario o controle de sanidade e de qualidade da
semente utilizada, pois esta podera servir como veiculo de propagacao
e disseminacdo de patégenos (MENDES et al, 2005).

A associagdo de patégenos as sementes é importante, por
diversas razdes: o patégeno pode sobreviver por mais tempo em
sementes, mantendo sua viabilidade e caracteristicas; é facilmente
disseminado, podendo ser introduzido em novas areas; e existe alta
probabilidade do patégeno infectar a plantula em desenvolvimento
ap6és a semeadura, causando doeng¢a na fase inicial da cultura
(MACHADO, 1988). No entanto, para que haja o processo de infeccdo
de patdégenos em sementes, é necessario que as condi¢cdes ambientais
estejam favoraveis, assim como, tem que haver certa suscetibilidade
da semente a determinado patégeno com potencial infectivo.

Diversos sdo os fatores que podem influenciar na infeccao
de patégenos em sementes, dentre estes, pode-se citar: fatores
relacionados ao ambiente (temperatura do ar, umidade relativa do
ar, temperatura do solo, pH do solo, irrigacdo), ao hospedeiro, que
no caso, é a semente (morfologia e anatomia da semente, estadios
de desenvolvimento da planta, teor de 4gua na semente, tipo de
cultivo, manejo da cultura, manejo durante a colheita, pés-colheita,
processamento, beneficiamento e armazenamento) e ao patoégeno
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(concentracao de inoculo, potencial de inoculo, patogenicidade,
agressividade, viruléncia do patégeno).

Caso ocorra a infeccdo por microrganismos, segundo Ferreira
(2010), esta, pode provocar o apodrecimento das sementes e a morte
de plantulas em pré ou p6s-emergéncia, adiminuicao do vigor inicial
e o aumento da deterioracdo durante o armazenamento.

Portanto, o conhecimento de todos os fatores que interferem
na infeccdo de patégenos em sementes é essencial no manejo da
doenca, seja ainda em campo ou ap6s colheita das mesmas, pois
através desse conhecimento pode-se lancar mao de um ou varios
métodos de controle da doenga que sejam efetivos.

1 IMPORTANCIA DA QUALIDADE FITOSSANITARIA
DE SEMENTES

A qualidade das sementes para comercializacdo se inicia ainda
no campo de producdo, e para evitar a perda de todo esse processo
é necessario a realizacdo de um beneficiamento de sementes bem
feito apds a colheita (FESSEL et al., 2003).

A qualidade da semente é definida como o somatorio de todos
os atributos genéticos, fisicos, fisiolégicos e sanitarios que afetam
a capacidade de originar plantas de alta produtividade (Popinigis,
1985). Esta ligada a presenca de microrganismos ou insetos associados
as sementes, onde muitas espécies de microrganismos patogénicos
podem ser carregados pelas préprias sementes (MEDEIROS e EIRA,
2006).

Sementes infectadas por microorganismos (fungos, bactérias
e virus) possuem baixo valor comercial pelo comprometimento de
sua qualidade fitossanitaria (MEDEIROS e EIRA, 2006). Com relacido
a qualidade fisiolégica da semente os fungos mais importantes sio os
chamados fungos de armazenamento, compreendendo principalmente
os dos géneros Aspergillus e Penicillium. Esporos e micélios destes,
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normaimente estdo presentes na superficie da semente quando esta
é armazenada (ANGELIN1,1986; MENTEN, 1995). Segundo Menten
(1995), além dos fungos citados acima, a bactéria Bacillus subtilis
também causa a perda da capacidade germinativa das sementes
armazenadas e acarreta a morte do embriao.

De modo geral, varios danos podem ser provocados por
patdégenos associados as sementes. Dentre eles, morte em pré-
emergéncia, podriddo radicular, tombamento de mudas, manchas
necrdticas em folhas, caules, deformacdes como hipertrofias e
subdesenvolvimento, descoloragdo de tecidos, infec¢des latentes,
entre outros (NEERGAARD, 1979).

2 INTERAGAO PATOGENOHOSPEDEIROAMBIENTE

A ocorréncia de uma doenga depende da interacdo entre uma
planta suscetivel, um patégeno infectivo e um ambiente favoravel ao
patogeno (AGRIOS, 2005), como mostrado na figura abaixo:

Figura 1 - Ciclo das relacdes patégeno-hospedeiro-ambiente.

O ambiente é um fator de grande relevancia na interacao entre
patégeno e planta, pois pode afetar todas as fases do ciclo do patégeno
(infecgdo, colonizagdo, esporulacdo, dispersdo e sobrevivéncia). A
condicdo ambiental pode muitas vezes ser desfavoravel ao ponto
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de impedir que o patégeno, mesmo presente sobre o hospedeiro, se
instale, se desenvolva e/ou se propague. As condigdes ambientais
também podem influenciar o hospedeiro, através da alteragdo de sua
suscetibilidade, pela exposicdo a fatores externos menos favoraveis
a ele do que ao patégeno (HELDWEIN et al,, 2007). Desse modo, as
condicdes micrometeoroldgicas sdo muito importantes para o manejo
e controle de doengas, pois condicionam os processos infecciosos
(HUBER e GILLESPIE, 1992; SENTELHAS etal, 2005).

Dentre os fatores ambientais que podem afetar as relacdes
patoégeno-hospedeiro, a umidade relativa e a temperatura sao os
mais importantes (REIS, 2004).

1 TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR

A umidade relativa e a temperatura do ambiente de
armazenamento sdo fatores decisivos no desenvolvimento de fungos,
como por exemplo, Aspergillus e Penicillium nas sementes, pois esses
patdégenos se desenvolvem em sementes com umidade em equilibrio
com a umidade relativa do ar superior a 68%. E quando a umidade da
semente é mais baixa, préximo ao limite minimo para o crescimento
dos fungos, o ataque é lento, porém, a medida que a umidade da
semente se eleva torna-se mais rapida a queda da germinacao devido
ao rapido crescimento dos fungos (ANGELIN1,1986).

Nas regides tropicais, umidade e temperaturas elevadas
sdo favoraveis ao crescimento e desenvolvimento de patoégenos,
tornando as sementes das espécies nativas vulneraveis ao ataque
desses microrganismos (NASCIMENTO et al, 2006). A temperatura é
mantida entre 3 a 5 °C para as espécies ortodoxas temperadas e entre
10 e 20 °C para as espécies ortodoxas tropicais (HONG e ELUS, 2003)
com aumidade do ar em torno de 45% (SCHUMACHER etal,, 2002).

Segundo Bragantini (2005) a temperatura do ar é talvez o
fator fisico mais importante na conservag¢do dos graos armazenados,
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pois a maioria das reagdes quimicas é acelerada com o aumento
da temperatura. Quando a temperatura de armazenamento é mais
baixa, pode-se armazenar com seguran¢a, mesmo quando a umidade
dos graos estd acima da ideal, pois a baixa temperatura inibe o
desenvolvimento de microorganismos e insetos.

Alguns estudos vém sendo desenvolvidos com o intuito
de avaliar os efeitos das condi¢des ambientais na sanidade de
sementes, como por exemplo, o realizado por Rupollo et al. (2006)
que, avaliando o efeito da umidade e do armazenamento hermético
na contaminag¢ao natural por fungos e a producdo de micotoxinas
em grdos de aveia observaram interacdo significativa entre umidade
e periodo de armazenamento sobre a dindmica populacional dos
fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium em graos
de aveia armazenados no sistema hermético. Nos tratamentos
com umidades inferiores a 15% verificou-se a predominéncia de
outros fungos, cuja incidéncia decresceu na ordem dos géneros
Colletotrichum, Chaetomium, Phoma, Bipolaris, Alternaria e
Neurospora. Umidades mais elevadas favoreceram a incidéncia dos
fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, sendo que as
maiores incidéncias dos géneros Aspergillus e Penicillium ocorreram
na umidade de 18%, seguindo-se de 21% e 15%. Para o género
Fusarium, a maior incidéncia foi verificada em graos armazenados
com 21% de umidade.

2 TEMPERATURA DO SOLO

A maior incidéncia de tombamento de plantulas, em pré
e p6s-emergéncia, sdo atribuidas a baixas temperaturas no solo
durante o periodo de germinac¢do (Tanaka, 1995). Segundo o mesmo
autor, nessas condig¢des, ocorre aumento de exsudacdo de agticares
e aminoacidos e, consequientemente, aumento de microrganismos
patogénicos e saprofiticos.
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3 PH DO SOLO

Ocorrem diferencas significantes na populacdo de fungos
em vista do tipo de solo devido aos fatores relacionados a aeracao,
a capacidade de retencdo de agua e ao pH, de acido para alcalino
(MEHAN et al,, 1991).

Fernandez et al. (1997) constataram diminuicao da incidéncia
de Aspergillus spp. e Penicillium spp. com utilizacdo de calagem.
Resultado similar foi obtido com a aplicagdo de gesso, pois de acordo
com Reding et al. (1993) e Clavero et al. (1994), com o aumento do
teor de calcio, as vagens tendem a ter o tegumento mais espesso e,
como tal, ser menos suscetiveis a contaminacdo por fungos, o que
pode reduzir a producdo de toxinas.

4 IRRIGACAO

A ocorréncia de patégenos em sementes é altamente
influenciada por fatores anteriores ao armazenamento, quando
a semente se encontra ainda no campo (BRAGANTINI, 2005).
Segundo Ribeiro do Vale e Zambolim (1996) por si s6, a irrigagao
nio determina o aumento da incidéncia ou da severidade, mas
seu efeito é determinado pelas condi¢gdes criadas pelo sistema
de irrigacdo, interagindo com as condi¢cdes ambientais, como
temperatura, tipo de solo, intensidade e frequéncia de irrigacao,
fatores relacionados ao manejo da cultura, variedade plantada,
seu porte e espagamento.

Vieira-Junior et al. (1998) e Rava et al. (2005) avaliando
diferentes sistemas de irrigacdo, concluiram que a irrigacdo por
aspersdo favorece a ocorréncia de patégenos na semente, o que
ndo ocorre quando se utiliza a irrigacdo por sulcos ou subirrigacao.
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FATORES DO HOSPEDEIRO

1MORFOLOGIA EANATOMIA DA SEMENTE

A influéncia da forma e do tamanho da semente na sua
qualidade ndo é um assunto completamente esclarecido (FERREIRA,
2010). Segundo o mesmo autor as diferencas marcantes entre as
classes de sementes foram constatadas apenas em condicdes de
laboratdrio, onde as sementes redondas caracterizaram-se pela maior
incidéncia de danos, facilitando assim a infeccdo por patdégenos e
como consequéncia reduzindo sua qualidade. No entanto, as plantas
provenientes dessa classe, mostraram-se, em geral, tdo produtivas
quanto as oriundas de sementes achatadas.

2 ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DA PLANTA MAE

Alguns patégenos infectam apenas parte da planta, outros,
infectam diversas partes, transmitindo a infeccao, muitas vezes, a
outros 6rgdos da planta. Segundo Igarashi e Balan (2004) o fungo
Pyricularia grisea (Cooke) Sacc.], que causa a brusone do trigo, por
exemplo, ataca toda a planta, dos colmos e folhas as espigas, e é
disseminado por meio de restos de cultura, plantas hospedeiras e
principalmente sementes contaminadas, pois estas podem introduzir
0 patégeno em dareas isentas da doenca, bem como ter seu inoculo
aumentado em areas ja contaminadas.

Segundo Bocchese etal. (2006) a determinagdo da época de
maior suscetibilidade a infeccdo e formag¢do da mancha nos graos
durante seu desenvolvimento podera oferecer subsidios importantes
ao controle quimico de Pyrenophora chaetomioides para producao
de grdos com qualidade industrial e sementes sadias. Os mesmos
autores, avaliando o processo de infec¢do e formacdo de mancha
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em graos de aveia branca com niveis diferenciados de resisténcia
para P chaetomioides constataram que a incidéncia do fungo nos
carpelos aumenta significativamente a partir do estadio de grao
leitoso, atingindo valor maximo no estadio de massa e, apos, decresce
nos estadios seguintes até o de massa dura. A maior incidéncia de
P chaetomioides ocorreu nos componentes florais mais externos,
glumas, pdaleas e lemas, do que nos carpelos, nos estadios iniciais
(florescimento e grao aquoso).

3 TEOR DE AGUA NA SEMENTE

A reducdo do teor de 4gua em sementes ortodoxas retarda
os processos fisiolégicos, como a respiracdo e o consumo das
reservas nutritivas armazenadas em seus tecidos de reserva,
prevenindo a proliferacdo de fungos e bactérias. Porém, em
sementes recalcitrantes a secagem pode levar a morte do embrido
(MEDEIROS e EIRA, 2006).

4 TIPO DE CULTIVO

Segundo Agrios (2005), a utilizacdo de populag¢des elevadas
de plantas, aliada a desequilibrios nutricionais e a suscetibilidade dos
gendtipos, contribui para o aumento da incidéncia das podriddes de
espiga (PEs) e de graos ardidos. Além desses fatores, a intensidade das
PEs é aumentada quando se pratica a monocultura, principalmente
se associada a pratica do plantio direto (FLETT e WEHNER 1991;
REIS e CASA, 1996).

A incidéncia desses fungos que causam PEs em graos
normalmente ocorre pela infeccdo da espiga sendo favorecida por
clima imido e quente na fase de polinizacdo, mau empalhamento e
por injurias causadas por insetos nas espigas (SHURTLEFF, 1992;
REIDetal., 1996).
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Entre as medidas de controle utilizadas, praticas simples, como
rotacdo de culturas e manejo adequado da populacao de plantas, podem
ser consideradas op¢des econdmicas e eficientes para minimizar os
ilanos causados pelas PEs em milho e, consequentemente, a incidéncia
de gridos ardidos (Trento et al,, 2002). Esses mesmos autores, avaliando
n efeito da rotacdo de culturas, da monocultura e da densidade de
plantas na incidéncia de graos ardidos em milho constataram que
as incidéncias de PEs e de grdos ardidos foram maiores em lavouras
conduzidas em sistema de monocultura, quando comparadas com a
rotacdo de culturas e concluiram que a pratica da rotacao de culturas
pode ser considerada uma medida importante de controle para os
patogenos causadores das PEs. Observaram ainda que, no sistema
de rotacdo de culturas, as maiores incidéncias foram observadas
para o fungo Cephalosporium spp. (16,97%), seguido de Fusarium
tracheiphilum (4,16%) e F gutiforme (1,78%). Entretanto, no sistema
de monocultura, as maiores incidéncias foram observadas para F
tracheiphilum (25,32%), seguido de Cephalosporium spp. (9,54%)
& gutiforme (6,86%).

5 MANE]JO DA CULTURA

Braccini et al. (2008) estudando a produtividade de
grdos e qualidade de sementes de café em resposta a densidade
populacional, observaram que a elevacao da populacdo de plantas
aumentou a porcentagem total de sementes infectadas por fungos e
que, populacdes de aproximadamente 10.000 plantas ha 1sdo mais
favoraveis a obtencdo de sementes de café com melhor qualidade
fisiol6gica e sanitaria. Os mesmos autores afirmam que a densidade
contribuiu para a diminui¢cdo da sanidade das sementes, ja que ela
nao melhorou linearmente, o que indica que grande ndmero de
plantas por area proporciona um microclima favoravel a proliferacdo
de fungos (como a alta umidade).
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Trento etal., (2002] avaliando o efeito da rotacao de culturas,
da monocultura e da densidade de plantas na incidéncia de graos
ardidos em milho observaram que, a medida que se aumentou a
densidade de plantas houve também um aumento na incidéncia de
fungos tanto em lavouras conduzidas em sistema de monocultura,
quanto em rotacdo de cultura, e que a utilizacdo de populacdes
elevadas de plantas, aumenta a competicdo das mesmas por agua,
nutrientes e luminosidade, o que aumenta a sua vulnerabilidade ao
ataque de patégenos.

6 MANEJO NA PRE COLHEITA E DURANTE A COLHEITA

Todos os procedimentos que possam contribuir para a
preservacdo da qualidade fisiolégica das sementes sdo benéficos,
dentre eles a antecipacdo da colheita, tendo como uma das alternativas
o uso de dessecantes. A pratica da desseca¢cdo para minimizar os
problemas do retardamento da colheita tem sido observada em
diversas culturas [Lacerda et al,, 2005), com vantagens adicionais
como a possibilidade de planejamento da colheita, maior eficiéncia das
maquinas, controle de plantas daninhas que prejudicam o processo
de colheita e reducdo dos danos oriundos de pragas e fungos que
possam atacar a cultura no final do ciclo (MARCOS FILHO, 2005).

Lacerda etal. (2003) concordam que o potencial de conservagado
de sementes de soja depende diretamente da qualidade fisiol6gica das
mesmas no inicio do periodo de armazenamento, sendo intimamente
relacionada com o momento da colheita.

Os resultados de porcentagem de sementes infectadas por
fungos e bactérias internos ao tegumento, em estudo realizado por
Braccini et al. (2003) com objetivo de avaliar a qualidade fisiolégica
e sanitaria das sementes de quinze cultivares de soja (Glycine max
(L.) Merrill) colhidas na época normal e apds o retardamento da
colheita, demonstraram claramente que a medida que as sementes
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foram mantidas no campo apds o estadio de maturacao R() ocorreu
aumento na proporc¢do de sementes infectadas por patégenos nas
quinze cultivares de soja avaliadas, concluindo que a reducao na
germinacdo e vigor das sementes com o retardamento da colheita
esteve associada ao aumento na porcentagem de sementes infectadas
por microorganismos.

7 POS-COLHEITA: PROCESSAMENTO, BENEFICIAMENTO
EARMAZENAMENTO

Os danos mecanicos ndo suficientes para destruir
as estruturas essenciais das sementes (danos ndo visiveis)
proporcionam aumento no numero de plantulas anormais, maior
suscetibilidade a agdo dos microrganismos, maior sensibilidade aos
tratamentos quimicos e diminuicao do potencial de armazenamento,
principalmente, em safras transcorridas sob condi¢gdes ambientais
desfavoraveis na maturacdo e na colheita (BEWLEY e BLACK,
1985). O efeito gerado ganha importancia em virtude da abertura
de canais para a entrada de microrganismos patogénicos (SOAVE
oWETZEL, 1987) e é agravado, paralelamente, quando as injdrias
se aproximam do embrido (WORTMAN e RINKE, 1951; CARVALHO
@ NAKAGAWA, 1983).

Estudo realizado por Cicero e Silva (2003) com o objetivo de
avaliar os danos mecanicos associados a patdégenos e desempenho de
sementes de milho concluiram que os danos, particularmente quando
AspergiUus sp. e Fusarium tracheiphilum se encontram presentes nas
sementes, promovem prejuizos qualitativos progressivos a medida
que se aproximam do embrido e, quando comparadas entre si, as
interferéncias negativas de AspergiUus sp. e de F tracheiphilum sao
uiais evidentes do que as de Penicillium sp.

No que se refere ao beneficiamento, alguns trabalhos ja
Inram realizados, como por exemplo, o de Pimenta e Vilela (2001)
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que trabalharam com café [Coffea arabica L.) lavado e submetido
a diferentes tempos de amontoa no terreiro, antes da secagem
e constataram haver aumento na infeccdo por Aspergillus sp.,
Cladosporium sp. e Fusarium sp. com a elevacao no tempo de amontoa.
Penicillium sp. ndo demonstrou tendéncia definida de variagao.
Pimenta e Chalfoun (2001) avaliando a composi¢do microbiana
associada ao café em coco e beneficiado, colhido em diferentes
estadios de maturagdo, perceberam diferencas significativas na
porcentagem de grados infectados por fungos. Os géneros Penicillium
sp., Fusarium sp. e Cladosporium sp. apresentaram maior porcentagem
de infeccdo no café em coco que no café beneficiado. Observou-se
também que, mesmo havendo redu¢do na ocorréncia de fungos no
café beneficiado em relacdo ao café em coco, ainda se constatou
elevada incidéncia desses microrganismos, indicando, desta forma, a
necessidade de cuidados especiais no armazenamento desses graos.
A andlise de café brasileiro de diferentes estddios de maturacado e
tipos de processamento permitiu detectar alto nivel de contaminacdo
fangica, incluindo Penicillium spp., Cladosporium spp., Fusarium spp.,
Rhizopus spp. e Aspergillus spp. (Urbano et al.,, 2001).

O periodo de armazenamento pode ser favoravel ao
desenvolvimento de fungos, especialmente se for por um periodo
muito longo. Sendo assim, as sementes devem ser armazenadas
com umidade em torno de 12% e a medida que se deseja armazenar
por um prazo mais longo, menor devera ser a umidade inicial das
sementes. Quando se trata de conservacao de banco de germoplasma
recomenda-se que as sementes tenham uma umidade em torno de
6-7% e sejam colocadas em ambientes a -18°C (Wetzel, 1987).

Fanan et al. (2009) avaliando a influéncia da colheita e
periodos de armazenamento na qualidade sanitdria de sementes
de mamoneira (Ricinus communis L.) observaram que o aumento
na porcentagem de sementes infectadas aos 12 meses de
armazenamento, coincidiu com a redu¢do da porcentagem de

58

Fatores que afetam a infec¢do de patégenos em sementes

germinacdo, o que indica a influéncia da incidéncia de fungos na
qualidade das sementes. Verificou-se, uma maior incidéncia do
género Cladosporium spp. (82,6%), seguido dos géneros Penicillium
spp- (42,8%), Fusarium spp. e Alternaria spp. (30,9%), Arthrobotrys
spp- (14,0%) eAspergillus spp. (9,9%). O tratamento cujos racemos
permaneceram mais tempo no campo (5-CRP-T), apresentou a
maior porcentagem média de sementes com a presenca de Fusarium
spp, enquanto que a menor porcentagem foi para as sementes que
loram colhidas assim que atingiram o ponto de colheita, de forma
que um maior periodo de armazenamento da semente no campo
resultou em maior incidéncia deste fungo. No entanto, apesar do
Fusarium spp. ter permanecido viavel até o final do periodo de
armazenamento, a sobrevivéncia foi baixa, partindo de incidéncia
inicial de 56% e atingindo média final de 11%. O 5-CRP(T) também
apresentou maior porcentagem de sementes com a presenca de
Alternaria spp., o qual permaneceu viavel até o final do periodo
de armazenamento, porém, apresentou sobrevivéncia ainda mais
baixa do que a do Fusarium spp., observando-se incidéncia inicial
de 61% e final de 7%. Durante o armazenamento, houve aumento
na incidéncia dos géneros Aspergillus e Penicillium nas sementes
de todos os tratamentos até os nove meses.

Estudos visando a avaliagdo do efeito da umidade e do
armazenamento hermético na contaminag¢ao natural por fungos
e a producdo de micotoxinas em graos de aveia (Avena sativa L.),
realizado por Rupollo et al. (2006) observaram que os géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium aumentaram em relacdo ao periodo
de armazenamento. Os fungos do género Aspergillus apresentaram
maiores incidéncias aos 3 meses e 6 meses de armazenamento. Foi
observada ainda, a diminuicdo da contaminacao fingica a partir do
sexto més armazenamento e explica que isso pode ter sido provocada
pela perda da viabilidade dos esporos, que sido facilmente sujeitos a
dessecacao (VALARINI et al,, 1990).
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FATORES DO PATOGENO

Duas propriedades dos organismos fitopatogénicos sdo
utilizadas para prever a ocorréncia das doencgas: a concentracdo
de inoculo, ou seja, o nimero de propagulos individuais capazes
de infectar o hospedeiro; e o potencial do inoculo, que é a maxima
capacidade da populacio do patégeno em infectar plantas suscetiveis
sob condicdes 6timas. Desse modo, estimulando-se a concentracio
de inoculo tem-se uma visdo estatica da quantidade e capacidade da
doenca (STURZetal., 1997).

1 POTENCIAL DE INOCULO

O potencial de inoculo e sua localizacdo na semente sdo de
extrema importancia no processo infeccioso (Tanaka e Machado,
1985). Lockwood [1988) conceituou potencial de inoculo como: "a
energia de crescimento do organismo patogénico que esta disponivel
para a infec¢do na superficie do 6rgdo do hospedeiro, resultante
de quatro componentes: [1) densidade de inoculo ou niimero de
propagulos; [2) energia exdgena e enddgena dos propagulos por
unidade; [3) viruléncia dos propagulos; (4) fatores ambientais,
bidticos e abidticos, determinantes da atividade do inoculo”.

Machado et al. (2004) estudando o uso da restrigdo hidrica
na inoculagdo dos fungos Colletotrichum gossypii, C. gossypii var.
cephalosporioides, Botryodiplodia theobromae e Fusarium oxysporum
f.sp. vasinfectum em sementes de algodoeiro (Gossypium hirsutum
L.) observaram que a influéncia de sementes de algoddo inoculadas
sob restri¢cdo hidrica variou em fung¢do do periodo de exposicdo das
sementes a estes fungos. Para infec¢do destas foi necessario prolongar
otempo de exposicdo por mais de 48 h, e nestas circunstancias, estes
fungos provocaram a morte de sementes quando expostas a um maior
periodo de tempo, devido ao maior nivel de potencial de inoculo.
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2 CONCENTRACAO DE INOCULO

A quantidade de inoculo presente na semente influencia a
germinacdo e a transmissdo de patégenos (TANAKA e MACHADO,
1985). Estes, quando associados a semente, podem ser grandes
causadores de morte em pré e pds-emergéncia de plantulas, reduzindo,
portanto, a porcentagem de germinacdo (Tanaka, 1994).

No entanto, é importante salientar que o nivel de inoculo nao
deve ser utilizado como fator isolado para determinar a qualidade
sanitaria da semente, devendo-se levar em consideracdo, fatores
relacionados ao ambiente, principalmente temperatura e umidade, e
fatores intrinsecos a biologia do hospedeiro e do patégeno (TANAKA,
1994).

3 PATOGENICIDADE

Estudos realizados por Mendes et al. (2005) com o objetivo
de avaliar o levantamento, patogenicidade e transmissao de fungos
associados as sementes de sabid (Mimosa caesalpiniaefolia Benth)
observaram que dos fungos encontrados associados as sementes,
Fusarium solani, quando inoculado, por pulverizacdo, na parte aérea,
causou murcha em 10% das plantulas e, Pestalotiopsis sp. causou
manchas foliares diminutas de colora¢do branco acinzentado em 6%
das plantulas, comprovando assim sua patogenicidade em plantulas
de sabia.

Bellettini et al. (2005) estudando a patogenicidade de fungos
associados as sementes e plantulas de amendoim cv. Tatu constataram
que foram detectadas as presencas dos fungos A. niger, Fusarium
oxysporum, Cercospora arachidicola, Rhizopus sp., Penicillium sp.,
Cladosporium sp. e Phoma sp. A patogenicidade desses fungos,
determinada pela sua inoculacdo nas sementes e plantulas, foi
comprovada pelos sintomas de tombamentos observados na pré e
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pés-emergéncia, Aspergillus niger causou tombamento em pré e pds-
emergéncia e, quando inoculado em sementes observou-se podridao
em 65% destas, e 61% das plantulas inoculadas, apresentaram
podriddo do colo e murcha com consequente morte das mesmas.
Fusarium oxysporum causou podridao em cerca de 85% das sementes
inoculadas e afetou a germinacdo das mesmas. Quando inoculado
nas plantulas, 35% destas tornaram-se infectadas e apresentaram
lesdes na regido do colo e raizes. Os autores ainda afirmam que a
patogenicidade de fungos inoculados sobre o desenvolvimento das
plantulas foi evidenciada por meio da redu¢ao na altura e comprimento
de raizes em comparac¢do a testemunha ndo inoculadas.

4 AGRESSIVIDADE DO PATOGENO

Os patégenos de campo associados, externa ou internamente,
as sementes, também podem causar morte de sementes apds o
plantio devido a rapidez de desenvolvimento e alta agressividade de
determinados grupos que retornam a atividade assim que encontram
condicdes favoraveis (solo, clima), matando a semente antes que ela
evidencie os primeiros indicios de ter iniciado a germinacdo pela
acao de enzimas e toxinas (MENTEN, 1995).

5 VIRULENCIA

Entende-se por viruléncia a capacidade de causar doenga.
Diversos estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar a
viruléncia de isolados fingicos, dentre estes, pode-se citar o realizado
por Vieira et al. (2007), cujo os objetivos foram determinar o padrao
de viruléncia/aviruléncia e as ragas de 274 isolados brasileiros de
Colletotrichum gloeosporioides de populagdes selvagens de Stylosanthes
spp. dos estados de Goias, Bahia e Minas Gerais, em 12 acessos
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diferenciadores e agrupar os isolados de acordo com a similaridade
cm viruléncia. Neste estudo, os autores observaram que a maioria
dos isolados brasileiros de C gloeosporioides de populacdes selvagens
de Stylosanthes spp. apresenta baixa capacidade de viruléncia, e a

raca predominante (BBB) ndo apresenta viruléncia a nenhum dos
acessos diferenciadores avaliados.
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Causas abidticas de danos
em sementes

Daniela Vieira dos Anjos Sena
Luciana Cordeiro do Nascimento

A qualidade de semente é o somatério de todos os atributos
genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios que afetam sua capacidade
de originar plantas de alta produtividade (POPINIGIS, 1985). Segundo
Perry (1972) o vigor é uma caracteristica fisiolégica determinada
pelo gendtipo e modificada pelo ambiente, que governa a capacidade
de uma semente de produzir rapidamente uma plantula no solo
e representa o limite onde a semente tolera uma gama de fatores
ambientais.

A utilizacdo de sementes de boa qualidade fisioldgica e fator
primordial no estabelecimento de qualquer lavoura. Sementes de
baixa qualidade, isto &, com potencial de germinacao e vigor reduzidos,
originam lavouras com baixa populagdo de plantas e em consequéncia
disto acarreta sérios prejufzos econdmicos (TEQFILO et al., 2007).

Tekrony et al. (1984) relataram que o potencial fisiclogico
de sementes podem ser atribuidas, principalmente, aos efeitos das
condi¢des ambientais prevalecentes durante a fase de maturagao e
colheita do que pelas caracteristicas da prépria cultivar. Hoppe et al.
(2004) afirmam que as alteragoes climaticas interferem na formagao
de botdes florais. Em periodos chuvosos ou déficit hidrico, mudancgas
significativas das temperaturas, durante a floragdo pode ocasionar um
decréscimo na producio de sementes, por afetar fundamentalmente
a polinizagao.
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Segundo Marcos Filho [2005] condi¢cdes ambientais como
fertilidade do solo, disponibilidade de 4gua, temperatura, luminosidade
e posicao da semente na planta tem influéncia no desenvolvimento
da semente, traduzindo principalmente por variagdes no tamanho,
peso, potencial fisiolégico e sanidade.

1 GERMINACAO

A germinacao ocorre numa sequencia de eventos fisiolégicos
influenciada por fatores externos (ambientais: luz, temperatura,
disponibilidade de dgua e de oxigénio) e internos (inibidores e
promotores da germinacdo) as sementes, que podem atuar por si
ou em interacdo com os demais. (KRAMER e KOZLOWSKI, 1972).
Conforme Marcos Filho (2005) a velocidade, a percentagem e a
uniformidade de germinag¢do de uma populacdo de sementes sido
influenciadas por uma série de condi¢des internas, fatores ambientais
e manejo durante e apds colheita.

Dentre os principais fatores que afetam a germinacao das
sementes, merecem destaque a temperatura e a luz (LABOURIAU,
1983). A temperatura pode regular a germinacao por trés maneiras:
determinando a capacidade e taxa de germinac¢do; removendo a
dorméncia primdaria ou secundaria; e induzindo a dorméncia
secundaria (BEWLEY e BLACK, 1994). Para cada espécie ha uma
temperatura adequada e a considerada ideal é aquela com maior taxa
de germinacdo. Para a maioria das espécies tropicais, a temperatura
o0tima de germinacdo encontra-se entre 15°Ce3 0nCea maxima
varia entre 350C e 40 0C (MACHADO et al,, 2002). Ha espécies que
respondem bem tanto a temperatura constante como a alternada,
a exemplos de sementes de Annona squamosa L. (ZUCARELI et
al, 2007), Jatropha curcas L. (MARTINS et al.,, 2008), Sebastiania
commersoniana (SANTOS e AGUIAR, 2005) e Cnidosculusphyllacanthus
(SILVA e AGUIAR, 2004). A alternancia de temperatura corresponde,
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provavelmente, a uma adaptacdo as flutuagdes naturais do ambiente
(HOPPE et al.,, 2004).

De acordo com Marcos Filho (2005) a luz ndo tem sido
incluida como fator imprescindivel para a germinacdo de sementes,
a sua presenca pode contribuir para atenuar problemas causados
pelo baixo potencial de 4gua do solo e os efeitos de temperaturas
superiores a 6tima. As sementes que germinam na presenca de luz
sdo fotoblasticas positivas, enquanto aquelas nas quais a germinacao
é inibida pela luz sdo fotoblasticas negativas (BEWLEY e BLACK,
1994). Sementes que germinam com presenca ou auséncia de luz sao
denominadas fotoblasticas neutras, como; Apuleia leiocarpa (Vogel)
)- E. Macbr. (HEN1CKA et al., 2006), Basella rubra (LOPES et al., 2005)
e Cochlospermum regium (Schrank) Pilger (COELHO et al.,, 2008).

Além da temperatura e da luz, as sementes estdo sujeitas a
condicdes de multiplos estresses que limitam o seu desenvolvimento e
suas chances de sobrevivéncia sendo, portanto, necessaria investigacao
cientifica para a determinagdo da tolerancia de tais plantas ao estresse,
a partir da observacao da capacidade germinativa das sementes
nessas condicdes (LARCHER, 2000).

O fornecimento de dgua é condicdo fundamental para que o
metabolismo da semente inicie e desenvolva normalmente o processo
de germinacao. Ha um teor de 4gua que a semente deve atingir, o qual
varia com a espécie, permeabilidade do tegumento, disponibilidade
de 4gua, temperatura, pressido hidrostatica, area de contato semente/
agua, forcas intermoleculares, composicdo quimica e condicao
fisiol6gica da semente (PESKE, 2003). O excesso de dgua limita a
entrada de oxigénio, diminuindo a respira¢do e provocando atraso
ou paralisacdo da germinacdo ou, ainda, a ocorréncia de plantulas
anormais (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Em contrapartida, ap6s a
semeadura, ndo havendo disponibilidade hidrica suficiente, o processo
de germinacao pode ser prejudicado, podendo ocorrer a morte do
embrido (MARCOS FILHO, 2005).
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2 MATURACAO FISIOLOGICA

A maturacao é caracterizada pelo estadio de desenvolvimento
da semente no qual é atingido o peso maximo de matéria seca, a
semente possui o maximo vigor e germinacao (PESKE etal, 2003).
Durante este processo, verificam-se altera¢cdes no peso da matéria
seca, teor de umidade, tamanho, germinacao e vigor das sementes,
ocorrendo, também, alteracées na composicio quimica das sementes
(AVILA e ALBRECHT, 2010). Nesse ponto, as sementes desligam-se da
planta mae, cessa a translocacao de fotossintetizados e, a partir dai,
ocorrem alteracdes fisiolégicas que levam a secagem das sementes
(BARROS, 1986).

Segundo Hoppe etal. (2004) fatores genéticos e ecoldgicos
adiantam ou atrasam o processo de maturacdo das sementes, sendo
a temperatura um dos fatores mais importantes na aceleragao
ou retardamento da maturacdo. Peske et al. (2003) afirmam que
altas temperaturas do ar durante a fase de enchimento da semente
podem reduzir o vigor, germinacao, peso e a qualidade visual. Em
soja a exposicao da planta a alta temperatura (32/28°C; dia/noite)
durante a fase de enchimento da sementes reduziu a germinacao
destas em 28%, a matéria seca em 24 mg/planta (vigor) eem 26%
o nQde sementes descoloridas (qualidade visual), em relacdo as
que se desenvolvem em uma temperatura baixa (27/22°C). Altas
temperaturas sao responsaveis também, pela maturacao forgcada
em soja, provocando translocacdo rapida de reservas impedindo
a destruicao da clorofila e provocando a formacao de sementes
esverdeadas (MARCOS FILHO, 2005). Zorato et al. (2007), afirmam
que a clorofila é indicativo de redugdo do potencial fisiol6gico em
sementes de soja.

Outro fator importante agindo sobre a maturacao de sementes é
aumidade, a ocorréncia de ventos secos no outono pode favorecer uma
radpida maturacao e dispersdo das sementes, enquanto que condicdes
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de chuva na mesma época prolongam o periodo de retencido das
sementes nos frutos (HOPPE et al., 2004). O excesso de precipitacdes
pluviais pré-colheita, além de acelerar o metabolismo, favorece a
incidéncia de microrganismos, comprometendo o potencial fisiologico
das sementes. Respectivamente, a deficiéncia hidrica promove a
aceleracdo do processo de acimulo de reservas e sua complementagdo
prematura e anormal, originando sementes menos densas e com
desempenho comprometido (MARCOS FILHO, 2005).

No Brasil, em algumas regides, comumente observa-se a
ocorréncia de condicdes climaticas desfavoraveis durante a fase
final de maturacdo da soja. Frequentemente, o excesso de chuvas,
associado a ocorréncia de altas temperaturas, nessa fase, ocasiona
sérios danos a producdo de sementes, as quais, além do processo de
deterioracao fisiolégica, por causa das flutuacdes do grau de umidade,
apresentam altos indices de infec¢do, causados principalmente por
fungos que acompanhardo a mesma até o momento da germinacgdo
no campo (AVILA e ALBRECHT, 2010).

3 COMPOSICAO QUIMICA DAS SEMENTES

Durante a maturacdo da semente, observa-se uma série
de alteragdes morfolégicas, fisiolégicas e funcionais. Ocorrendo
também mudancas na composi¢do quimica das sementes, ou
seja, alteragdes nos teores de carboidratos, proteinas, lipidios e
possivelmente compostos fenélicos como as isoflavonas (AVILA
e ALBRECHT, 2010).

Alteracdo na composicdo quimica de sementes de varias
espécies, em funcdo das condi¢des climaticas em anos agricolas
diferentes, tem sido relatada (MARCOS FILHO, 2005). A deficiéncia
hidrica associada ao efeito da temperatura pode explicar as
modificacdes na concentracdo de proteinas, tanto entre locais como
entre anos em um mesmo local (Rangel et al., 2004).
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De acordo com Harris etal. (1978) altas temperaturas durante
o desenvolvimento das sementes estdo associadas com a redu¢ao no
teor de 6leo total, porém, em condi¢gdes campo, este efeito é variavel
de acordo com outros fatores ambientais, tais como o estresse hidrico,
que influencia a produc¢do de 6leo através de seus efeitos sobre o
crescimento e o desenvolvimento da semente.

Avila e Albrecht (2010) afirmam que os fatores ambientais
como altas temperaturas e estresse hidrico, afetam a qualidade
fisiolégica das sementes de soja, podendo interferir na quantidade
de isoflavonas totais e suas diferentes formas.

José et al. (2006) pesquisaram a composicdo de agucares
soliveis em sementes de milho hibrido e analisaram que a maioria
dos hibridos tolerantes a alta temperatura de secagem apresentam
menores conteidos dos monossacarideos glicose e frutose. A sacarose
é o aclcar mais abundante e sua quantidade é maior nas sementes
tolerantes.

Eichelberger et al. (2002) afirmam que o retardamento da
secagem de sementes de Lolium multiflorum Lam,, aumentam os
teores de aminoacidos e diminuem os de aglcares soldveis, amido
soluvel, proteina solivel e de peso de mil sementes.

4 COLHEITA

O periodo entre a maturidade e a colheita é critico, pois as
sementes permanecem presas a planta e expostas a acdo de fatores
bidticos e abidticos, de modo que a intensidade da deterioragao
depende do nivel de adversidade enfrentado pela semente e do
periodo de exposi¢do a essas condi¢des (MARCOS FILHO, 2005).

Segundo Veiga et al. (2007) a antecipacao da colheita permite
a obtencdo de sementes de melhor qualidade fisiolégica e sanitaria,
por evitar danos que possam ocorrer no campo devido as condicdes
climaticas adversas, como chuvas na pré-colheita, bem como ataques
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de pragas e de microrganismos. Além disso, a colheita antecipada
permite um melhor planejamento de rotacdo de culturas e a otimizacao
das estruturas de recepgdo, secagem e beneficiamento de sementes.

Terasawa et al. (2009) afirmam que o momento ideal para
a colheita de sementes seria na maturidade fisiolégica, ou seja,
imediatamente apds se desligarem fisiologicamente da planta-mae; a
partir desse estadio, ndo ocorrem acréscimos significativos na massa
seca das sementes. No entanto, o teor de agua da semente nesse
momento é elevado, o que contribui para acelerar a deterioragao
devido a elevada atividade metabodlica que, além de consumir
parte das substancias de reservas, favorece o desenvolvimento de
microrganismos.

Na colheita mecanizada o alto de teor de umidade das sementes
dificulta o processo, pois, a presenca de grande massa verde na planta,
impede o funcionamento dos mecanismos de trilha e separacdo
havendo, consequentemente, injurias mecanicas por amassamento
das sementes. A colheita tardia ocorre quando a umidade da semente
esta baixa, facilitando a trilha e limpeza, entretanto podem ocorrer
perdas como deiscéncia e degrane (PESKE et al,, 2003).

Terasawa et al. (2009) avaliaram a influéncia da colheita
antecipada da soja, com diferentes teores de dgua, sobre a qualidade
fisioldgica das sementes e concluiram que é possivel a colheita
antecipada, de alta qualidade fisiologica, com teores abaixo de 22,9%
de agua.

Sementes de Thrinax parviffora germinaram mais lentamente
quando semeadas logo apds a colheita e mais rapidamente quando
colocadas para germinar seis e sete dias apés a colheita. Quando
colhidas, provavelmente ainda ndo tinham atingido o ponto de
maturidade fisiolégica (P1VETTA etal., 2005).

Os graos de trigo colhidos secos na planta apresentaram
qualidade tecnolégica inferior e menor conservabilidade ao
armazenamento, em compara¢do com os grdos colhidos com
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umidades de 16 e 18%, secos em secador intermitente com ar a
70°C, estacionario com ar a 45°C e estacionario sem aquecimento,
durante o periodo de 12 meses (EIAS etal.,, 2009].

5 SECAGEM

A secagem pds-colheita tem como objetivo reduzir o grau
de umidade das sementes até niveis seguros, procurando atenuar
a possibilidade da ocorréncia de injirias durante o manejo e
permitir conservacdo adequada do potencial fisiolégico durante o
armazenamento [MARCOS FILHO, 2005).

Segundo Garcia [2011] o intervalo de tempo que separa o
final da colheita do inicio do processo de secagem deve ser o mais
reduzido possivel porque, nesta fase do processo, as sementes com
umidade elevada apresentam altas taxas de atividade respiratoria e,
o consumo antecipado de reservas provoca um desgaste fisiolégico.
Apesar das vantagens que apresenta, a secagem é uma operagao
potencialmente danosa a qualidade das sementes e depende do
correto manejo dos teores de agua inicial e final, da temperatura,
da umidade relativa, fluxo de ar, da taxa de secagem e do periodo de
exposicdo ao ar aquecido [MIRANDA et al.,, 1999]. De acordo com
Pereira [2009] durante a secagem, as sementes sofrem mudancas
fisicas provocadas por gradientes de temperatura e umidade
gque ocasionam expansdo, contracdo e alteracdes na densidade e
porosidade.

Chen e Burris [1990], afirmam que os danos de secagem
estdo relacionados com a ruptura da membrana, com consequente
aumento da condutividade elétrica e de lixiviacdo de a¢tcares. Baker
etal. [1991] refor¢caram a hip6tese de que a reducao da germinacao,
com secagem a altas temperaturas, é devida a desorganizacdo de
componentes celulares.
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A secagem natural utiliza as energias solar e e6lica para remover
aumidade das sementes, este método é pouco suscetivel a riscos de
danificagdo mecanica e térmica sendo, no entanto, dependente das
condigdes psicrométricas do ar ambiente, que muitas vezes nao sao
adequadas para a secagem das sementes [GARCIA, 2011]. A secagem
artificial € um método mais rapido, econdmico e seguro, pelo fato de
ndo depender das condi¢cdes climaticas [MACEDO e WAGNER, 1984].

José et al. [2005] avaliaram os aspectos anatdémicos do
pericarpo das sementes de milho associados a tolerancia a alta
temperatura de secagem e afirmam que sementes de milho que
apresentam estrutura do pericarpo mais densa, sdo mais sensiveis
a alta temperatura de secagem.

Zuchi et al. [2009] avaliaram dois periodos de colheita com
secagem natural e artificial e a qualidade fisiol6gica de sementes
de mamona e observaram que a colheita antecipada de sementes
de mamona [70% dos frutos secos] e o uso de secagem artificial a
40(C propicia a obtencdo de sementes de alta qualidade fisiolégica,
porém temperaturas superiores sdo danosas.

Garcia et al. [2005] estudaram o efeito da secagem estaciondria,
sobre a qualidade fisioldgica de sementes de trigo e concluiram que
é possivel efetuar a secagem das sementes com grau de umidade de
17,8% para 13%, em silo secador com altura da camada de sementes
de até 5,25 m de altura, sem causar efeitos imediatos prejudiciais a
qualidade fisiolégica.

6 BENEFICIAMENTO

O beneficiamento de sementes constitui-se num conjunto de
operacdes visando melhorar, ou aprimorar, as caracteristicas de um
lote de sementes, uma vez que esse processo promove a eliminag¢ado
das impurezas, das sementes de outras espécies ou cultivares, das
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sementes da espécie ou da cultivar, que por ventura apresentem
caracteristicas indesejaveis e por fim permite a separacdo em fracdes
mais uniformes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Para a producao de sementes de alta qualidade, estas precisam
ser beneficiadas e manipuladas de forma adequada, caso contrario, os
esforgos anteriores para o desenvolvimento do material genético e as
técnicas culturais especializadas para a producdo de sementes podem
ser perdidas (FESSEL etal, 2003). De acordo com Copeland (1972)
os danos mecanicos ocorridos na colheita podem acarretar reducao
na germinac¢do da ordem de 10% e o beneficiamento inadequado
pode elevar este indice para 20%, ou mesmo para 30%.

A injdria mecanica é causada por choques e/ou abrasdes
das sementes contra superficies duras ou contra outras sementes,
resultando em sementes quebradas, trincadas, fragmentadas,
arranhadas e inteiramente danificadas. Ndo sé o aspecto fisico da
semente é atingido, pois sementes mecanicamente danificadas
dificultam as operacdes de beneficiamento e apresentam menor
qualidade fisiolégica (ANDREWS, 1965 e DELOUCHE, 1967).

Segundo Fessel et al. (2003) os danos mecanicos podem
ocorrer a cada fase do beneficiamento e sdo cumulativos. Lopes et
al. (2011) observaram diferencas significativas de danos mecéanicos
entre as etapas de colheita e beneficiamento em sementes de soja,
com os menores indices de injuirias para a colheita manual.

De acordo com Almeida et al. (1997) o conhecimento do teor
de agua das sementes é essencial para se determinar as condi¢des
adequadas para o correto beneficiamento. Marques et al. (2010)
confirmam que o percentual de danos mecanicos, na forma de trincas
e de fragmentacdo dos graos de milho, foi maior com a reducdo da
umidade de colheita, independente da textura dos graos.

Almeida et al. (2004) afirmam que sementes de feijado Vigna
beneficiadas com teor de umidade de 7,3% b.u., sdo mais susceptiveis
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a quebra ocasionada pelos impactos que as sementes beneficiadas
com 13,5%.

7 ARMAZENAMENTO

A semente apds atingir a qualidade fisiolégica entra num
processo continuo e irreversivel de deterioragdo que nao pode ser
evitado, mas que pode decrescer de maneira lenta quando armazenados
adequadamente. Segundo Marcos Filho (2005) a longevidade das
sementes é varidvel de acordo com o genétipo, mas o periodo de
conservacdo do potencial fisiol6gico depende, em grande parte, do
grau de umidade e das condicdes do ambiente de armazenamento.

A deterioracao das sementes envolve uma série de
alteracoes fisioldgicas, bioquimicas e fisicas que, eventualmente,
causam a morte da semente. As alteracdes sdo progressivas e
determinadas por fatores genéticos, bidticos e abidticos (clima,
insetos e microrganismos), procedimento de colheita, de secagem,
de beneficiamento, de manuseio e de armazenamento (FERREIRA
e BORGHETTI, 2004).

Sementes armazenadas em ambientes com niveis elevados de
umidade relativa e/ou temperaturas altas ou oscilantes estdo mais
predispostas a acdo de microrganismos, como as espécies de fungos
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, os quais deterioram
as sementes, reduzindo sua germinacdo e vigor (NASCIMENTO et al,,
2006). Com o aumento da temperatura o processo respiratério das
sementes é acelerado, portanto, implica no aumento do consumo
de reservas, com a consequente perda de peso e vigor das sementes
(PESKE et al,, 2003).

Santos et al. (2005) estudaram altera¢cdes em sementes de
feijdo armazenadas em condigdes ambientais ndo controladas de
temperatura e umidade relativa do ar e concluiram que existem
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cultivares com diferentes aptiddes para a manuteng¢do da qualidade
fisiolégica durante o armazenamento.

Vieira etal. (2008) afirmaram que o teor de umidade de 40%,
associado a temperatura de 10-C, favoreceu a melhor conservacio das
sementes de Camboata (Cupania vernalis Cambess.) por um periodo
de 240 dias, enquanto a elevacdo da temperatura de armazenamento
para 25QC, prejudicou a qualidade fisiolégica das sementes.

Souza et al. (2009) ao testar a qualidade fisiol6gica de sementes
de sorgo armazenadas em ambiente controlado, observaram que o grau
de umidade das sementes aumentou com o tempo de armazenamento,
reduzindo a qualidade fisiol6gica das sementes.

Sementes de Caesalpinia echinata Lam. quando armazenadas
sob condi¢des normais de ambiente (22 * 7°C) perderam a viabilidade
em menos de trés meses, enquanto sob temperatura baixa (cAmara
fria a 7 £ 1°C) foi possivel manter a viabilidade das mesmas por até
18 meses, com germinacdo superior a 80% (BARBEDO etal, 2002).
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Deterioracao de sementes
por fungos de armazenamento

Dayana Silva de Medeiros

Luciana Cordeiro do Nascimento

A producdao de sementes com alta qualidade é uma exigén
cia do mercado. Entre os atributos que definem a qualidade das
sementes tem-se o genético, sendo formado por um conjunto de ca-
racteristicas atribuidas as sementes na fase de melhoramento e, o
sanitario, que pode ser controlado, como exemplo, por técnicas que
visem a diminui¢do da incidéncia de microrganismos (CARVALHO
etaf, 2011).

Varios sdo os fatores determinantes de produtividade,
podendo-se destacar a qualidade das sementes e fatores inerentes
asemeadura. Segundo Kikut et al. (2003), a qualidade das sementes
influencia a velocidade de estabelecimento e a uniformidade do
estande, afetando assim a producdo. A obtencao de sementes de alta
qualidade representa a meta prioritaria do processo de producao
de sementes. Neste contexto o processo de producdo de sementes
é constituido de varias etapas e uma delas, ndo menos importante
que as demais, é o armazenamento das sementes. A preservacdo da
qualidade das sementes durante o armazenamento, ou seja, da colheita
até o momento da sua utilizacdo, € um aspecto fundamental a ser
considerado no processo produtivo, pois os esforcos despendidos na
tase de producdo podem ndo ser efetivos se a qualidade das sementes
ndo for mantida, no minimo até a época de semeadura (OLIVEIRA
et al,, 2003). Para os autores acima citados, sanidade de sementes
refere-se a presenca ou auséncia de patégenos (fungos, bactérias,
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virus, nematdides e insetos), considerando também anomalias
fisiol6gicas, decorrentes de alteracdes nutricionais e condicdes
climaticas adversas, seja no campo, no processamento ou durante
0 armazenamento.

A condicdo sanitaria é extremamente importante, considerando-
se que as sementes sdo veiculos de agentes fitopatogénicos, que nelas
podem se alojar e com elas serem levados ao campo, provocando
reducdo de germinacdo e vigor e originando focos primadrios de
doencas. A semente assume importante papel na disseminagdo e
transmissdao de inimeros microorganismos, sendo os fungos os de
maior ocorréncia (GOULART, 2006).

O ataque de fungos durante o armazenamento é uma das
principais causas de perdas de graos em quantidade e qualidade. A
contaminagdo flingica resulta ndo somente na diminuicdo do peso
da massa de produto estocado, pelo consumo direto dos fungos,
como também em alteracdes indesejaveis na composicao nutricional
e nas propriedades quimicas, que dificultam a industrializacdo e a
germinacdo destas sementes (JUL1ATTI, etal, 2011).

1. FUNGOS DE ARMAZENAMENTO

As sementes sdo vulneraveis a invasdo microbiana desde
sua concepg¢do até a germinagdo, quando produz uma nova geragao.
Durante o desenvolvimento e a maturacdo das plantas, no campo,
estas sdo invadidas por fungos e outros organismos patogénicos,
originando plantas doentes (DINIZ, 2000).

Os fungos presentes nas sementes armazenadas sdo
tradicionalmente divididos em dois grupos: de campo e de
armazenamento. Os primeiros invadem as sementes ainda no campo,
requerendo para seu crescimento, umidade relativa em torno de
90 a 95%. O tempo de sobrevivéncia desses fungos nas sementes
estd diretamente relacionado com as condicdes de ambiente de
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armazenamento. Os fungos de armazenamento, por sua vez, estao
presentes nas sementes recém-colhidas, geralmente em percentagens
muito baixas. Mas eles sdo capazes de sobreviver em ambientes com
baixa umidade, proliferando em sucessdo aos fungos de campo e
causando a deterioracdo das sementes e graos armazenados (BERJAK,
1987, MERONUCK, 1987).

No armazenamento, os fungos sdo os principais micro-
organismos responsaveis pela destruicao das sementes, ou quando
isso ndo ocorre, provocam grande perda de vigor. O problema com
microorganismos é maior no caso das sementes com baixa qualidade
fisica. Os principais danos causados pelos insetos as sementes
sdo as perdas de peso, de pureza fisica e da qualidade fisioldgica,
enquanto que a a¢ao de microorganismos, desde que haja condigdes
de umidade e temperatura satisfatérias, é no sentido de acelerar
i taxa de deterioracdo das sementes durante o armazenamento
(DINIZ, 2000).

Os fungos sdo os principais componentes da microflora
presentes nos graos e sementes armazenados e constituem a
principal causa das deterioracdes e perdas constatadas durante o
armazenamento (ALBRECHT et al.,, 2008).

Estes fungos ndo invadem as sementes no campo, pois
ndo sobrevivem a competicdo com outros fungos e que também
crescem bem nas altas taxas de teor de umidade das sementes.
Os fungos que atacam as sementes armazenadas sao xerdfiticos,
podendo crescer em umidade relativa (UR) de até 70%. Os efeitos
da invasao fdngica implicam em significativa perda de qualidade
do produto como, por exemplo, de germinag¢do, descoloracao,
odor, aquecimento da massa, crescimento fungico e producdo de
micotoxinas (SILVA et al, 2008).

Os principais fungos de armazenamento sdo dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Paecilomyces, geralmente invadem as
sementes apos a colheita, principalmente quando esta é retardada,
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constituindo o inoculo inicial (BERJAK, 1988). Desenvolvem-se mais
rapidamente quando a umidade relativa do ar superior 80%, em
sementes com teor de dgua superior a 14%, de acordo com uma
sucessdo ordenada de espécies (MARCOS FILHO, 2005).

Os fungos de armazenamento sdo tidos pelos produtores
agricolas como o seu inimigo principal, quando se trata da perca
da semente por meios patoldgicos. Mas a diversidade de espécies
fingicas é uma das maiores no meio biol6gico, onde os mesmos
desempenham diversas fun¢des (SILVA et al. 2010).

2 DANOS CAUSADOS POR FUNGOS DE ARMAZENAMENTO

O efeito destes fungos na qualidade das sementes é uma
sequéncia, que prossegue aproximadamente nas seguintes etapas:
Enfraquecimento do embrido; morte do embrido; descoloracao do
embrido ou da semente inteira; bolor; aquecimento; apodrecimento
total e combustdo (PRADO etal., 2006).

Os fungos de armazenamento sdo os principais responsaveis
pela perda de viabilidade das sementes armazenadas com teor de
umidade acima do valor critico. Segundo Alves et al. (2001), as
sementes sdo eficientes meios de disseminacao e de introducdo de
patégenos em areas isentas. O inoculo inicial de epidemias pode
depender da transmissao do patdgeno pela semente, assim como
reduzir a qualidade fisiolégica das mesmas.

Danos decorrentes da associacdo dos microorganismos
patogénicos com sementes, ndo se limitam a perdas diretas da
populacdo em campo, mas envolvem outras implicagcdes que podem
provocar sérios danos em todo o sistema de producdo (MACHADO,
1994; MARCOS FILHO, 2001).

A presenca de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
é um indicativo da deterioracdo das sementes ou graos de cereais
e oleaginosas, e estes patégenos promovem danos ao embriao,
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descoloracao, alteragdes nutricionais e perda da massa seca (MARQUES
etal., 2009).

PERDA DO PODER GERMINATIVO

De acordo com Scott et al. (1982), grdos e sementes arma
zenados com teor de 4gua acima de 13% podem apresentar
desenvolvimento fingico e o aquecimento da massa de graos. Todos
os fungos de armazenamento tém a capacidade de reduzir o poder
germinativo da semente e causar a morte do embrido.

Os fungos do género Aspergillus e Penicillium estao presentes
nas sementes recém-colhidas, em porcentagens muito baixas e sdo
capazes sobreviver em ambientes com baixa umidade, proliferando-
se em sucessao fungos de campo e causando a deterioracdo das
sementes, culminando com a peda viabilidade e do valor comercial
das sementes (CARVALHO e NAKAGAWA, 1988).

Foi demonstrado, em diversos estudos, que a maioria destes
lungos ataca preferencialmente o embrido sendo que alguns, apenas
o embrido. Segundo Costa et al, (2010), a presen¢a de fungos pode
reduzir a capacidade germinativa de um lote de sementes, além de
causar problemas na interpretacdo dos resultados dos testes de
germinacao, conduzidos em condi¢bes de laboratoério.

Sementes de trigo, ervilha, abdbora e tomate foram inoculadas
tom diferentes isolados de Aspergillus. As sementes mais suscetiveis
a estes fungos foram as de trigo, embora tivessem apresentado
inicialmente 97% de germinac¢do. A porcentagem de germinacao
loi reduzida em 25% por todos os isolados e 50% dos embrides
(oram invadidos, se tornaram escurecidos e adquiriram consisténcia
gelatinosa, quando embebidos (HARMAN e PFLEGER, 1974).

Amostras de sementes de trigo, cevada, milho e sorgo estiveram
armazenadas a temperatura e umidade favoraveis ao crescimento
de fungos de armazenamento livres de inéculos e mantiveram sua
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viabilidade por varios meses. As amostras armazenadas nas mesmas
condicdes portadoras de inéculos perderam sua viabilidade em
poucos meses (COUTINHO etal., 2007). Semente milho armazenadas
com 19% de umidade a 20-250 C, parte das amostras foi inoculada
com A. flavus e a outra permaneceu livre do fungo. Ap6s 74 dias as
amostras "sadias” mantiveram sua germina¢do em 97% e as inoculadas
com A flavus apresentaram somente 14% de germinacdo (LOPEZ e
CHRISTENSEN 1967).

Os géneros de fungos mais encontrados em sementes de
pinhdo manso armazenada em temperatura ambiente e controla
foram, Aspergillus sp. e Penicillium , dentre os quais, apenas
Aspergillus sp. ndo foi identificado nas sementes em ambiente
controlado onde este obteve um melhor indice de qualidade
fisiol6gica. 0 género Aspergillus sp. € o mais comumente
encontrado em graos e sementes armazenados. Desenvolve-se
em sementes e grdaos cujo teor de dgua estd em equilibrio com
umidades relativas entre 65-90%, correspondendo a 13-14%
b.u. Esses microorganismos se adaptam a ambientes com baixa
umidade relativa (GOLDFARB et al. 2010).

Analisando a qualidade fisiologica e incidéncia de fungos de
sementes de feijdo caupi observaram a presenca de fungos Aspergillus
sp. e Penicillium sp. No qual sua presenca ocasionou baixos percentuais
de vigor e germinacdo (GOMES et al,; 2008).

DESCOLORACAO

Os fungos de armazenamentos, podem causar descoloragoes
na semente inteira ou em partes dela, particularmente no embriao,
local preferido para invasdao (MARCOS FILHO, 2005). Em graos de
cereais, os embrides escurecidos sdao considerados como danificados,
e o trigo com tais embrides sdo classificados como doentes e umas
das principais causas é uma grande quantidade de fungos toxigénicos
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que pode contaminar os cereais, principalmente em regides de clima
Iropical (DUARTE et al.; 2009). Santin et al. (2004) e Marques et
al. (2009) demonstraram que o género mais encontrado no milho
armazenados foram Aspergillus e Penicillium os denominados fungos
de armazenamento.

No laboratério, este tipo de dano pode ser produzido por
diversos fatores, mas na pratica, o embrido danificado ou escurecido
estd sempre associado com uma grande incidéncia de fungos (SILVA
etal., 2008).

AQUECIMENTO DA MASSA DE GRAOS

Os fungos de armazenamento sdo os principais e, normalmente
os Unicos responsaveis pelo o aumento da temperatura que ocorre
em grao e sementes armazenadas com elevado teores de umidade
(KADUNZ, et al. 2006).

Os fungos do géneros Aspergillus restrictus e A. glaucus atuam
tio inicio da deterioracdo, especialmente em cereais, a medidda que a
atividade dos fungos se intensifica, ha elevacdo do grau de umidade
das sementes, até que, no final da deterioracao, com as sementes
quase exauridas (MARCOS FILHO, 2005).

PRODUCAO DE MICOTOXINAS

Micotoxinas sdo substidncias quimicas resultantes da
atividade metabdlica de fungos, que podem intoxicar seres
humanos e animais. A intoxicacdo pode proceder de forma
direta ou indireta. A forma direta ocorre quando o produto é
diretamente utilizado na alimentagdo humana ou de animais.
Enquanto a forma indireta resulta quanto subprodutos e
derivados contaminados sdao empregados (PITT, 2000).

Dentre as principais micotoxinas encontradas em produtos
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alimenticios e grdos tém-se a: aflatoxina, tricotecenos, zearalenona e
ocratoxinas. A aflatoxina constitui um grupo de toxinas produzidas pelo
fungos Aspergillusftavus e Aspergillus parasiticus e sdo identificadas
como Bl, B2, G1 e G2. Sendo que as iniciadas B e G devem ao fato destas
apresentarem fluorescéncia azulada e esverdeada, respectivamente,
quando observadas sob luz ultravioleta. Duas outras micotoxinas M1 e
M2 foram detectadas no leite, urina e fezes de mamiferos, resultantes
do metabolismo das toxinas Bl e B2 (P0ZZ1, 2000).

3 CONDICOES QUE FAVORECEM A INVASAO DAS SEMENTES
ARMAZENADAS POR FUNGOS DE ARMAZENAMENTO

Os fatores que mais favorecem para invasao de fungos de
armazenamento nas sementes sdo: teor de umidade das sementes,
umidade relativa do ambiente, temperatura e tempo. Estes fatores estdo
interrelacionados e devem ser considerados como de acdo complexa
(MARQUES et al,, 2009). Para que haja éxito no armazenamento é
preciso conhecer cada fator em si e em conjunto. A umidade é um fator
de peso uma vez que aumidade contida nas sementes estabelece uma
umidade relativa tal ao seu redor que pode favorecer o crescimento
fangico (KUMAR et al., 2008).

Marcos Filho (2001) ressaltou que temperatura e umidade
elevadas podem inibir a manifestacdo de alguns microrganismos.
Os fungos de armazenamentos desenvolvem-se mais rapidamente
quando a umidade relativa do ar supera 80%e o com teor de
adgua superior a 14%, de acordo com uma sucessdo ordenada
de espécies; assim, Aspergillus restrictus e A. glaucus atuam no
inicio da deterioragio, especialmente em cereais. A medida que a
atividade dos fungos se intensifica, ha elevacdo do grau de umidade
das sementes, até que, no fnal da deterioracio, com as sementes
praticamente exauridas, predominam A. flavus e Penecillium spp
(MARCOS FILHO, 2005).

Deterioragdo de sementes porfungos de armazenamento

A temperatura 6tima para o crescimento da maioria dos
lungos de armazenamento é de 28 a 35° C e um minimo de 0 a 50°
L .Algumas espécies de Penicillium, comuns em sementes, podem
crescer vagarosamente nas temperaturas de -5 a 00C, mas para isso
is sementes devem ter um teor de umidade em equilibrio com 100%
de umidade relativa (MARCOS FILHO, 2005).

Os fungos que invadem as sementes em equilibrio com 85%
umidade reativa crescem lentamente para temperaturas abaixo de
100 C. Dentro de certos limites é possivel afirmar que o uso de baixas
temperaturas podem controlar ou até mesmo evitar a o crescimento
desses fungos. Por exemplo, se a temperatura for baixa, mas o teor de
umidade das sementes continua favoravel ao crescimento fingico, a
perda de viabilidade das mesmas dependera do grau de contaminacao
inicial. Como foi dito antes, a umidade relativa, o teor da umidade
das sementes e sua temperatura sao interligados em sua acdo, e
devem portanto, ser considerados em conjunto, quando se analisa
a viabilidade das sementes durante o armazenamento Delouche et
al. (1983).

Almeida et al. (2000) avaliaram a microbiota fingica em
amostras de trés hibridos de milho recém-colhidos, provenientes de trés
regides distintas do Estado de Sdo Paulo. Os autores encontraram, em
média, 71,1; 46,7 e 22,7% de incidéncia de Fusarium spp., Penicillium
spp. e Aspergillus spp., respectivamente, indicando a predominancia
destes trés géneros sobre outras espécies fingicas, e concluiram que
lLitores abidticos, tais como o teor de umidade nos graos de milho,
a atividade de agua, a precipitagido pluvial e a temperatura do ar
influenciam diretamente no nivel de contaminacao fingica, bem
como na potencialidade toxigénica das cepas de Aspergillus flavus
v de Fusarium moniliforme quanto a producao de micotoxinas.

Dilkin et al. (2010) encontraram contamina¢des de 23,6;
57,1 e 14,3% de Aspergillus sp., Fusarium sp. e Penicillium sp.,
respectivamente, em graos de cinco hibridos de milho recém-colhidos,
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com 18% de umidade, em Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul.
Os autores constataram, ainda, que o consumo médio de massa seca
dos grdos de milho foi de 1,22 e 2,69%, nos periodos de 5 e 10 dias,
respectivamente, de incubacao do fungo Aspergillus parasiticus.

Kikuti et al. (2003), trabalhando com sementes de duas
variedades de milho de polinizacao livre, encontraram infestacdes
de 31,0 e 98,7% de Fusarium graminearum e de Penicillium sp.,
respectivamente, na variedade BRS106, enquanto que, na variedade
AL 25, as infestagdes foram na ordem de 44,8; 100; 0,67 e 0,33%
com os fungos E graminearum, Penicillium sp., Aspergillus niger e
A.flavus, respectivamente.
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Sobrevivéncia do patogeno
na semente

Wilza Carla Oliveira de Souza

Luciana Cordeiro do Nascimento

Patologia de sementes é o estudo das implicacdes relativas
a associacao de patédgenos com sementes, considerando todas as
etapas do sistema de produg¢do e uso das sementes. Desta forma, as
atribuicdes da patologia de sementes sdo: levantamento e estudo
dos patdgenos associados as sementes, caracterizagdo e avaliacdo
de perdas provocadas por patégenos a partir de sementes, estudo
sobre a dindmica e mecanismos de transmissdo de patégenos,
desenvolvimento de métodos de detecgdo, sobrevivéncia e controle de
patégenos em sementes e estudo das causas e controle da deterioracdo
de sementes no armazenamento (MACHADO, 1988).

Dentre essas, a sobrevivéncia do patégeno na semente
apresenta-se como um parametro importante a ser avaliado, pois
conhecendo os fatores que mantém essa sobrevivéncia e as condi¢des
para manter a viabilidade da semente, pode-se entdo adotar medidas
de controle para diminuir as perdas causadas pela sobrevivéncia do
patégeno na semente.

A sobrevivéncia de patégenos em sementes deve ser avaliada
sob dois aspectos gerais, uma vez que os danos causados sdo variaveis.
Alguns patégenos provocam perdas no campo, com efeitos restritos a
reducdo de rendimento, sem afetar a viabilidade da semente. Outros
patégenos se caracterizam por, além de prejudicar o rendimento,
causar redug¢do na germinag¢do e no vigor das sementes, com
reflexos negativos na aprovacao de lotes e, consequentemente, na
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disponibilidade desse insumo para a semeadura seguinte (LUCCA

FILHO, 1985). A associacdo patégeno-semente é uma das formas que

favorecem a sobrevivéncia e a disseminagio destes agentes, ja que para
as sementes nao existem fronteiras (NEERGARD, 1977; TANAKA, 1982;
MACHADO, 1988 e WETZEL, 1988). Esta >associa(;§o é importante por
diversas razdes: o patégeno sobrevive por mais tempo, mantendo
sua viabilidade e caracteristicas; é facilmente disseminado, podendo
ser introduzido em novas reas e h4 alta probabilidade do patogeno
infectar a plantula em desenvolvimento apés a semeadura, causando
doencas na fase inicial da cultura (BAKER, 1972 e MENTEN, 1995).
Assim, dificilmente existira meio mais eficiente para a disseminagao
de doengas de plantas que a prépria semente. Estima-se que 20%
da produgdo mundial é anualmente perdida em conseqiiéncia de
doengas flngicas, cuja maioria dos agentes causais, cerca de 60%,
sdo transmitidos por sementes (FEODOROVA, 1991).

1. SOBREVIVENCIA DO PATOGENO NA SEMENTE

O patdégeno encontra na semente protecdo e nutrigao,
garantindo a sua sobrevivéncia, no entanto o patdgeno pode infectar
desde os 6rgaos reprodutores das flores, para posterior sobrevivéncia
na semente. Reis (1990) verificou em sementes de triticale, trigo
e centeio a infecgdo pelo fungo Fusarium graminearum Schwabe,
cuja forma telemérfica é a Giberella zeae (Schwein) Petch, essa
infecgdo iniciou nas anteras das flores, que havendo a concepgio
para desenvolvimento das sementes causou nestas a fusariose, a
mais importante dentre as doengas da espiga, pelos prejuizos ao
rendimento e a qualidade das sementes ou grios.

A sobrevivéncia do patégeno na semente ainda no campo €
verificada sob alta umidade relativa do ar. Trabalhos conduzidos por
Dhingra (1985), mostra essa relagdo, em que o teor de umidade a
25%, nas sementes de trigo, milho e cevada em equilibrio com alta

Sobrevivéncia do patdgeno na semeite

) P te
umidade relativa do ar em torno de 95%, verificou-se nessas s€mentes

altos indices de infeccao por pat6genos, e essas sementes a0 S€rem
colhidas e secas para o armazenamento, ou $eja, a umidadf: relativa
do ar sendo diminuida, e conseqiientemente o teor de umldaf:ie das
sementes, a maioria desses fungos ja detectados no campo paralisaram
0 seu crescimento e morreram gradualmente, comprovando que a
taxa de sobrevivéncia dos patogenos nas sementes depenqe.do grau
de umidade e temperatura a que essas sementes estao condicionadas.
Alguns estudos em sementes de cevada mostraram que quase todos
os fungos de campo morreram com alguns meses de armazenarmento
(LUTEY e CHRISTENSEN, 1965). Resultados semelhantes foram
obtidos com sementes de arroz, milho e soja. Rodrigues e’ Me.neZes
(2002) observaram o comportamento da populagao fingica de
feijao caupi, em dois municipios, sendo que em Serra Tal.hada’ (com
precipitagio pluviométrica de 140, 83 mm) apresentou malqr nu’mt?ro
de coldnias em relagio a Caruaru (com precipitacdo pluviometrica
de 70,87 mm), ocorrendo diferenga significativa entre as duas
localidades. Gongalves e Lima (1988) relacionaram sementﬂe‘s em
periodo chuvoso com maiores indices de infecgdo e menor freque’naa
(e germinacdo, quando comparadas com sementes em periodo
seco. Hamawaki et al. (2002) afirmam que a antracnose € d secida
haste e da vagem tem atingido proporg¢des epidémicas nas r?glogs
mais quentes e imidas dos cerrados onde a temperatura € mais
clevada e as chuvas sio mais intensas e freqiientes. Ainda aflrn}afn
que variedades de soja cultivadas em temperaturas: cc‘)m me;ha
anual acima de 30°C, e chuvas no periodo da maturagao 2 colheita,
sao predispostas a infecgdes. Sementes de faveleira, coletafias r~10
periodo chuvoso, apresentaram maiores indices de contaminagao
¢ menores percentuais de germinagio, do que aquelas cole.tadas
no periodo seco (RIBEIRO e BRITO, 2010), podendo-se afjlrmar
que o baixo percentual de germinagio das sementes coleta. as no
periodo chuvoso, esta diretamente relacionado com a contaminacao
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de sementes por fungos. Neergaard, (1979) ressalta as condigdes
climaticas como importantes fatores na infeccdo de sementes em gei .il

Segundo Lazzari (1993), existe pouco ou nenhum controle
sobre as condi¢des que favorecem o desenvolvimento e sobrevivéncia
de fungos de campo, pois eles invadem a cultura durante os estadios
finais de amadurecimento. Os fungos de campo mais comuns sao
Alternaria, Cladosporium, Fusarium e Helminthosporium.

Essas sementes infectadas no campo tornam-se inoculo
primdario da doenca, apresentando sintomas como: descoloragido,
enrugamento e manchas. Neergard 1979, caracterizou sintomas
em sementes com indicio de sobrevivéncia de diversos fungos no
campo, provocando aborto, deformacgdes, podriddes, descoloracdes M
necroses, com reflexos na diminui¢do da viabilidade e da germinacao
das mesmas.

Na fase de armazenamento, os niveis de danos em semen
tes dependem das condicdes do lote por ocasido do inicio do
armazenamento e do controle da temperatura e umidade durante essa
fase. Estes fatores estdo inter-relacionados e devem ser considerados
como de acdo complexa. Para que haja éxito no armazenamento
é preciso conhecer cada fator em si e em conjunto. O tempo de
sobrevivéncia dos fungos de armazenamento nas sementes esta
diretamente relacionado as condi¢cdes do ambiente a que estdo sendo
condicionadas (Berjak, 1987; Carvalho e Nakagawa, 2000). A umidade
do ambiente por sua vez determina o teor de umidade das sementes,
quando em equilibrio. A temperatura e umidade relativas devem ser
ajustadas de tal forma que ndo permitam a sobrevivéncia de patégenos
infectantes e infestantes. Na maioria dos armazéns a umidade relativa
é diminuida, nesses casos fungos de campo ndo conseguem sobreviver

em tal condicdo, porém os fungos de armazenamento em que 0s mais
comuns sdo Aspergillus sp. e Penicillium sp. atacam sementes com teor
de umidade acima do valor critico para sementes armazenadas, e a

cada elevacao do teor de umidade da semente ha um fungo particular,

Sobrevivéncia do patégeno na semente

que consegue sobreviver na semente, estabelecendo uma sussegao
ecolégica bem definida de sobrevivéncia.

Em trabalhos conduzidos por Dhingra 1985, em varias
culturas foi verificado em condicdes de armazenamenteo Aspergillus
restrictus, nas sementes, cujo teor de umidade estd em equilibrio
com 70% UR, o que representa um teor de umidade de 13,5% nas
sementes de cereais (milho, trigo, cevada, etc.); 12,5% em soja e
9,5% em girassol, em temperaturas de 25 a 30QC. Assim, abaixo
dessas umidades, o fungo nao consegue infectar. Aspergillusflavus,
por outro lado, s6 infecta as sementes quando estas se encontram em
equilibrio com 85% UR, o que representa 18% de teor de umidade
nas sementes de milho, trigo, cevada e soja e 13,5% em girassol
a 25-30e C. Abaixo destes valores o fungo ndo infecta. Entretanto
se a semente estiver em equilibrio com 70% de UR, que permite
o crescimento de A. restrictus e ndo de outros, a 4gua metabodlica
aumenta o teor de umidade da semente, permitindo a invasao
por fungos que necessitam de teores de umidade elevados. Por
exemplo, a invasao de A. restrictus em soja armazenada com 12,5%
de umidade e temperatura de 25-30e(C, aumenta sua umidade acima
do valor critico para A. glaucus, que, por sua vez, aumenta seu
teor de umidade acima do critico para A. candidus, o qual, com seu
desenvolvimento aumenta o teor de umidade até 18% permitindo
a invasao por A. flavus continuando a cadeia. Notamos que ocorre
uma sucessdo ecoldgica, quando se inicia o ataque destes fungos
nas sementes armazenadas. Nestas circunstancias, esses fungos
podem depreciar a qualidade das sementes na forma de: perda do
poder germinativo, descoloracdo, apodrecimento, aumento da taxa
de acidos graxos provocando a oxidacdo de 6leos, aquecimento da
massa de sementes com o consequente aumento da taxa respiratéria
e com isso uma deterioracdo mais rapida das sementes e producao
de micotoxinas, que podem ser letais ao homem e aos animais
(MACHADO, 1988).
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A viabilidade das sementes, desenvolvida por Ellis & Roberts
(1980) da énfase a viabilidade inicial e final das sementes. Quando
as sementes de milho com 95% de germinacgdo inicial e 85% de
germinacdo final, vdo ser armazenadas por 240 dias, ha varias
combinacdes de temperatura e teor de umidade de sementes.
Com teor de umidade de 8,5% podem ser armazenadas a 359
C, e, com teor de umidade de 10,7% podem ser armazenadas a
259C. Quando ha redug¢do da "temperatura de armazenamento”,
pode-se aumentar o teor de umidade. Embora os estudos de
Ellis & Roberts ndo provem que a morte das sementes tenha
sido causada por fungos, ainda assim, os dados destes estudos
podem ser aplicados, com cautela, para predizer a invasao fingica
nas sementes. Um estudo similar foi feito com sementes de soja
(Dorworth) & Christensen (1968), que confirmou esta relagdo de
temperatura e teor de umidade. Harrington (1960) nos fornece um
guia mais simples: 1) Para as sementes de cereais e oleoginosas,
com teor de umidade de 5 a 14%, cada decréscimo de 1% de
umidade, aproximadamente, dobrara a vida das sementes; 2) Cada
decréscimo de 5gC na temperatura de armazenagem dobrard a
vida das sementes.

No entanto, de acordo com Tanaka etal. (2001), as mesmas
condicdes de armazenamento que permitem a manutencdo da
viabilidade das sementes podem favorecer a sobrevivéncia de
muitos patégenos importantes para cultura. Trabalhos conduzidos
por Siddiqui et al. (1983) e Raj et al. (1989) verificaram que varias
espécies do género Coiletotrichum sobreviveram em sementes,
por periodos de até 10 anos sob condicdes de armazenamento a
5°C que é, usualmente, a temperatura mais usada em bancos de
germopiasma. Trabalho conduzido por Tanaka & Balmer (1980)
constatou a ocorréncia acentuada de tombamento de plantuas de
milho provocado por Fusarium moniliforme sob condi¢des sub-6timas
para a germinacao (10°C a 20°C). Por outro lado, Bedendo (1978) e
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Pinto (1992) nao verificaram relacdo entre a presenca do patégeno
e reducdo da germinacdo das sementes.

Portanto é de suma importancia o aumento de estudos em que
se procure um limite entre a viabilidade da semente e a diminuicao
das condicdes de sobrevivéncia do patégeno nesta, chegando assim
aum ponto de equilibrio.

2 LOCAL DE SOBREVIVENCIA DO PATOGENO NA SEMENTE

As sementes sdo consideradas um dos meios mais eficientes
na disseminacdo de patdégenos, os quais podem estar infestando-
as ou infectando-as, dependendo da sua localizacdo. A localizagdo
de sobrevivéncia do inoculo na semente tem efeito decisivo na
transmissdo e na severidade de sintomas em plantulas. Quanto
mais profundo o local de sobrevivéncia do patégeno nos tecidos
das sementes, maiores sao as chances de ser produzida uma plantula
infectada (DHINGRA, 2005). De maneira geral, tem sido demonstrado
que patégenos quando localizados no interior da semente podem
sobreviver por periodos de tempo mais prolongados do que em outras
partes da planta (Machado, 2000). Provavelmente, tal fato ocorra
pela existéncia de camadas protetoras e do acimulo de reservas
nutritivas dos quais muitos patégenos se beneficiam. As sementes
contendo patégenos em seu interior tém se constituido em um dos
meios mais eficientes de se preservar inoculo (MACHADO, 1987, p.9),
A posicdo do patdgeno nas sementes é um aspecto de muito interesse
na patologia de sementes, tendo em vista que o conhecimento neste
sentido possibilita definir métodos de detecgdo e de tratamento de
sementes quando necessario (MACHADO, 1988, p. 16). Quando o
patogeno esta localizado externamente a semente, este fica aderido
a superficie da semente sem infecta-la. Isto torna-o relativamente
facil de ser controlado pelo tratamento das sementes com fungicidas
protetores. 0 maior problema do controle de patégenos de sementes
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é constituido por aqueles que sobrevivem internamente. Estando
presentes internamente ficam protegidos contra a maioria dos
tratamentos que controlam com eficiéncia os patégenos de sementes
transmitidos externamente. O patégeno pode estar presente no
endosperma, no embrido e no tegumento da semente (DHINGRA;
MUCHOVE]; CRUZ FILHO, 1980).

Apés a infeccdo, estabelecendo a sobrevivéncia, geralmente
os fungos xero6filos ou tolerantes as condicdes secas produzem
propagulos de resisténcia, como clamiddsporos, esclerécios ou
micélios dormentes, capazes de permanecer viaveis por muito tempo
nas sementes. A qualidade sanitaria das sementes interfere em seu
poder germinativo e na formac¢ao de mudas. Os microrganismos
presentes na semente podem causar sua deterioragdo, anormalidades,
lesdes e morte de plantulas (FAIAD etal., 2003).

A sobrevivéncia do patégeno na semente depende de uma serie
de fatores, como condicdes do ambiente, estruturas de resisténcia
envolvida, localizacdo do patégeno na semente, entre outras, tendo
esses fatores que ser analisado de uma forma conjunta, para obtencao
de um produto sadio.
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Principais doenc¢as causadas
por sementes infectadas

José George Ferreira Medeiros

Luciana Cordeiro do Nascimento

A semente é um meio de disseminac¢ao e sobrevivéncia de
fitopatéogenos por longos periodos de tempo (Almeida, 2008].
Patogenos associados a sementes podem reduzir a germinacao, o
vigor, deteriora-las em armazéns, introduzir patégenos em novas
areas e aumentar o inoculo em lavouras ja estabelecidas. Se o inoculo
primadrio, transportado via-semente, encontrar ambiente favoravel
t*o hospedeiro for suscetivel, pode-se estabelecer focos iniciais de
infeccdo, A partir daf podera ocorrer o progresso da doenc¢a no espaco
eno tempo, devido ao inoculo secundario, produzido nas lesdes das
plantas infectadas (TALAMINI et al,, 2001}.

Dessa forma, conhecer o progresso de uma doenca ao longo
tio tempo e do espaco, a partir da fonte de inoculo, possibilita
conhecer a dindmica da interacdo de patégenos com hospedeiros,
auxilia a estabelecer padrdes de tolerdancia para patégenos em
sementes, contribui para o manejo da doenca e consequente aumento
da produtividade das culturas (Bergamin Filho et al. 2004). A
disseminacdo do patoégeno e o progresso da doenca ao longo do espaco
sdo dependentes do arranjo das plantas, da intensidade da doenga
na fonte de inoculo e da sua forma de disseminacao (CAMPBELL e
MADDEN, 1990).

A semente constitui-se no meio mais eficiente de transmissao
de patégenos, uma vez que nao existem barreiras geograficas capazes
de impedir a disseminacdo dos mesmos. O comércio internacional
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de sementes serve como exemplo deste fato, no qual sdo registrados
inimeros casos de importagodes de lotes de sementes contaminados
com microrganismos patogénicos vindos de outros continentes

(FRANCA NETO, 2003). -

1 INFECCAO E TRANSMISSAO DE PATOGENOS POR SEMENTES

0 processo de infecgdo das sementes ocorre durante o
desenvolvimento da doenga nas infrutescéncias (espigas e paniculas)
onde o patégeno causa sintomas de manchas em glumas ou
branqueamento de espiguetas (ALMEIDA, 2008}). Segundo Machado
(2000) a transmissao diz respeito 3 passagem de um patégeno de
uma gera¢io a outra, seja a partir de uma ou mais sementes as
plantas emergentes oriundas de um mesmo lote, seja a partir de
plantas doentes no campo de produgao, as sementes em formagao.
O transporte de patégenos por sementes nao implica na sua eventual
transmissdo entre geragdes subseqiientes. Por outro lado, a passagem
ou transferéncia de indculo entre plantas de uma mesma geragao,
ou entre sementes de um mesmo lote, implica em dissemina¢io ou
dispersao de patégenos (ALMEIDA, 2008).

Muitas vezes, a disseminag¢ido de doengas em uma lavoura é
ocasionada pela prépria semente infectada, uma vez que a semente
pode transmitir, tanto interna como externamente, fungos, virus
e bactérias patogénicas, além de levar externamente fungos
saprofitas que podem diminuir o seu poder germinativo. Tais
patdgengs tanto influenciam na emergéncia e vigor da planta
como constituem-se em fonte de indculo primario, que podem
dar origem a epidemias graves, se as condi¢des climaticas forem
favoraveis (ARAUJ0Q, 2009).

Apoés a germinagdo da semente e a emergéncia da plantula
em campo, 0 micélio reassume sua atividade e atinge o coledptilo.
0 micélio pode crescer tanto interna quanto externamente, quando
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entdo infecta a plamula. Alguns dias apds a emergéncia da primeira
folha esta pode apresentar lesdes. A frutifica¢do do patégeno ocorre
sobre as lesdes com posterior disseminagao de propagulos a novos
sitios de infec¢do, como folhas da prépria planta ou de plantas
vizinhas. Desta forma, o patégeno reintroduz-se na lavoura, e volta
areencontrar os orgaos fotossintéticos do hospedeiro, completando
seu ciclo biolégico (MARTINELLI et al,, 2003).

2 PRINCIPAIS DOENCAS CAUSADAS POR SEMENTES
INFECTADAS

2.1 Doengas fangicas

2.1.1 Antracnose

Patogenos do género Colletotrichum tém sido relatados como
parasitas de varias espécies de plantas. A antracnose, causada por
fungos deste género, é uma das doengas de maior importancia para
muitas plantas cultivadas (TOZZE JUNIOR et al., 2006).

A antracnose em frutiferas é considerada uma doenga
economicamente importante, ela ataca os ramos novos, folhas,
inflorescéncias e frutos. Nas folhas ha o aparecimento de manchas
escuras e de contornos irregulares. As inflorescéncias afetadas
apresentam flores escuras, tomando o aspecto de queimadas pelo
fogo, morrendo em seguir. As lesdes na raquis podem levar a queda
dos frutos, antes da maturacio fisiologica, ou mumificagdo quando
ainda novos. No periodo de maturagio, ha o aparecimento de lesdes
escuras e deprimidas na superficie do fungo, que podem atingir
também a polpa. A doenga pode ocasionar prejuizos que variam
em fun¢do do grau de suscetibilidade da planta hospedeira e das
condi¢des ambientais (SERRA et al. 2008).
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Entre as medidas de controle desse patégeno, destacam-se: o
uso de sementes certificadas, rotacao de cultura, controle quimico ea
resisténcia genética, sendo esta a mais eficaz, por minimizar os custos
de producao e reduzir os danos causados ao ambiente [SILVA, 2004).

2.1.2 Mancha Angular

A mancha-angular é uma doenga flingica causada por
Phaeoisariopsisgriseola. O patégeno provoca lesdes em folhas, vagens,
ramos e peciolos e pode causar grave desfolhamento (Jesus Junior et
ai. 2003). Sem controle adequado da doenga, as perdas podem chegai
a 70% (SARTORATO e RAVA, 1992), dependendo da susceptibilidade
da cultivar das condi¢des ambientais (REIS-PRADO et al. 2006).

Plantas cultivadas em sistemas organicos, via de regra,
apresentam maior tolerancia ao ataque de pragas e doengas, devido
a fatores como a utilizacdo de espécies ou variedades mais rusticas
e adaptadas ao local de cultivo, tipo de solo selecionado, uso de
adubos organicos ou adubos minerais de baixa solubilidade (SOUZA,
2006). Os problemas fitossanitarios mais persistentes, como é o caso
da doenca supracitada, necessitam de tratamento, para viabilizai
produgdes satisfatorias, com qualidade comercial (GUIRADO et al
2004).

2.1.3 Ferrugem

Esta doenca é causada por fungos do género Uromyccs
sp. As ferrugens sao assim denominadas em razdo das lesdes
amareladas, de aspecto ferruginoso, que causam nos hospedeiros
atacados. Estas lesdes, também referidas como pustulas, sao
constituidas, ma maior parte, por estruturas reprodutivas do fungo,
que emergem do tecido vegetal atacado através do rompimento
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da epiderme do hospedeiro. As pustulas sdo geralmente salientes
em relacdo a superficie vegetal e liberam facilmente os propagulos
do fungo (AMORIM, 2005).

Os sintomas da ferrugem manifesta-se predominantemente
nas folhas, embora possam ocorrer, em alguns casos, em outras partes
vegetais, como bainhas, colmos, ramos novos, 6rgaos florais e frutos
em inicio de desenvolvimento.As plantas doentes tém seu processo
fotossintético afetado tanto pela retirada de nutrientes promovida pelo
fungo como pela destruicdo de areas foliar, decorrente da formacao
de pustulas e da queda de folhas provocada pelo patégeno (CAIXETA
etal,, 2009).

O namero de espécies fungicas associadas a doengas do tipo
ferrugem que ocorrem em Ginnospermas e Angiospermas aproxima-se
de cinco mil, distribuidos em cerca de cento e trinta géneros. Dentre
estes, alguns merecem destaque como Puccinia, Hemileia, Uromyces,
Phakopsora, Phragmidium, Cronartium, e Melampsora, pela ocorréncia
frequente e importancia econémica das doengas por eles causadas
(KIMATI, 2005).

O controle da ferrugem tem sido desenvolvido com base em
variedades resistentes, utilizacdo de produtos quimicos e erradicacao
de hospedeiros intermediarios. Apesar da disponibilidade de materiais
resistentes e de ferrugens e de fungicidas eficientes, as ferrugens
continuam causando sensiveis redu¢des na producao de alimentos
em todo o mundo (LIMA et al.,, 1997).

2.1.4 Mofo Branco

O agente causal do mofo branco (Sclerotinia sclerotiurum)
é considerado um dos patégenos mais importantes no mundo e
esta distribuido em todas as regides produtoras, sejam temperadas,
subtropicais ou tropicais. O fungo é capaz de infectar qualquer parte
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da planta, porem, as infec¢des iniciam-se com mais frequéncia a
partir das inflorescéncias e das axilas das folhas e ramos laterais
(KIMAT1, et al, 2005).

Este fungo tém a capacidade de persistir no solo durante
longos periodos, pois, sob condi¢cdes normais, crescem na matéria
organica, e em ambientes favoraveis, mantém-se vidveis através das
estruturas de resisténcia (GORGEN et al,, 2009).

A partir da fonte de inoculo, representadas por restos de
cultura e matéria organica, por plantas daninhas, pode ocorrer
a disseminacdo, ativa ou passiva, das estruturas fangicas. Na
disseminag¢ao ativa, os zo6sporos deslocam-se através da agua
presente no solo. A forma passiva é realizada através da agua
(enxurrada ou respingos), do movimento do solo (aracdo e
gradagem) e do transporte de material infectado (mudas e sementes),
promovendo a disseminacdo dos propdagulos a longas distancias
(NUNES JUNIOR et al., 2007).

Em areas de ocorréncias de mofo branco é recomendado: a
rotacdo de culturas; eliminacao das plantas daninhas; incorporacao
de restos culturais para evitar a fase saprofitica do fungo; fazer
adubacdo adequada; aumentar o espagamento entre linhas; reduzir
a populacdo ao minimo recomendado para cada variedade (ALVES
etal,, 2010).

2.1.5 Podriddo-do-colo

Esta doenca esta distribuida em regides de clima tropical e
subtropical, em locais onde ocorrem temperaturas altas e umidade
seguida de periodos de seca. O agente causal (Sclerotium rolfsii) afeta
um grande ndimero de hospedeiros em diversos géneros de plantas
cultivadas e silvestres (BIANCHIN1 et al., 2005).

A podriddo-do-colo ocorre de forma generalizada em todo o
Brasil, atingindo diversos cultivos de grande importancia econémica.
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Embora bastante disseminada, a doenc¢a geralmente ndo ocasiona
prejuizos elevados, pois o patégeno depende fundamentalmente
das condig¢des favoraveis para o seu desenvolvimento (ALVES e DEL
PONTE, 2010).

Segundo Mendes (2010), a doenca pode ser encontrada nas
diversas espécies e familias como no pimentao, amendoim, beterraba,
soja, milho, arroz, trigo, cevada, girassol, alface, couve-flor, cebola,
quiabo, alho, Anacardiaceae, diversas Cucurbitaceas e muitos outros
hospedeiros.

O principal dano causado pela doenga é o tombamento, sendo,
muitas vezes, necessario o replantio, que elevam os custos de producao
da cultura. A maioria dos fungos causadores de tombamento possui
uma enorme gama de hospedeiros, principalmente R solani e S. rolfsii.
(SUASSUNA e COUTINHO, 2006).

Segundo Cardoso (2004), a disseminacdo do patégeno de
um campo para outro se verifica principalmente pelo transporte de
materiais infestados (solo, esterco, mudas e sementes), pelo homem,
animais, vento, dgua e tratos culturais. O micélio pode passar pelo
solo de uma planta para outra.

A redugdo da severidade da doenca em solos pobres e dcidos tem
sido obtida através de adubacdo equilibrada e calagem do solo, além
do uso de variedades com certo nivel de resisténcia como Rio Tibagi e
[PA-10. A solarizacdo pode ser uma medida eficiente para reducdo do
numero de esclerddios viaveis no solo (Bianchini et al.,, 2005).

2.1.6 Murcha de Fusarium

Esta doenca é causada por Fusarium oxysporum. Os sintomas
se caracterizam por um amarelecimento nas folhas inferiores e
murcha da planta. Os rizomas apresentam escurecimento do sistema
vascular e podriddo cortical que progride e forma depressdes no
rizoma (TRUJILLO, 2004).

fiirra-RiR1 10TECAT
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0 controle da doenca representa um sério problema, pois
0 patégeno é disseminado por meio de rizomas infectados. Depois
de introduzido na area, o fungo pode sobreviver por muitos anos e
dificilmente a erradicacao é obtida. 0 método quimico é dificultado
devido a pouca eficiéncia dos fungicidas para o controle da doenca
e a auséncia de produtos registrados para a cultura (Kimati et al,,
1997]. Além disso, o mercado externo tem preferéncia pelo sistema
organico de producgdo, onde tais produtos ndo sdo permitidos.

2.1.7 Podriddo Cinzenta do Caule

3

A podriddo cinzenta do caule é incitada pelo fungo
Macrophomina phaseolina Goid., um habitante natural do solo, de
grande variabilidade patogénica e alta capacidade de sobrevivéncia
sob condi¢des adversas. E uma doenca que se caracteriza pela grande
influéncia dos fatores climaticos no seu progresso e, consequentemente,
na sua importancia econémica (VIEIRA, 2001).

Quando a infecgdo ocorre precocemente, seja por proceder
de semente contaminada ou por escler6dios e/ou micélio do
fungo que sobreviveram no solo, as plantulas apresentam cancros
pretos, deprimidos, com margens bem definidas, frequentemente
com anéis concéntricos, os quais podem rodear completamente
o caule. Acima da lesdo, a plantula amarelece e murcha, podendo
quebra-se ao nivel da mesma. Em plantas ja desenvolvidas, a
doencga progride mais lentamente, causando raquitismo, clorose e
desfolhamento prematuro, particularmente do lado onde se localiza
alesdo, na qual podem aparecer massas de esclerédios. 0 centro da
lesdo torna-se cinzento e aparecem numerosos corpos frutiferos
denominados picnidios macroscépicos, porém de tamanho menos
que os esclerddios. As vagens em contato com o solo contaminado
sdo invadidas pelo fungo, infectando as sementes (SOUZA et al,,
2003)

Principais doencgas causadas por sementes infectadas

O controle da podriddo cinzenta do caule, apesar de pouco
estudado nas condig¢oes de cultivo do feijoeiro no Brasil, deve incluir
o emprego de semente de boa qualidade sanitaria, o tratamento da
semente com fungicida e a ado¢do de algumas praticas culturais
que visem a redugdo do potencial de inoculo do patégeno, como a

aracdo profunda para enterrar residuos contaminados (ARAUJO,
2006).

2.2 DOENCAS BACTERIANAS

2.2.1 Crestamento Bacteriano Comum

Varios tipos de patégenos afetam as culturas causando
doencas e acarretando perdas significativas na producdo. Entre
estes tém se preocupado com a bactéria Xanthomonas axonopodis
pv. phaseoli, agente causal do crestamento bacteriano comum, que
possui grande importancia para a cultura, devido sua distribuicdo
quase generalizada, transmissao pela semente, ineficiente controle
quimico, insatisfatérios niveis de resisténcia em cultivares avaliadas
e os danos severos na produtividade, principalmente sob cultivo
protegido (BARROS et al.,, 2000).

Os primeiros sintomas surgem na forma de manchas aquosas,
com crescimento irregular, na face inferior dos foliolos, tornando-
se de coloracdo parda e aspecto necroético, circundadas por halo de
tecido amarelo, coalescendo e originando o crestamento. Quando as
lesdes adquirem grandes proporc¢des pode ocorrer o desfolhamento
das plantas. (BIANCHINI et al,, 2005).

Para a reducdo na severidade desta doenca e obtencao da
produtividade esperada, recomenda-se manejo integrado da cultura,
utilizando varias medidas de controle que incluem o uso de cultivares
resistentes ou tolerantes, rotacdo de culturas e sementes certificadas
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(LOLLATO, 2002); aracdo profunda para incorporacdo de restos
culturais infectados, bom preparo e fertilidade do solo, época de
semeadura e manejo da irrigacdo (MARINGONI, 2002).

&
2.2.2 Mancha bacteriana

A mancha-bacteriana, causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis é uma das principais doencas causada por bactérias na
cultura do maracujazeiro (GONCALVES e ROSATO 2002). No Brasil,
a mesma foi constatada na regido de Araraquara, no Estado de Sao
Paulo, em 1967 (F1SCHER et al, 2005). Também chamada de mancha-
oleosa, crestamento bacteriano, morte precoce ou simplesmente
bacteriose do maracuja, essa doengca provoca perdas expressivas
durante os periodos mais quentes e imidos do ano. Ocorre em todas
as regides, sendo mais severa nas regides mais quentes e Umidas
(JUNQUEIRA, 2007). O nome de morte precoce reflete a drastica
reducdo da vida da planta afetada, que passa de 3 a 4 anos para 12
a 18 meses (VIANA et al,, 2003).

Nas folhas, o patégeno induz pequenas lesdes encharcadas
e translucidas,as quais necrosam, assumindo tonalidade marrom-
avermelhada, principalmente na face dorsal da folha, podendo
também formar um halo clorético ao redor da mancha (VIANA
et al, 2003). Com o desenvolvimento da doenca, ocorre seca das
folhas e, posteriormente, a desfolha, reduzindo consideravelmente
a produtividade. A bactéria pode atingir os feixes vasculares e se
propagar por todos os tecidos da planta, provocando a seca e até
a morte de plantas em cultivares muito susceptivel (JUNQUEIRA,
2007; VIANA et al. 2003).

A principal medida de controle da mancha-bacteriana é a
exclusdo, evitando-se a introdu¢do do patdégeno na area de cultivo
(HALFELD VIEIRA; NECHET, 2006a), com a utilizacdo de mudas
e sementes livres do patégeno. O tratamento das sementes com
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agua quente a 50 -C por 30 a 60 minutos tem sido eficiente para a
erradicacdo da bactéria (SANTOS; SANTOS FILHO, 2003).

2.2.3 Murcha-de-Curtobacterium

A bactéria Curtobacterium flaccumfaciens pv.flaccumfaciens
(Hedges) Collins &Jones, agente causal da murcha-de-Curtobacterium,
foi constatada pela primeira vez no Brasil, na safra das aguas de
1995, no Estado de Sdo Paulo(MARINGONI e ROSA, 1997). Trata-se
de um patdégeno vascular, transmissivel por sementes e de controle
restrito, praticamente, através da utilizacdo de cultivares resistentes
ede sementes sadias. Essa doenca tem ocorrido com frequéncia nos
Estados de Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, causando grandes
problemas (LEITE JR. etal., 2007).

Os sintomas tipicos da doenca sdo principalmente murcha,
escurecimento vascular e morte da parte aérea (HEDGES, 2000).
A murcha na parte aérea é devido a falha no transporte de seiva

provocada pela degradacdo das paredes dos vasos de xilema
(DINESEN, 1999).

2.3, VIRUS COMO CAUSADOR DE DOENCAS

2.3.1 Mosaico Comum

0 virus do mosaico comum pertence a familia Potyviridae.
[ rata-se de um virus altamente transmissivel pelas sementes, onde
Jidoenca pode ocorre principalmente em espécies leguminosas
(CADLE DAVISON, 2006).

O virus possui grande variabilidade e suas estripes estdo
classificadas em grupos e subgrupos. Em areas onde ndo sao usadas
variedades resistentes o virus pode causar sérios danos. A expressao
dos trés tipos de sintomas que podem ser incitados por esse virus:
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mosaico, necrose sistémica e lesdes locais variam dependendo da
estirpe do virus, do grau de resisténcia da variedade, da idade e
das condi¢cdes de ambiente (DALBOSCO, 2002). Quando a planta e
infectada de maneira sistémica os sintomas de mosaico sdo visiveis,
bem como, redu¢do no crescimento da planta. Quando doentes as
plantas produzem vagens enrugadas, pequenas e em menor numero
(REIS etal,, 2001).

Sementes de plantas infectadas servem como fonte de inoculo
inicial da doenc¢a. Os virus podem sobreviver nas sementes por
periodo de até trinta anos, onde o inoculo pode ser transmitido de
uma planta a outra através de afideos de maneira ndo circulativ.i
(PASCHOLAT1, 2002).

Para o controle da doenc¢a recomenda-se utilizacdo de cultivares
resistentes, além de praticas culturais como a erradicacao de plantas
doentes a fim de diminuir os focos de infeccdo (DALBOSCO, 2002).
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Micotoxinas produzidas
por patégenos em sementes

Kedma Maria Silva Pinto

Luciana Cordeiro do Nascimento

Todo organismo produz metabolitos primdrios e secundarios.
Os primarios sdo considerados essenciais para os organismos e
estdo relacionados ao seu crescimento e constituigdo biologica, os
metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo produzidos a partir dos
metaboélitos primarios dos organismos e que os beneficiam por
atuarem como substancias téxicas contra competidores, predadores
e parasitas, como bactérias, fungos, plantas, amebas, insetos e virus
(DEMAIN, 1992).

O termo micotoxina € derivado da palavra grega “mykes”, que
significa fungo e da palavra “toxicum” de origem latina que significa
veneno. As micotoxinas compreendem um grupo de substancias
guimicas produzidas durante o metabolismo secundario de alguns
fungos denominados toxigénicos, sendo os principais representantes
os dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium (INSTITUTO ADOLF
LUTZ, 2005).

Sabe-se que cerca de 25% de todos os produtos agricolas
produzidos no mundo estdo contaminados com alguma micotoxina.
A crescente preocupagio dos paises importadores quanto a presenca
destas substincias nos alimentos tem levado a elaboracgio de
legislagbes cada vez mais rigidas, no que concerne aos niveis maximos
de micotoxinas permitidos (FREIRE et al,, 2007).

Os piores efeitos destas substdcias tendem a ser os cronicos,
de dificil associagdo com o consumo de alimentos contaminados. Os
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principais efeitos registrados sdo inducao do cancer, lesdo renal e
depressdo do sistema imune [FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

A contaminacao de racdes e outros alimentos por micotoxinas
pode variar de acordo com as condi¢cdes ambientais (umidade do
substrato e temperatura do ambiente), métodos de processamento,
producdo e armazenamento dos produtos (ZLOTOWSKI et al.,, 2004).

N3ao se sabe quantas micotoxinas e metabdlitos fingicos téxicos
existem ao certo, no entanto, desde 1978, eles vém sendo catalogados.
Em 1978 foram relatadas a existéncia de aproximadamente 1200
metabdlitos secundarios produzidos por fungos e mais tarde,
foram catalogados mais de 2000 metabdlitos produzidos por
aproximadamente 1100 espécies (TURNER e ALDERIDGE; 1983).
Estes pesquisadores listaram aproximadamente 300 compostos
téxicos, mas estima-se que possam existir entre 20000 a 300000
(CAST, 2003).

Os efeitos das micotoxinas teem sido ao longo da histéria
drasticas em muitos lugares do globo, causando além de muitos
problemas econ6émicos, verdadeiras epidemias e muitas mortes. A
problematica das micotoxinas e micotoxicoses esta sendo atualmente
regulamentada em diversos paises por leis que asseguram uma
quantidade maxima de micotoxinas permitidas no alimentos para
0 consumo sem maiores riscos a saude animal ou humana, ainda
assim muitas medidas no campo e nas condi¢cdes de armazenamento
ainda sdo indispensaveis para reduzir ou evitar a producdo destes
metabolitos secundarios.

1 PRODUCAO DE MICOTOXINAS

Os fungos sdo capazes de produzir em condi¢cdes naturais e
laboratoriais, metabdlitos secundarios téxicos, que sdo compostos
biossintetizados e excretados através de um conjunto de vias
metabdlicas (que constituem o metabolismo secundario), mas que

Micotoxinas produzidas por patégenos em sementes

ndo sdo essenciais para o crescimento e sobrevivéncia do organismo
(BETINA, 1989).

Eles sdo produzidos a partir de precursores presentes
universalmente nos organismos, muito freqientemente a acetyl-
CoA eaminodcidos, e sdo produzidos de modo mais intenso e variado
por microrganismos, em ambientes muito povoados, e por plantas,
fungos e animais sésseis como esponjas, onde as defesas quimicas
sdo mais eficientes do que a fuga (CAVAL1ER-SMITH, 1992)

Alguns destes metabolitos secundarios fingicos tém
propriedades antibidticas e alguns demonstram toxicidade para
animais, estes por sua vez, produzidos por fungos filamentosos,
que demonstram propriedades téxicas em animais sdo designados
genericamente de micotoxinas (CAST, 2003).

Assim, o termo micotoxina é usado comumente na agricultura
com o sentido de "metabdlitos secundarios produzidos por fungos que
ocorrem naturalmente como contaminantes de produtos agricolas,
e que demonstram toxicidade quando administrados por uma via
natural, essencialmente por via oral” (ABRAMSON, 1998).

As micotoxinas sdo produzidas somente quando certas
condi¢cdes ambientais, tais como temperatura e umidade, além das
caracteristicas bioquimicas dos produtos que servem como substrato,
sdo propicias para a sua producao (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2005).

Apesar de haver variacdes geograficas e climaticas na producdo
e ocorréncia de micotoxinas, a exposicdo a estas substancias ocorre
em todo o mundo e estima-se que muitos dos alimentos mundiais
estejam contaminados em alguma extensdo. A contaminacdo dos
alimentos com micotoxinas é especialmente relevante quando uma
dada populagdo baseia a sua alimentagdo num Unico tipo de produto
(CAST, 2003).

Em quase todas as matérias-primas destinadas a géneros
alimenticios, tais como: arroz, milho, feijdo, trigo, cevada, soja,
castanha-do-par4, nozes, amendoim, café, sorgo, semente de algodao,
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frutas, presunto, queijo, leite e até vinho, ja foram detectados um ou
mais tipos de micotoxinas (FREIRE, 2007).

A facilidade e frequéncia com que as micotoxinas contaminam
os produtos agricolas, bem como a exposicdo de animais a diela
contaminada, podem significar a diferenca entre o lucro e o prejuizo
em muitas atividades da agroindustria (CHARMLEY et al,, 1995;
GARCIA et al, 1995).

Os efeitos destas micotoxinas sdo variaveis e podem ser divididos
em efeitos bioquimicos e biolégicos, Bioquimicamente, podem afetai
o metabolismo de carboidratos, de lipideos, dos adcidos nucléicos e
das proteinas. Ja os efeitos biolégicos envolvem carcinogenicidade,
mutagenicidade, teratogenicidade, hepatotoxicidade e micotoxicoses
(ELL1S et al., 1991; BRADBURN e COKER, 1993).

1.2 ASPECTOS HISTORICOS

Os primeiros metabdlitos secundarios identificados foram
provavelmente antibidticos produzidos por microorganismos
(CAVALIER-SMITH, 1992). A descoberta mais relevante para .
humanidade sobre a importancia destes metaboélitos deu-se poi
Alexander Fleming em 1928-1929, ao descobrir as potencialidades
antibidticas da penicilina (FLEMING, 1929).

De forma negativa, desde ha muito tempo, é conhecido que a
ingestdo de alguns cogumelos (macrofungos) pode apresentar sérios
riscos a saide humana. Entretanto, apenas mais recentemente é que
se confirmou que metabdlitos produzidos por fungos filamentosos
(microfungos), ao entrarem na cadeia alimentar, tém sido responsaveis
por verdadeiras epidemias em humanos e animais (MATOSS1AN,
1981).

O caso mais antigo e mais conhecido é o do ergotismo, atingiu
proporg¢des epidémicas, responsavel por incidentes traumaticos
da histéria do Ocidente, mutilando e matando milhares de pessoas
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na Europa no milénio passado (AGARWAL e SINCLAIR, 1987). Os
focos de ergotismo foram causados pela contaminacdo do centeio
Secale cereale por alcaloides produzidos por Claviceps purpurea, o
ingrediente ativo dos alcaloides do ergot é conhecido por alcaloide da
cravagem do centeio, derivado do &acido lisérgico, principal
ingrediente utilizado na fabricacdo do LSD, uma droga ilicita, que
causa inumeros disturbios pisiquicos. A doenca ficou conhecida
como fogo de Santo Antdnio, devido a crenca de que um peregrinagio
ao santuario de Santo Antdnio aliviaria a sensacdo de queimacao
tensa produzida pelas lesdes da gangrena, causada pela toxina
ESAR, 2006).

Outros surtos relatados incluem a stachybotryotoxicose,

!]\r/lovocando a morte de milhares de cavalos na Russia, em 1930

OREAU, 1979), a aleuquia alimentaria téxica (ATA), que matou
cerca de 100.000 russos entre 1942 e 1948 (JOFFE, 1978).

Uma outra epidemia de bastante reflexo mundial foi a aflatoxicose
que matou 100.000 perus jovens no Reino Unido, em 1960, sendo também
responsabilizada pela morte de outros animais e até, provavelmente,
ile humanos (RODRICKS et al,, 1977; PITT e HOCKING.1986). O surto
licou conhecido como Turkey x desease e chegou-se a conclusao de
que a contaminac¢do havia sido em ragdes produzidas com amendoim
importado da Africa e do Brasil (BLOUT, 1961).

Foi a partir dai, que se atraiu a ateng¢do para as micotoxinas
e as suas implicacdes na saide humana e animal, impulsionando
verdadeiramente a micotoxicologia e quando foi identificada a
primeira micotoxina, a aflatoxina, produzida por Aspergillus flavus
(CAST, 2003).

No Japdo, uma doenga afligia os consumidores de arroz
iontaminado com fungos, conhecida desde o século XIX: o beri-beri
cardiaco. Sakaki conduziu estudos pioneiros em 1891 e estabeleceu
a etiologia da doenca. Ao administrar arroz com bolor a coelhos,
verificou que este tinha efeitos neurotéxicos. O problema continuou
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a ser investigado nos anos seguintes, e culminou na descoberta da
presenca de fungos téxicos no arroz, Penicillium citreonigrum. 0
metabolito téxico responsavel pela doenca foi isolado em 1947 por
Hirata, sendo descrito como Citreoviridina (SUBRAMANIAN, 1983).

A Ocratoxina A (OTA) foi a segunda micotoxina isolada e
identificada a partir de uma cultura de Aspergillus ochraceus por vau
der Merwe [1965). Os principais efeitos téxicos observados foram
danos no figado e nos rins em aves [KROGH, 1987).

De forma geral, o nimero crescente de micotoxinas detectadas
em alimentos levanta questdes de satde publica. A ocorréncia
de micotoxicoses suscita preocupac¢do, mas ainda se sabe pouco
sobre potenciais efeitos sinergisticos ou antagdnicos com outras
substancias. A determina¢do das doses maximas de micotoxinas
que se podem ingerir sem causar riscos para a saude sdo dificeis de
determinar, mas a avaliagdo do risco das micotoxinas para a saude é
necessario para a protecdo do consumidor e para o estabelecimento

de limites legais quanto a presenc¢a destes contaminantes nos
alimentos [CAST, 2003).

1.3 PRINCIPAIS TIPOS DE MICOTOXINAS

Um grande nimero de fungos é capaz de produzir micotoxinas,
algumas destas, apresentam capacidade mutagénica e carcinogénica,
enquanto outras apresentam toxicidade especifica a um érgdo ou sao
toxicas por outros mecanismos. No minimo 14 destas substancias
sdo carcinogénicas, sendo as aflatoxinas as mais potentes (Instituto
ADOLF LUTZ, 2005)

AFLATOXINAS (AFLS)

Até de 1960 o interesse nas espécies do género Aspergillus se
concentrava apenas no uso de algumas estirpes no processamento
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de alimentos na Europa e no Oriente, além da habilidade de alguns
isolados no parasitismo de insetos (BEUCHAT, 1978),

A descoberta da aflatoxina ocorreu em 1960 na Inglaterra,
devido ao surto da doenca X do peru. Durante a epidemia, milhares de
aves morreram apds o consumo de torta de amendoim e o principal
fungo encontrado no alimento foi 0 Aspergillusflavus (WOGAN, 1992).

0 termo aflatoxina foi formado a partir do nome do seu
principal agente produtor (Aspergillusflavus toxina), no entanto ha
muito se relata a producdo desta micotoxina também por A. parasiticus
e somente mais recentemente as espécies A. nominus, A. bombycis,
A. pseudotomari e A. ochraceoroseus tenham também se mostrado
aflatoxigénicas (MOSS, 2002).

Sdo conhecidos, atualmente, peio menos 17 compostos
similares designados pelo termo aflatoxina, dentre eles, destacam-se
quatro, B1, B2, G1, G2; sendo que sua biotransformacao, em diversas
espécies animais, resulta na producdo de M1 e M2. As aflatoxinas
M1e M2 foram isoladas inicialmente no leite e urina de animais que
consumiram AFLs (OLIVEIRA et al, 1997).

Estas micotoxinas se desenvolvem naturalmente em produtos
alimenticios como: amendoim, milho, feijao, arroz, trigo, entre outros.
Um dos cereais mais sensiveis ao fungo é o amendoim, cuja invasao
de microrganismos neste alimento pode ocorrer no solo, durante o
processo de formacao de sementes, na colheita, nas fases de secagem,
beneficiamento e armazenamento (BRUNO, 2000; ROSSETTO et al,
2003).

0 uso de alimentos contaminados pela aflatoxina, para fabricar
racgdes, tem sido relatado como um problema importante e com sérias
implicacdes econdmicas para a industria avicola, bem como de outras
espécies domésticas de interesse econdmico (BATINA et al., 2005).

Desta forma, todos os cereais, sem excec¢do, devem ser alvos
de controle, pois podem estar contaminados, mas o arroz e feijao,
embora ndo sejam um dos alimentos mais suscetiveis a AFLs, exigem
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um olhar mais atento, por se tratar de alimentos que diariamente
estdo na mesa do brasileiro (NUNES et al, 2003).

Os seres humanos e varias espécies domésticas sdo sensiveis
aos efeitos toxicos das AFLs que podem ser agrupados como: agudos,
mutagénicos, neoplasicos e teratogénicos (GROOPMAN et al.,, 1980;
HARRISON et al,, 1993).

A toxicidade em frangos, por exemplo, é caracterizada pela
diminuicdo das concentra¢des de proteina total, albumina, colesterol,
glicose, acido urico, fésforo inorganico e calcio e no aumento da
atividade enzimatica da alanina amino transferase (ALT) e aspartato
amino transferase (AST), indicativos de lesdes hepaticas (SANTURIO,
1999).

De modo analogo, em saude publica, as AFLs tém sido associada
a etiologia de neoplasias hepaticas em humanos, mediante a ingestdo
de alimentos contaminados. Além disso, evidéncias demonstraram
que elas podem estar associadas ao desencadeamento de outras
doencgas, tais como: sindrome de Reye, causa de encefalopatias e o
Kwashiorkor, severa forma de desnutricdo (OLIVEIRA et al,, 1997).

OCRATOXINA A(OCA;

A ocratoxina A foi descoberta em 1965 como um metabdélito de
Aspergillus ochraceus (Van Der Merwe et al., 1965). Ela é produzida
também por A. alliaceus, A. auricomus, A. carbonarius, A. glaucus,
A. meleus e A. niger, além de Penicillium nordicum e P. verrucosum
(CIEGLER et al,, 1972; PITT, 1987).

Aspergillus niger é uma espécie utilizada amplamente na
industria, para a producao de enzimas e acido citrico para o consumo
humano, sendo assim, é importante se certificar que os isolados

industriais ndo sejam produtores de ocratoxina A (HEENAN et al,,
1998; TERENet al,, 1996).
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Esta micotoxina tem sido encontrada em aveia, cevada, centeio,
trigo, graos de café e em outros produtos para consumo humano e
animal e ainda se estuda a possibilidade de ocorréncia em vinhos
produzidos por uvas infectadas por A. carbonarius (PITT, 2000).

Além de ser reconhecidamente nefrotdxica, a ocratoxina
A comporta-se, também, como hepatdxica, imuno-supressora,
teratogénica e cancerigena (SCHLATTER et al., 1996).

Ela tem sido encontrada no sangue e em outros tecidos animais
e no leite, inclusive em leite humano (Marquardt e Frohlich, 1992),
bem como em carne suina para consumo humano (FINK-GREMMELS,
1999).

De forma geral, a Ocratoxina A esta associada a nefropatias
em todos os animais estudados até o momento e é no ser humano,
entretanto, onde essa substancia tem a mais longa meia-vida para sua
eliminacdo (Creppy, 1999). A Agéncia Internacional para Pesquisa
do Cancer classificou a ocratoxina A como um possivel cancerigeno
humano (BEARDALL e MILLER, 1994).

Em suinos, esta toxina tem sido responsabilizada pela
nefropatia, uma doeng¢a endémica da Dinamarca, onde também esta
associada a morte de aves (Hamilton et al,, 1982; Burns e Dwived,i,
1986; Krogh, 1987). A mortalidade pode chegar a 90% nos lotes
suinos afetados (DILKIN e MALMAN, 2004).

TRICOTECENOS

Tricotecenos sdo produzidos por uma série de géneros
de fungos: Cephalosporium, Cylindrocarpon, Fusarium,
Myrothecium, Phomopsis, Stachybotrys, Trichoderma, Trichoteciu e
Verticimonosporium. Entretanto, a maioria das toxinas teem sido
isoladas e caracterizadas a partir de colénias de Fusarium (AGARWAL
e SINCLAIR et al,, 1987)..
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Estas micotoxinas constituem um grupo de aproximadamente
150 metabolitos conhecidos (COLE; COX, 1981), mas as informacgdes
a cerca de contaminag¢des em produtos alimentares sdo limitadas a
ocorréncia principalmente de desoxinivalenol (vomitoxina) (DON),
nivalenol (NIV), toxina T-2, toxina HT-2 e diacetoxiscirpenol (DAS), todas
produzidas por espécies do género Fusarium (FREIRE et al., 2007).

Os efeitos dos tricotecenos sdo reconhecidos pela forte
capacidade de inibicao da sintese protéica eucariotica, interferindo
nos estagios inicial, de alongamento e do terminal da sintese protéica
(STAFFORD e MCLAUGHLIN, 1973; WE1 et al,, 1974).

O DON, especificamente, € uma das micotoxinas mais
comumente encontradas em graos, quando ingerida em doses elevadas
por animais, ela causa nauseas, vomitos e diarréia em suinos e outros
animais, pequenas doses, podem provocar perda de peso e recusa
alimentar (MILLER etal., 2001).

Tem sido levantada a hipdtese de que a toxina T2 e o DAS
estariam associados a doenca Aleuquia Téxica Alimentar, a qual
afetou milhares de pessoas em Orenburg, uma regido da antiga Unido
Soviética, durante a Segunda Guerra Mundial. As pessoas doentes
teriam se alimentado de graos infectados por F sporotrichioides e
F poae (JOFFE, 1978). DON e a toxina T2 tém sido detectadas, no
Brasil, associadas a graos de milho, a farelo de trigo e a produtos de
panificacdo (OLIVEIRA e SOARES, 2001).

ALCALOIDES ERGOTICOS

A producdo dos alcaloides ergoticos ocorre nos esclerédios
de diversas espécies do género Claviceps. Os efeitos desses alcaloides
sobre o homem sao conhecidos desde a I[dade Média depois da morte
de milhares de pessoas em 994, no sul da Frang¢a provocadas pela

ingestdo de graos de cereais infectados por Claviceps purpurea
(KRUPPA, 2004).
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O consumo de alcaloide pode resultar em gangrena, levando
a necrose de extremidades e afeta também o sistema nervoso
central, resultando em convulsdes e paralisia, além de desordens gas
gastroentenstinais (AGARWAL e SINCLAIR et al., 1987). Os esclerddios
desses fungos possuem uma gama de alcaloides, dos quais os mais
importantes sdo os derivados do acido lisérgico. Além desses ocorrem,
ainda, a ergometrina, a ergotamina e a ergotoxina (uma mistura
de ergocornina, ergocristina e ergocriptina, todos tripeptideos
ciclicos derivados do acido lisérgico). As espécies produtoras desses
alcaloides, além de Claviceps purpurea (centeio, e outros cereais),
inclui C paspali (gramineas forrageiras), C fusiformis (em Pennisetum
typhoides), C gigantea e Sphacelia sorghi (forma anamérfica de
Claviceps) (HAWKSWORTH et al,, 1995).

Atualmente, os casos de ergotismo sdo bastante raros em virtude
de a maioria dos esclerddios ser eliminada durante o processamento
nos moinhos. Somente niveis muito baixos de alcaloides ergoticos
podem ser ainda detectados, mas sdo relativamente termolébeis,
sendo quase sempre destruidos no processo de panificagio (PERAICA
et al, 1999).

Embora o problema do ergotismo tenha sido praticamente
eliminado da cadeia alimentar humana, ainda é considerada uma
ameaca sob o aspecto veterinario. Dentre os animais suscetiveis de
intoxicagdo, incluem-se bovinos, ovinos, suinos e aves e os sintomas
clinicos do ergotismo nesses animais se manifestam na forma de
aborto, convulsdes, supressdo da lactacdo, hipersensibilidade e ataxia
(perda da coordenacdao dos movimentos musculares voluntarios),
além da gangrena (LORENTZ, 1979).

ZEARALENONA

Existem cinco espécies de zearalenonas de ocorréncia
natural, as quais sdo produzidas por Fusarium spp., principalmente
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FE graminearum e E tricinctum. Associados ao milho, esses
organismos invadem a planta no estagio de floracao, principalmente
durante periodos chuvosos. Se os niveis de umidade permanecem
suficientemente altos ap6s a colheita, o Hingo cresce e produz a toxina
[FOOD INGRED1ENTS BRASIL, 2009)

A acdo desta toxina se dd pelo estimulo aos receptores
estrogénicos citoplasmaticos, incrementando a sintese protéica no
aparelho reprodutor. Estas alteracdes podem levar a pseudogestacao
e leva a quadros caracterizados por vulvovaginite, leitdes fracos e
natimortos. Também pode-se observar uma reduc¢do nas taxas de
concepg¢do, acompanhadas da repeticdo de cio. Em machos jovens a
toxina causa feminizacdo, atrofia testicular e aumento da glandula
mamaria, reducdo da libido e uma discreta reducao sobre a qualidade
espermatica (DILKIN e MALLMANN, 2004).

OUTRAS MICOTOXINAS

Além das micotoxinas ja citadas, existe ainda uma grande
variedade de metabdlitos secundarios produzidos por fungos que
associados a produtos alimentares sao considerados téxicos a
humanos e animais como as patulinas, fumonisinas, citrinas, acidos
penicilicos, entre outros.

A Patulina, produzida por espécies fungicas dos géneros
Aspergilius (A. clavatus) e Penicillium (P. patulum e P expansum) era
comumente associada a cura do resfriado, no entanto, mais tarde foi
considerada demasiadamente toxica para o uso, sendo considerada
carcinogénica, o que ainda é questionado (AGARWAL e SINCLAIR et
al,, 1987).

As fumonisinas foram descritas e caracterizadas em 1988 e
sdo produzidas por uma grande diversidades de fungos do género
Fusarium. A presenca desta micotoxina em graos de milho tem sido
associada a casos de cancer de es6fago em habitantes das regides
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de Transkei (Sul da Africa), China e nordeste da Italia (PERAICA et
al, 1999). Sao responsaveis, também, pela leucoencefalomacia em
equinos e coelhos (FANDOHAN et al, 2003); edema pulmonar e
hidrotorax em suinos (HARRISON et al.,, 1990) e efeitos hepatotdxicos,
carcinogénicos e apoptose (morte celular programada) em figado de
ratos (POZZI et al., 2000).

1.4 FATORES QUE AFETAM A PRODUCAO DE MICOTOXINAS

As micotoxinas sdo produzidas somente quando certas
condi¢cdes ambientais, tais como temperatura e umidade, além das
caracteristicas bioquimicas dos produtos que servem como substrato,
sdo propicias para a sua produc¢do. Outro fator muito importante
é a integridade fisica da semente ou grao. A contamina¢do podera
ocorrer mesmo em material armazenado, porque lesdes mecanicas
provocadas por insetos ou durante o processamento, tornam os
cereais muito susceptiveis a proliferacdo de fungos (INSTITUTO
ADOLF LUTZ, 2005)

Em campo, o estado da cultura é apontado por Pitt e Hocking
(1997) como o principal fator que governa a ecologia da biodeteriora¢do
dos alimentos por fungos. No entanto, em tecidos doentes, dormentes,
ou mortos, os fatores que governam a biodeterioracao e a producdo de
micotoxinas sdo fisicos e quimicos e os principais sdo: temperatura;
umidade, composi¢ao nutricional do substrato e outros como tensao
de 02e CO2e pH (CAST, 2003).

Em graos, a faixa viavel de temperatura para a producdo de
micotoxinas situa-se entre 11 e 37-C. Periodos de seca durante o
cultivo do milho também sdo apontados como predisponentes a
producao de aflatoxinas (MALLMANN et al. 1994).

No que se refere a umidade, os principais fungos toxigénicos
sdo capazes de crescer em substrato com 13 a 18% de umidade
(JARVIS, 1971). Em 1967, Lopez e Christensen constataram umidade
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minima de 17,5% para o desenvolvimento de A. flavus. Ja para Puzzi
(1986), a umidade minima para o crescimento desta mesma espécie
esta entre 16 e 16,5%.

Os fungos toxigénicos podem infectar os cultivos em
crescimento, em consequéncia de danos causados por insetos e
outros agentes e produzir toxinas antes da colheita, durante essa e
apos seu armazenamento (MALLMANN et al. 1994).

Assim, o manejo da cultura no campo e ap6s a colheita também
pode ser crucial na producdo destes metabdlitos e caracteristicas
como tipo de solo, época de plantio, uso de fertilizantes, estresse
hidrico e condi¢cdes de colheita e armazenamento sdo apontadas
como as mais importantes No que se refere ao fungos, o processo de
infeccdo e o tipo de invasdao também podem interferir na producao
destes metabdlitos. Em infec¢cdes mais severas, ocorre uma grande
producdo de metabdlitos secundarios (AGARWAL; SINCLAIR et al,,

1987).

1.5 CONTROLE

Na posicdo de um dos paises lideres na producdo de alimentos
agricolas e de commodities, o Brasil possui condigées ambientais
excelentes para o crescimento de todos esses fungos micotoxigénicos
e possui inimeros relatos de problemas acarretados por micotoxinas
sendo necessario a ado¢do de medidas de controle (FREIRE et al,,
2007).

De uma forma geral, a melhor forma de impedir a producdo de
micotoxinas e seus efeitos deletérios esta em controlar o crescimento
de fungos, empregando medidas, tais como diminuir a presenca de
insetos nas plantacdes e a umidade durante a armazenagem das
matérias-primas e racdes, além de diminuir as perdas nutricionais
aos graos (ROSMANINHO etal., 2001).
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A secagem eficiente dos graos e sua conservacdo sem umidade é
sem duvida a principal medida de controle de producdo de micotoxinas
quando se fala em pds-colheita. No entanto, ainda hd muito a se fazer
em condicdes de campo e medidas tais como a irrigacao, por exemplo,
como alternativa para controlar a umidade é fator crucial para a
sanidade do grao produzido (AGARWAL e SINCLAIR et al.,, 1987).
Apoés a colheita, além da secagem dos graos, a classificacdo destes
também pode ser eficiente, pois elimina grdaos com danos mecanicos,
mais suscetiveis ao ataque de fungos. 0 controle quimico e biolégico
também podem ser apontados como importantes alternativas, além da
detoxificacdo, adotada quando ocorre a infeccdo pelo fungo toxigénico
e a consequente producao de micotoxina (AGARWAL e SINCLAIR et
al, 1987),

Caso o controle preventivo tenha sido ineficiente, uma vez
produzidas as micotoxinas, deve-se recorrer a possibilidade de
reducdo do seu impacto sobre o desempenho dos animais e para
isto, tem-se feito uso de adsorventes de toxinas (KRABBE, 1995),
que sdo substancias que ndo sdo absorvidas no trato gastrintestinal
e tem a capacidade de ligar-se a micotoxinas e transporta-las sem
absorgdo para fora do trato digestivo das aves e, consequentemente
impedira intoxicacdo (BELLAVER, 2000).

No Brasil, com base nos conhecimentos entdo disponiveis,
estabeleceu-se, a legislacdo brasileira sobre micotoxinas para
alimentos de consumo humano e animal (BRASIL, 1998). Sao
determinados niveis aceitaveis de contaminag¢do nas ra¢des animais,
por exemplo, para o caso das aflatoxinas, dos quais nao deve conter
mais de 0,03g de escler6dios por 100g de alimentos, exceto para a
alimentacao de suinos, coelhos e chinchilas na gravidez e lactacgao,
onde as ragdes devem ser completamente livres de estruturas do
fungo (ROSMANINHO et al., 2001),
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Mecanismos de defesa da planta
hospedeira contra fitopatégenos

Lidiany Aparecida Barbosa
Luciana Cordeiro do Nascimento

A infecgdo de uma planta por um microrganismo parasita
ocorre logo em seguida a penetracdo e colonizagio deste nos tecidos
do hospedeiro, quando retiram os nutrientes necessarios para sua
sobrevivéncia e neutralizam as reagdes de defesa das plantas. Para
isso, utiliza-se principalmente de substancias tais como enzimas,
toxinas e hormoénios, cuja importancia varia grandemente nas
interagoes hospedeiro-patogeno. Por outro lado, as plantas necessitam
se defender dos microrganismos potencialmente invasores utilizando-
se de diferentes mecanismos de resisténcia (AGRIOS, 2005).

Tendo em vista a inexisténcia de resposta imune mediada por
anticorpos, as plantas desenvolveram durante o processo de evoluc¢ao,
mecanismos diferenciados de defesa que, quando acionados (na
maioria das vezes por fungos, bactéria e virus) percebem a agressio,
traduzindo a percep¢do em uma resposta apropriada e de forma
adaptativa (PIETERSE et al.,, 2005; SHEWRY ¢ LUCAS, 2007).

A ativagao do mecanismo de defesa da planta ocorre por meio
de sucessivos eventos e sinais que se iniciam no reconhecimento pela
planta do agente agressor e culmina com a ativagao das barreiras
fisicas e quimicas envolvidas no processo (FERNANDES et al., 2009).
De acordo com Pinheiro-Margis et al. (1999) o complexo
sistema de defesa e adaptacdo das plantas pode agir de trés formas.
A primeira, a resisténcia constitutiva, ocorre mesmo sem a acio de
agentes agressores: recebida por heranga dos ancestrais, torna as
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plantas imunes {ou nio-hospedeiras) a maioria dos patogenos. As
outras formas sdo a resisténcia localizada, ativada no ponto onde
ocorre a agressao, e a resisténcia sistémica adquirida, que protege
a planta contra ataques subseqtientes.

0 emprego da indugdo da resisténcia, com especial desta-
quedentro de um sistema integrado de controle, visando redugdode
perdas ocasionadas pela doen¢a desponta como umaalternativa de
reducio de agrotéxicos e melhoria da qualidadedo produto final. Como
uma alternativa mais racional em programas de manejo de doencas
de plantas, em associacdo com os tratos culturais, os produtos de
indugio da resisténcia da planta, apresenta um mecanismo de acdo
alternativa quenio causa dano ao meio ambiente (CAMPOS, 2009).

1 INDUCAO DE RESISTENCIA

A resisténcia induzida é dependente do intervalo de tempo
entre o tratamento inicial (tratamento indutor) e a subsequente
inoculagio do patégeno (tratamento desafiador) (FRANZENER, 2003).
Essa dependéncia indica que mudangas especificas no metabolismo
da planta, envolvendo a sintese e/ou acimulo de substincias sao
importantes no fenémeno da resisténcia induzida (PASCHOLATI e
LEITE, 1995).

Aindugio de resisténcia foi conceituada como sendo a ativagao
de um mecanismo de resisténcia contra doengas, o qual € induzido
sistemicamente em plantas pela utilizagao de agentes externos
(indutores) bidticos ou abidticos, sem qualquer alteragdo no genoma
da planta, ocorrendo de maneira nio especifica, por meio da ativagao
de genes que codificam para diversas respostas de defesa (STADNIK,
2000; HAMMERSCHMIDT et al., 2001).

E importante salientar que, a atividade do agente indutor
nio é devida a a¢do antimicrobiana ou a sua transformagao em
agentes antimicrobianos, mas sim devida a capacidade do mesmo
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em sensibilizar a planta e a mesma ativar os seus mecanismos de
defesas estruturais e bioquimicos em resposta a presen¢a de um
patogeno em potencial. Usualmente é complexa e tem como base, a
a¢ao combinada de diversos fatores e ndo apenas um componente
(SOARES e MACHADO, 2007).

Os principais tipos de resisténcia sdo: a resposta hipersensitiva
(HR]}, aresisténcia sistémica adquirida (RSA) e a resisténcia sistémica
induzida (RSI).

RESPOSTA HIPERSENSITIVA (HR)

Aresposta hipersensitiva ou rea¢do de hipersensibilidade em
plantas envolve sucessivos eventos e sinais que compreendem desde
o reconhecimento entre patogeno e o hospedeiro até o colapso celular
vegetal localizado. Ela se constitui na primeira etapa da resposta de
defesa da planta, sendo seguida de outras alteragdes, quer seja no
sitio de infecgdo ou em toda a planta. (SILVA et al., 2008; FERNANDES
etal, 2009).

Os aspectos fisioldgicos e morfologicos da HR incluem o
aumento rapido de agentes oxidantes, perda de ions potassio e ganho
de ions hidrogénio pelas células, espessamentodas paredes celulares
e da cuticula, inchamento da mitocéndria por causa da formagio
de poro de transi¢io de permeabilidade (PTP) precedendo a morte
celular programada (JONES, 2000; AGRIOS, 2004), além da sintese
de fitoalexinas e proteinas relacionadas a defesa (VERBENE et.al.,
2000; DURRANT, W. E.; AGRIOS, 2004; DONG, 2004;).

O papel da HR em interagdes com patogenos biotroficos
obrigatdrios, os quais formam associa¢des haustoriais intimas com
as células hospedeiras, causando a morte celular no sitio de infecgdo,
pode impedir que estes tenham acesso a nutrientes, o que os levaria
a morte. Nas interagdes envolvendo patégenos hemibiotréficos ou
necrotroéficos, o papel da HR ainda niio esta totalmente esclarecido,
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visto que estes patdégenos podem obter nutrientes a partir de células
mortas [FERNANDES, 2004).

RESISTENCIA SISTEMICA ADQUIRIDA [SAR)
& RESISTENCIA SISTEMICA INDUZIDA (RSI)

Apesar de aos longos dos anos serem consideradas sinébnimas
e de funcdes andlogas, atualmente, estudiosos concordam sobre a
distincdo das formas através das quais esses mecanismos de resisténcia
sdo induzidos. Portanto a resisténcia sistémica adquirida (SAR) ea
resisténcia sistémica Induzida(RSI) sdo fendmenos distintos, embora
fenotipicamente semelhantes (SILVA et al,, 2008).

A SAR é explicada pela manifestacdo ou produ¢iao de um
sina! liberado a partir do sitio de infeccdo que provoca a necrose e a
translocacdo deste sinal para outras partes da planta, induzindo reagdes
de defesa que protegera a planta contra agressdes subsequentes
(SILVA et al., 2008).

NaRSl ndo ha acimulo de proteinas relacionadas a patogénese
(PR-proteinas), ndo ha alteragdes visuais perceptiveis, o agente
indutor é, usualmente, um ndo-patégeno, sua indu¢ido nao é o
salicilato-dependente, parecendo haver uma outra rota de sinalizagdo
mais associada a jasmonatos e etileno (PIETERSE et al., 1998;
VAN LOON et al.,, 1998), no entanto a planta também protege-se
sistemicamentefSTICHER et al,, 1997; VAN LOON et al.,, 1998; SILVA
etal.,, 2008).

0 mecanismo da SAR deve envolver uma cascata de eventos e
sinais, os quais iniciam-se no momento da intera¢do planta/patégeno
ou do tratamento com fatores abidticos, levando a alteragdes no
seu metabolismo celular, culminando com a emissdo de sinais
moleculares dirigidos para outras partes da planta, atuando de
forma inespecifica, promovendo a reducido da severidade da
doenca. Em resposta a distribuicdo dos sinais dentro da planta,
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esta seria induzida a sintetizar agentes de defesa, incluindo as
PR-Proteinas, além da formac¢do de barreiras estruturais, como a
lignina. A participacdo de compostos, como o 6xido nitrico, etileno,
acido jasmédnico (JA) e acido salicilico (SA), tem sido sugerida como
sinalizadores da SAR. A participacdo do SA na SAR deve-se a sua
presenca, em altos niveis, em plantas que apresentam esta resposta
(DOREY etal, 1997; DURNER et al, 1997; DIAS, G. B, RANGEL, T. B.
A., 2007). Para que ocorra a SAR, a infeccao inicial precisa resultar
na formacdo de lesdes necroéticas, decorrentes da HR (acimulo de
peroxido de hidrogénio) ou como sintoma da doenca (HAMMOND-
KOSACK, K. E, JONES,). D. G., 2000).

0 espectro de efetividade de RSI e SAR sobrepdem-se
parcialmente, mas também diverge, sugerindo que as respostas
defensivas ativadas durante os dois tipos de resisténcia induzidas,
sdo no minimo diferentes.

MECANISMOS DE RESISTENCIA

A resposta das plantas ao ataque de patégenos trata-se
de em sistema altamente complexo, capaz de resistir ao ataque
por patégenos. A constituicdo da superficie exterior das plantas
(cuticulas cerosas e compostos antimicrobianos pré-formados)
compreende a primeira barreira encontrada pelo patégeno. A
parede celular constitui-se uma segunda barreira para prevenir
a entrada de possiveis invasores. Os patégenos que conseguem
superar as barreiras fisicas deparam-se com as respostas induzidas
e o sistema basal de defesa é o primeiro a ser ativado na interagao
microrganismo-planta e constitui-se de respostas de defesa
gerais e localizadas (CH1SHOLM et al,, 2006).0s mecanismos de
resisténcia sdo divididos em duas categorias: pré-formados e pds-
formados. Cumpre ressaltar que ambos podem ser subdivididos
em estruturais e bioquimicos (DIAS e RANGEL, 2007). O resultado
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final da atuacdo dessesdiferentes mecanismos é evitar ou atrasar
a entrada de um microrganismo no interior da planta, bem como
criar condi¢gdes adversas para a colonizacdo dos tecidos vegetais
pelo mesmo.

PRE-FORMADOS ESTRUTURAIS E BIOQUIMICOS

Dentre os pré-formados estruturais, destacam-se a presenca
de cuticula, tricomas, tipo de estématos, fibras e forma dos vasos
condutores. Entre os bioquimicos, encontram-se os fendis, alcaloides,
lactonas insaturadas, glicosideos fenélicos, fitotoxinas e inibidores
protéicos (DIAS e RANGEL, 2007).

Lima e Lara (2004) averiguaram se a densidade dos tricomas
presentes nos diferentesgenétipos de soja estudados poderia estar
correlacionada com a preferéncia da mosca branca (Bemisia tabaci
(Genn.)) para oviposicdo e concluiram com o trabalho que havia a
tendéncia do inseto emovipositar nos gen6tipos com maior nimero
de tricomas. Em tomates, uma espécie silvestre tem-se mostrado
uma promissora fonte de resisténcia a artrépodes e esta resisténcia
esta ligada é atribuida a elevados teores da 2-tridecanona (2-TD),
uma metil-cetonapresente apenas em pequenas quantidades em L.
esculentum Mill. (FERY e KENNEDY, 1987). A 2-TD esta localizada
em tricomas glandulares presentes nos foliolosdo tomateiro. Aragio
et al. (2000) com seu trabalho chegou a conclusdao que a espécie
silvestre Lycopersicon. hirsutum var.glabratum Mill. ('P1 134417")
apresentou, de modo geral, maior densidade de tricomas glandulares
em seus foliolos e maiores concentracdes da 2-tridecanona, se
comparada a espécie cultivada L. esculentum Mill.(“TOM 556') e
que a selecdo de genotipos com alto teor de 2-TDlevou, portanto,

a um aumento no nivel de repelénciaao acaro-rajado Tetranychus
urticae Koch.
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POS-FORMADOS ESTRUTURAIS E BIOQUIMICOS

Nos pés-formados podem ser encontrados mecanismos
estruturais: papilas, halos, lignificagao, formacdo de camadas de
cortica, calose, silicio, tiloses em vasos, etc; e bioquimicos: producao
de fitoalexinas, proteinas-RP, glicoproteinas ricas em hidroxiprolina,
inibidores de proteases, peroxidases, entre outros. (PASCHOLATI e
LEITE, 1995).

Dentre as barreiras estruturais, a lignificagdo é uma das
respostas ativas de defesa da planta mais importantes, induzida por
agente bidtico ou abidtico sendo, provavelmente, uma caracteristica
de resisténcia que confere refor¢co a parede celular, A lignificacao
ocorre com a acumulacao da lignina e sua biossintese se da na via
metabolica dos fenilpropanoéides, envolvendo a enzima fenilalanina
amonia liase (FAL) na etapa inicial responsavel pela conversido da
fenilalanina em 4cido cinamico e peroxidase na etapa final (FUKUDA
e KOMAMINE, 1982; HELDT, 1997). A lignificacdo da parede celular
propicia uma barreira fisica ao avanco do fitopatégeno, impedindo
que as enzimas hidroliticas secretadas por estes dissolvam as células
vegetais. A indugdo da lignificacdo tem sido relacionada como uma
resposta de defesa em hospedeiros suscetiveis (STICHER et al.,, 1997).
Enzimas vegetais, como as quitinases e R-1,3 glicanases, atuam
degradando a parede celular do patégeno e, conseqientemente,
liberam esses compostos, os quais ativam o sistema de defesa da
planta (HAMMERSCHMIDT, R, 1999).

O termo RP-Proteinas foi primeiramente utilizado para
descrever numerosas proteinas extracelulares que se acumulavam
em plantas de fumo (Nicotiana tabacum) infectadas com o virus do
mosaico do fumo (TMV) (VAN LOON e VAN KAMMEN, 1970). Bowles
(1990) ampliou esta definicao incluindo proteinas localizadas intra e
extracelularmente que se acumulavam em tecidos vegetais intactos
ou em cultura de células ap6s o tratamento com elicitores ou ataque
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de patogenos. Algumas dessas RP-Proteinas encontram-se expressas,
embora em baixos niveis, de forma constitutiva em plantas, ou seja, sob
condicdes normais. Entretanto, seus niveis sdo aumentados quando
as plantas sdo submetidas a condi¢ces de estresses. Ha outras que,
embora ndo sejam detectadas em condicdes fisiolégicas normais,
tém seus genes correspondentes ativados, vindo a ser detectadas
nos tecidos vegetais ap6s injuria, apés o ataque de patégenos e/ou
pragas e sob condi¢des de estresses ambientais do tipo salinidade,
seca ebaixas/altas temperaturas (BERNARDSetal., 1999; MARTINS-
MIRANDA, 2002). A inducdo destas proteinas é mediada pela acao
de substancias sinalizadoras que sao classificadas em dois tipos,
conforme sua origem: elicitores enddgenos, da proépria planta; e
elicitores exd6genos, do patégeno (WYATT et al, 1991; REPKA, 1996;
THORDAL-CHRISTENSEN et al.,, 2000; CHRISTENSEN et al,, 2002).

Muitas RP-Proteinas possuem tanto atividade antifingica
como atividade antibacteriana in vitro como, por exemplo, quitinases,
glucanases e proteinas que se ligam a quitina. A degradacdo de
polissacarideos estruturais da parede celular de fungos ou alteracoes
na sua arquitetura, promovidas por estas enzimas, podem prejudicar
o desenvolvimento do microrganismo, impedindo seu crescimento
(ZAREIE etal., 2002).

As fitoalexinas sdo definidas como compostos antimicrobianos
de baixo peso molecular, que sao sintetizados pelas plantas ap6s
estresse quimico, fisico ou biolégico e que se acumulam nas células
vegetais em resposta a infec¢do microbiana [PAXTON, 1981;
PASCHOLAT1 e LEITE ,1994; KUC, 1995; HAHN, 1996). Esta constitui-
se na resposta de defesa a patégenos mais bem estudada nas plantas
(TAIZ e ZEIGER, 2009).

A sintese de fitoalexinas ocorre em inclusdes citoplasmaticas
préximas ao local da tentativa depenetragdo do patégeno. Sua acdo
nos fungos se dapor desorganizacdo dos contetudos celulares, ruptura
da membrana plasmatica e inibicdo de enzimasfungicas. Esses efeitos
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refletem-se na inibicdo da germinagdo e elongacdo do tubo germinativo
e inibicdo do crescimento micelial (LO et al., 1996).

0 mecanismo de ativacdo das rotas e a produgdo das fitoalexinas
parece ser um ponto comum de resisténcia a microrganismos
patogénicos em uma grande variedade de plantas. Em geral, as
fitoalexinas estdo presentes em baixa concentracdo nas plantas
antes da infec¢do, aumentando rapidamente a sua concentragdo apds
o ataque do microrganismo (HAIN et al, 1993) devido a ativacido de
novas rotas biossintéticas. O ponto de controle da reacdo é o inicio
da transcricdo do gene.

Esta explicacdo serve de indicativo para afirmar que as
plantas possuem complexo arsenal enzimdatico para ativar a sintese
de fitoalexinas. Uma vez incitado logo apo6s a infeccdo do hospedeiro,
provavelmente desencadeara a transcricdo de m-RNAs especificos
para a producdo das proteinas de resposta correspondentes (TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Bonaldo etal. (2004) desenvolveu um trabalho cujo objetivo
foi verificar o potencial do extrato aquoso de eucalipto em inibir a
germinacdo de esporos e apressoérios de Colletotrichum langenarium
(Pass.) Elis e Ralst; induzir a sintese de fitoalexinas em bioensaio
de mesocétilos de sorgo(Sorghum bicolor L.) e cotilédones de soja
(Glycine max (L.) Merril) e induzir resisténcia em plantas de pepino
[Cucumis sativus L.) contra o patoégeno C.lagenarium agente causal
da antracnose ondefoi constatado o efeito elicitor de fitoalexinas nos
bioensaios com mesocoétilos de sorgo e cotilédones de soja indicando
que o eucalipto possui a capacidade de ativar mecanismos de defesa
nessas plantas.

Peiter-Beninca et al. (2008) avaliando a induc¢ao de
fitoalexinas em sorgo e soja tratados com extratos de basidiocarpos
de Pycnoporus sanguineus concluiram que os extratos organicos
diclorometanico, hexanico e etanoélico de basidiocarpos de P.
sanguineus nao possuem atividade indutora de fitoalexinas em
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cotilédones de soja, mas induzem a sintese de deoxiantocianidinas
em mesoco6tilos de sorgo.

2 COMPOSTOS ENVOLVIDOS NA DEP:FSA DE PLANTAS

Acido salicilico (SA)

0 principal papel fisiolégico atribuido ao SA na planta é o de
funcionar como uma molécula sinalizadora, induzindo o hospedeiro
a expressar resisténcia contra o ataque de patégeno. Esta funcdo foi
sugerida em decorréncia do SA se acumular em plantas submetidas
a condicdes adversas, quer seja por ataque patogénico, quer pelo
tratamento da planta com elicitores quimicos, e por sua propriedade
de induzir a expressdo de genes ligados a varias PR-Proteinas
(MARTINEZ et al., 2000).

A biossintese de SA nas plantas, assim como o da maioria dos
compostos fenoélicos, depende da biossintese de fenilalanina que
é sintetizada a partir da eritrose 4-fosfato e do fosfoenolpiruvato,
através de uma série de reacdes que compdem a via do Shikimato/
Arogenato. A fenilalanina formada se converte, por sua vez, em
transcinamato, por meio da acdo da enzima fenilalanina aménia
liase (PAL). O transcinamato parece, entao, seguir duas vias. Numa
delas, haveria formacdo do 4cido benzbico que, apés aacao da enzima
acido benzdico 2-hidroxilase, se converteria em SA. Na outra, o trans
cinamato seria hidroxilado a acido 2-cumarico que seria, entdo,
oxidado a SA (RYALS et al,, 1994; STRACK, 1997).

Além de sua participacdo na SAR, o SA é tido como responsavel
pela ativagdo das funcdes efetoras da resisténcia no local da infeccao.
Tal observagdo sugere que o SA é requerido tanto para respostas
sistémicas especificas como ndo-especificas, estando, assim, aberta
uma série de questdes, tais como: quantos mecanismos sinalizadores

Mecanismos de defesa da planta hospedeira contra fitopatégenos

da resisténcia sdo dependentes do nivel de SA; quantos nao sao;
e através de que mecanismos estes sinalizadores induzem a SAR
(GODIARD et al,, 1994). Estudos recentes mostraram que o 6xido
nitrico é requerido para que o SA funcione como um indutor da SAR
(SONG; GOODMAN, 2001).

Peréxido de hidrogénio

E uma molécula intermediaria formada pela reacgio de
dismutacdo de 02 catalisada pela enzima SOD, pela reduc¢do de dois
elétrons na molécula de 02e pela acdo de diversas enzimas oxidases,
localizadas nos peroxissomas. E altamente difusivel tanto no ambiente
intra como no extracelular. Reage lentamente com tiois, sais de ferro,
proteinas heme e peroxidases para iniciar rea¢des que geram radicais
livres e peroxidac¢des lipidicas. Em presenca de metal de transicao
gera *OH via reacao de Fenton (VASCONCELQS, 2007).

O peréxido de hidrogénio era visto, até pouco tempo, apenas
como um composto toéxico para a célula. Atualmente, sabe-se que
ele é muito mais do que isso. O H2 2atua como uma molécula
sinalizadora que controla diferentes respostas e estimulos, tanto
em células animais como vegetais (FINKEL, 2000), A geracao de
H,02é aumentada em resposta a diferentes condicdes de estresse,
sugerindo que este composto desempenha papel importante
no processo de aclimatacdo e tolerancia cruzada, na qual uma
exposicdo prévia a um determinado estresse pode induzir tolerancia
a subsequentes exposi¢cdes ao mesmo estresse ou a outro diferente
(NEILL et al.,, 2002). Trata-se também de uma molécula capaz
de exercer influéncia sobre varios processos, como germinacgao,
florescimento em plantas (LAMOTTE et. al,, 2005; SIMPSON, 2005),
lignificacdo da parede celular (Ferrer e Ros, 1999), morte celular
(POLVERARI et al,, 2003), sinalizacdo durante injdria, entre outros
(HUANG, 2004).
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Controle de patégenos em sementes:
métodos culturais, quimicos
e biolagicos

Daniel Ferreira

Luciana Cordeiro do Nascimento

A qualidade sanitdria em sementes é fator que a cada dia
tem despertado maior atencdo do setor produtivo. A semente por
sua vez, constitui um dos mais eficientes veiculos de disseminacgao
de patégenos para areas até entdo isentas. Os efeitos do uso de
uma semente infectada ou mesmo o uso de sementes sadias em
areas infestadas por patégenos nocivos podem ser identificados
pela presenca de podridées de uma forma geral, reducdo no stand,
perda de produtividade, morte de plantulas e infec¢des em plantas
adultas (LUCCA F1LLHO0,1985).

Nesse sentido para que se produzam sementes em
escala comercial e com qualidade desejada se faz necessario
um planejamento e adocdo de medidas que sdo iniciadas desde
0 campo de producdo até o armazenamento que passam pelos
métodos culturais, quimicos e biolégicos os quais abordaremos
nesse capitulo.

1 METODOS CULTURAIS

De acordo com Caseia & Ferreira (2001) o controle cultural
de patégenos consiste de praticas agricolas que visam reduzir e ate
eliminar o inoculo presente seja ele na superficie das sementes ou
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mesmo em uma area de producado, criando um ambiente desfavoravel
para a proliferagdo do inoculo.

Na figura 01, pode-se obsevar as diversas praticas agricolas
que podem ser utilizadas na produg¢do de sementes.

Figura 01- Praticas empregadas no controle cultural de patégenos

ROTACAO DE CULTURAS

O uso da rotacdo de culturas em campos de producdo
proporciona diversas vantagens, além de promover o melhor uso
da area de producdo por diversificar a producao local, proporciona
melhor controle de patégenos na area, pois existe uma mudang¢a no
substrato ideal do patégeno (REIS et al. 2005).

De acordo com Almeida et. al. (2008) estudando o efeito da
rotacdo de culturas na especializacdo e diversidade genética de
Macrophomina phaseolina, identificou que a espécie é geneticamente
variavel e que por sua vez pode ser afetada pela rotagdo de culturas
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haja visto que existem diferencas entres solos nao cultivados e
os agriculturais utilizando a rotagao de culturas, ja Berni et, al.
(2002) avaliando a influéncia do preparo de solo e da rotacao de
culturas na severidade de podriddes radiculares no feijoeiro comum,
verificou que a combinagdo entre a rotacao de culturas milho-feijao
e o preparo de solo com grade diminui a incidéncia de Fusarium
solani f. sp. phaseoli.

Toledo-Souza et al. (2008) avaliando sistemas de cultivo,
sucessdes de culturas, densidade do solo e sobrevivéncia de patégenos
de solo afirma que plantios prévios de gramineas, em geral, sdo
supressores das populacdes de Rhizoctonia spp. e de Fusarium spp.
em areas infestadas; plantios prévios de leguminosas, em geral,
favorecem o aumento nas populacdes desses patogenos.

ELIMINACAO DE RESTOS CULTURAIS

A eliminacdo de restos culturais favorece a diminuicao da fonte
de inoculo promovendo assim a menor possibilidade de disseminacao
de doencas. Essa eliminagdo pode ser realizada por via fisica, por
meio da retirada dos restos culturais ou mesmo por meio quimico,
utilizando para isto tratamento com o intuito de minimizar o inoculo
presente (REIS et al. 2005).

Kunieda-Alonso et al.(2005) avaliando a sobrevivéncia de
micélio e esclerddios de Rhizoctonia solani tratados com Trichoderma
spp., em restos de cultura de Eucalyptus sp, identificaram que a
mistura captan + hipoclorito de sédio é efetiva no controle do
patégeno durante, pelo menos, 30 dias. 0 ligeiro aumento na
recuperacdao do fungo ao longo do tempo pode ser explicado
pela remo¢ao do principio fungitéxico pela dagua de chuva no
periodo experimental e ainda que os isolados de Trichoderma spp.
nao interferem na sobrevivéncia de R solani em folhas infetadas
de eucalipto, porém reduzem a viabilidade dos esclerddios do
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patégeno, equiparando-se ao tratamento com fungicida (captan
+ cloro).

INCORPORACAO DE MATERIA ORGANICA

O processo de incorporagdo de fontes orginicas no solo
favorece a manuteng¢io de microorganismos antagonistas o que
promove um maior controle da fonte do indculo presente na area.

Ghini et al. {2002) avaliando a solarizagio (presenca e auséncia)
do solo e incorporagao de fontes de matéria organica (lodo de esgoto,
cama de frango, casca de Pinus e sem matéria organica), no controle
de Pythium spp, constatou que a adigdo de cama-de-frango ao solo
induz a supressividade a Pythium e que o lodo de esgoto e a casca de
Pinus, ndo induzem a supressividade do solo a Pythium.

Com isso podemos ainda avaliar que nao basta apenas
incorporar fontes organica, mas a fonte utilizada é de extrema
importancia na supressio do patégeno.

PREPARO DO SOLO

O preparo do solo ¢ pratica frequente na agricultura em
especial as altamente técnificadas ao que o referido processo pode
servir para disseminacdo patdgenos situados pontualmente em
pontos de uma drea produtiva para todo um campo de produgio. No
entanto os métodos de preparo podem também ajudar no controle e
na diminuigao da fonte de inoculo ja presente na area de producio.

Berni, etal. (2002) avaliando a influéncia do preparo de solo
e da rotagdo de culturas na severidade de podridées radiculares no
feijoeiro comum utilizando preparo de solo com arado+grade (P1),
arado (P2), grade (P3) e plantio direto (P4) associado a rotagdes de
cultura com arroz-feijao (R1), milho-feijao (R2), arroz/calopogdnio
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(Calopogonium muconoides})-feijao (R3) e mitho-feijao-milho-feijao-
arroz-feijao (R4), pode concluir que a combinagéo entre a rotacao
de culturas milho- feijdo e o preparo de solo com grade diminui a
incidéncia de Fusarium solani f. sp. phaseoli ao passo que o sistema
de plantio direto propicia menor severidade do fungo Rhizoctonia
solani as plantas de feijoeiro do que o preparo de solo com grade.

FERTILIZACAO ADEQUADA

0 estado nutricional de uma planta é sem ditvida um dos fatores
que influenciam de forma direta nos mecanismos de defesa contraa
entrada de patégenos ao passo que plantas com deficiéncia nutricional
as torna mais vulneraveis a pragas. No entanto, o desequilibrio
nutricional pode também acarretar maior suscetibilidade.

Conforme observado por Tanaka etal.( 2008) doses progressivas
de N podem se correlacionar com aumentos da produtividade, mas
tornar as plantas e as sementes mais suscetiveis a patdgenos. Os
resultados mostraram que a adubagdo da cultura, visando altos
rendimentos, nem sempre se traduz na obtengio de sementes de
melhor qualidade. A dose de 60 kg/ha de N foi a que proporcionou
o maior retorno em produtividade para a cultura do trigo (Triticum
aestivum L.), porém, os resultados mostraram que esta dose pode
também favorecer a severidade de doengas como a mancha marrom
e a transmissio de B. sorokiniana para as sementes.

DENSIDADE DE SEMEADURA

O arranjo populacional de plantas é fator preponderante no
sentido de potencializar maiores produgdes em menores unidades de
area, no entanto atengio deve ser dada, uma vez que o adensamento pode
criar ambiente ideal para prolifera¢io e desenvolvimento de patogenos.

181



182

FPatologia de sementes: nogdes bdsicas

Muitas das doengas em plantas podem ser controladas ou ate
mesmo combatidas utilizando o espagamento adequado que permita
aeragdo e maior incidéncia de luminosidade nas plantas.

Casa et al.(2007) avaliando a incidéncia de podriddes do
colmo, grdos ardidos e rendimento de grios em hibrido de milho
submetidos ao aumento na densidade de plantas verificou que
incidéncia de podriddes do colmo, grios ardidos e rendimento de
graos em hibrido de milho submetidos ac aumento na densidade
de plantas e que o incremento na densidade de plantas é uma das
maneiras para aumentar a interceptacio da radiacdo solar e elevar
o rendimento de graos da cultura do milho. Entretanto, essa pratica
de manejo também pode favorecer a incidéncia de podriddes de
colmo e de grdos ardidos.

EPOCAS DE PLANTIO

A escolha da época de plantio adequada antes de se iniciar uma
atividade agricola é fator primordial na decis#o, pois diversos aspectos
tem que ser levado em consideragio como a disponibilidade de 4gua
durante todo ciclo, se havera condigdes climaticas satisfatérias para
um methor aproveitamento sem que haja depreciacio da producio
final. Uma escolha inadequada podera proporcionar aparecimento
de doengas devido a condigdes climaticas desfavoraveis, ou mesmo
em perda de produtividade (REIS et al. 2005).

Pegoraro et al.(2001) estudando o efeito de época de
semeadura e adubagéo na mancha-foliar de Phaeosphaeria (PLS)
em milho, concluiram que o cultivo do milho na Regi3o Sul do Brasil
apds o més de outubro apresenta riscos na produtividade, uma vez
que a severidade da mancha-foliar de Phaeosphaeria aumenta com
0 atraso na semeadura e que para semeadura a partir de novembro,
¢ importante a escolha de hibridos resistentes a PLS.
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ELIMINACAO DE PLANTAS VIVAS DOENTES

O processo de eliminacdo de plantas doentes ou “Roguing”, é
0 processo que consiste na purificagdo do campo de producao, com
isto a fonte de indculo é eliminada evitando assim a disseminagao
do patdgeno para o restante da area por meio de suas estruturas
reprodutivas.

Para o sucesso deste procedimento se faz necessaria a presenca
diaria e criteriosa do produtor no sentido de identificar o quanto
antes o aparecimento de qualquer sintoma evitando que se atinja
o nivel de dano.

USO DE MATERIAL PROPAGATIVO SADIO

Dos meios culturais, o mais eficiente é sem duvida o uso de
material propagativo resistente. Essa resisténcia consiste no fato
da cultura nio sofrer danos expressivos na presenca do agente
patogénico. ‘

Garrido et al.(2008) avaliando os fitonematoides associados a
rizosfera e raizes da mandioca {Manihot esculenta, Crantz) cultivada
em rotagio com inhame, cultivar da costa (Dioscorea cayennensis
Lam.), puderam concluir apés teste de hospitalidade que o fato do
nematéide Scutellonema bradys ndo parasitar as cultivares “ciganae
“talo roxo” provavelmente ocorreu devido a hospitalidade do patogeno
esta ligado a cultivar avaliada.

2. PROCESSOS FiSICOS

Esses processos sdo caracterizados pelo uso de meios que
necessariamente se utilizem de produtos quimicos ou bioldgicos
para seu sucesso dentre eles pode-se citar:
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Meios Mecanicos

Caracterizado pelo uso de equipamento os meios que
promovam a separacio por meio de diferenca de densidade, peso e
forma das sementes. Nesse processo é possivel inclusive separar das
sementes algumas estruturas reprodutivas de patogenos (MAUCH,
2003).

Envelhecimento

Neste processo usa-se o armazenamento de sementes para
controlar a presenca do patdgeno, sendo a viabilidade da semente
maior do que a patogenicidade do agente causador. Com isso é
possivel que sementes recém colhidas apresentem alta incidéncia
de determinado patégeno ao passo que se armazenadas, essa
patogenicidade ira sendo reduzida mediante morte ou inviabilidade
do agente causal (MAUCH, 2003).

Termoterapia

E o processo que consiste na utilizagdo de calor agindo na
sensibilidade do patégeno a temperatura. E um dos processos mais
eficientes no controle de patégenos, mas depende entre outras coisas
da toleréncia ao calor que as sementes ou estruturas reprodutivas
possuem. No entanto Coutinho et al. (2007) alertam para o fato
da termoterapia ser uma medida que pode provocar alteragdes
fisiolégicas e bioquimicas nas sementes em diferentes intensidades,
podendo comprometer o desempenho das mesmas nas condigbes
de cultivo

0Os métodos de termoterapicos conhecidos sac 0s que se
seguem:
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Tratamento com agua quente

Consiste na imersdo da estrutura reprodutiva em dgua quente
por periodo pré determinado com o intuito de eliminar o agente
patogénico sem danificar as caracteristicas fisiologicas das sementes
(MAUCH, 2003).

Segundo Coutinho et al. (2007), avaliando a qualidade sanitaria
e fisiolégica de sementes de milho submetidas a termoterapia e
condicionamento fisioldgico pode-se verificar que os tempos de
tratamento térmico de 10 e 20 minutos, os quais foram os mais
eficazes no controle dos fungos, principalmente de F verticillioides,
afetaram adversamente a qualidade fsioldgica das sementes de mitho,
colocando as sementes em questio fora dos padroes de certificagao
e comercializagao.

Ja Marroni et al. (2009) avaliando o efeito do tratamento com
calor seco e agua quente sobre a germinagao e controle de patdgenos
associados as sementes de mamoneira (Ricinus communis L.}, verificou
que as maiores temperaturas (46 e 502 C) foram mais eficientes parao
controle de microrganismos, como Fusarium spp., pois, na testemunha,
sua incidéncia foi de 94,4%, enquanto para temperatura de 502 C foi
de, apenas, 5,2 e 7,2% de contaminacio nos tempos de exposicio de
15 e 30 minutos, respectivamente, Esse tratamento com agua quente
mostrou-se mais eficiente do que o fungicida carbendazim +thiram,
que teve 19,2% de sementes contaminadas por Fusarium spp.

Tratamento com calor seco

Nao tdo eficiente quanto a termoterapia utilizando o calor
umido, este método consiste no uso de uma estufa com controle de
temperatura na qual sdo depositados o material propagativo por
tempo suficiente a eliminagao do patogeno.
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Durigon et ai. [2009) avaliando o tratamento térmico
de sementes de trigo via calor seco ou umido concluiram que o
tratamento das sementes via calor imido comprometeu a germinacao
das sementes de forma significativa. No tratamento utilizando o
calor seco, a germinacao ndo foi afetada e a incidéncia de fungos
variou durante os tempos observados, podendo-se utilizar esse tipo
de tratamento para reduzir determinados patdégenos presentes nas
sementes de trigo.

Tratamento com vapor arejado

Consiste num tratamento intermediario que tem como
principio a circulacao de vapor, a temperatura é regulada por valvulas
de entradas e saidas de ar na massa de semente, ndo permitindo que
haja diferencas superiores a 1,59C, (MAUCH, 2003).

Tratamento com energia solar

Pouco utilizado e geralmente empregado para sementes de
cereais em paises cujo verdo é bem quente. Os graos sdo imersos em
agua, durante 4 horas, na sombra, a temperatura ambiente. Ao meio
dia, as sementes sdo espalhadas em camadas finas, sobre folhas de
papel e sob a acdo da luz solar, al permanecendo até as 4 horas da
tarde [MAUCH, 2003).

0 método obteve sucesso no controle do "carvdo voador" em
trigo e cevada no norte da india e no Paquistao e para o "carvao” do
sorgo e pain¢o na india, Burma e Tanzania [MAUCH, 2003).

3 METODOS BIOLOGICOS

Consiste na utilizacdo de meios que promovam areducdo da
densidade de inoculo ou das atividades determinantes da doenga,
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através de um ou mais organismos. De acordo com Ritzinger & Fancelli
(2006), a utilizagdo do controle biolégico pode seguramente reduzir
a populacdo de doencas e favorecer a longevidade das culturas,
porém sua eficiéncia esta relacionada entre outros fatores ao nivel
populacional da praga, estado nutricional e idade do cultivo.

Dentre os métodos conhecidos pode-se identificar conforme
figura 02 os tipos de controle bioldgico.

Figura 02- Tipos de controle bioldgico existente para tratamento de sementes

FERMENTACAO ANAEROBICA

0 método teve inicio em 1953 e, de tempos em tempos, sofre
modificagdes. Causa menos danos do que a termoterapia, porém
seu uso ainda é bastante restrito, como para o controle do "carvao"
do trigo e da cevada. As sementes sdo colocadas em um saco de
pano de algodado poroso, até a metade de sua capacidade. A seguir,
é imerso em agua a temperatura de 21BC ou pouco menos, durante
4 horas. Ap6s, o saco é pendurado para escorrer o excesso de agua,
durante cerca de 30 minutos. Posteriormente, é colocada em um
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barril seco, o qual devera ser bem fechado e nele permanece por
um periodo de 30 a 80 horas, dependendo da temperatura média
(MAUCH, 2003).

No controle de Corynebacterium michiganer.se (cancro
bacteriano), em sementes de tomateiro, também ¢ eficiente o uso
da fermentacdo. Os frutos sdo fermentados anaerobicamente, por 96
horas, a 215C. Durante o processo de fermentacdo, hd producao de
acido que inativa a bactéria. O método é utilizado quando se espera
que grande porcentagem das sementes esteja contaminada e seja
feita semeadura direta no campo (MAUCH, 2003).

Figura 03 - Mecanismos das interagdes antagénicas
(adaptado Mariano et al. 2005).

Visando ainda resultados satisfatdérios no que diz respeito ao
uso de antagonistas no controle de doencas, existem caracteristicas
que sdo desejaveis a um microorganismo antagonista que sdo: Ser
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geneticamente estavel; Ser efetivo a baixas concentrag¢des; Nao
ser exigente em requerimentos nutricionais; Ter habilidade para
sobreviver sob condi¢gdes adversas; Ser eficiente contra uma vasta
gama de patégenos em varias hospedeiras; Ser habil para desenvolver
em um meio de cultura barato em fermentadores; Ser preparavel em
uma forma de efetivo armazenamento; Ser tolerante a pesticidas;
Ser compativel com outros tratamentos fisicos e quimicos; Nao ser
patogénico ao homem.

Atualmente ja sdo conhecidos diversos agentes causais e
antagonistas estudados para o controle biolégico conforme descrito
por Mariano et al. 2005 na figura 04.

Doencas
Tombamemo de plantujas

FPdrtdoes de sementes,
raizes e caules

Murchas vasculares
Manchas e queimas foliares
Ferrugens

Mildtos e oidios
Cancros de caule
Podriddes de frutos

Declinios de arvores

Agentes causais

Rhizoctonw solam, Pythium

Rhtzoctoma. Pythium, Sderodum,
Phytophthora. Thietaviopsis,
Sderotmia, Gaeumannomyces

Fusarium, Verncttium

Cercospora, Alternaria, Cun>ulana,

Ventuna

Puccmia. Uromyces, Melampsora,
Cronartium

Sphaerotheca. Podosphaera
Xectria

Botrytis, Monilinia, Mucor,
PenidlUum, Rhizopus

Heterobasidium, Chondrosterem

Antagonistas

Pseudomonas. Bacillus, Emerobacter.
Trichoderma, Gliocladium

Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma,
Gliocladium, Coniothyrium,
VerOcilium

Bacillus, Pseudomonas. Trichoderma.
Talaromyces, Fusarium

Bacillus. Pseudomonas. Trichoderma,
Athetia, Altemana

Bacillus, Pseudomonas, Darluca.
Scytalidium, Verticiltum

Ampetomyces
Bacillus. Trichoderma

Bacillus, Emerobacter, Pseudomonas,
Trichoderma, Gliocladium, leveduras

Bacillus, Pseudomonas, Trichoderma,
Cryphonectria, Peniphora

Figura 04 - Doencas de plantas, agentes causais e antagonistas estudados

para controle Bioldgico.

No tratamento de sementes os principais organismos
utilizado sdo fungos [Aspergillus spp., Chaetomium spp, Gliocladium
spp. e Trichoderma spp.) e bactérias (Agrobacterium radiobacter,
Bacillusspp. e Pseudomonasspp.). A nivel mundial, sdo registrados
e utilizados para tratamento de sementes: Agrobacterium
radiobacter, para o controle da galha da coroa das rosaceas, causada
por Agrobacterium tumefaciens; Pseudomonasfluorescens, para o
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controle de Rhizoctonia e Pythium do algodoeiro; Bacillussubtilis,
para o controle de Rhizoctonia solani em amendoim (MARIANO
et al. 2005).

Harthmann et al. (2009) avaliando o tratamento de
sementes com rizobactérias na producdo de cebola (Allium
cepa) verificaram que o tratamento de sementes de cebola com
rizobactérias influencia o desenvolvimento da cultura, e os isolados
que promovem melhor rendimento de bulbos sdo Pseudomonas
spp. W6 e Bacillus cereus UFV40, os quais apresentam potencial
para multiplicacdo e uso como bioinoculantes que podem ser
utilizados na producao de cebola. Ja Corréa et al. (2008) estudaram
a influéncia da microbiolizacdo de sementes de feijdo sobre a
transmissao de Colletotrichum lindemuthianum (Saac e Magn.) e
concluiram que o isolado DFs912 apresentou caracteristicas que
possibilitam o seu uso em programa s de controle biolégico de C
lindemuthianum. Porém, estudos posteriores fazem-se necessarios,
na busca dos mecanismos utilizados, bem como estudos de outras
combinacgdes entre isolados, que possibilite maior espectro de
acdo sobre outras doencas do feijado.

4 METODOS QUIMICOS

O tratamento de sementes é considerado o método mais
utilizado, basicamente é realizado com substdncias quimicas com
acdo fungicida que tem por finalidade reduzir e ate mesmo eliminar
os agentes patogénicos que causam doencgas as plantulas (Mauch,
2003).

Existem atualmente dois seguimentos dentro da metodologia
quimica de combate a patégenos que sdo a de origem quimica
tradicional com o uso dos conhecidos produtos industrializados
tradicionais e ainda a de origem alternativa baseada no uso de extratos
e 6leos essenciais.

Controle de patégenos em sementes: métodos culturais, quimicos e biolégicos

METODO QUIMICO TRADICIONAL

Os métodos quimicos tradicionais sdo os que usam o0s
produtos industrializados por grandes empresas e registrados
para determinadas culturas estes por sua vez podem ser protetores,
erradicantes e sistémicos, de acordo com seu mecanismo de acio.

Podem ainda ser aplicados via seca, onde as sementes sdo
misturadas a um fungicida em pé revolvendo ou agitando para que
todas as sementes sejam recobertas, ou via Uimida que pode ser por
imersdo das sementes em uma solucdo ou suspensao aquosa do
fungicida, por tempo definido e em seguida sdo postas para secar,
outra maneira é a de pulverizacao que difere da anterior pois ao
invés das sementes serem imersas na solu¢do de fungicida elas sdo
pulverizadas com a mesma (SALES JUNIOR et al. 2005).

Segundo a legislacdo brasileira por meio do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA é possivel identificar
fungicidas registrados para determinada cultura, com as dosagens
e métodos de aplicacao.

METODO QUIMICO ALTERNATIVO

E um método que vem tomando grandes proporgdes no
tratamento de sementes e no controle de doencas de uma forma
geral, baseado no uso de produtos naturais com extratos e 6leos
essenciais.

Varios tém sido os estudos neste campo de atuagcdo com
resultados que muitas vezes sdo superiores aos encontrados com o
uso de métodos quimicos tradicionais.

Silva et al. 2010 avaliando extrato de alho e nim em diferentes
concentracoes com efeito fungicida em sementes de chordo
(poecilanthe ulei) verificou que os extratos foram significativos para
os fungos A. nigere o Penicilliun sp. e que o substrato mais eficiente foi
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o composto por 30% de extrato de nim com 70% de extrato de alho,
sendo certamente o alho constituido de propriedades anti-fingicas.

Silva et al,, 2006, avaliando o efeito alelopatico de extrato
aquoso de Amburana ceorensis A. Smith, na germinacdo e crescimento
de sementes de sorgo (Sorghum bicolor L.), constatou que 4 espécie
Amburana cearensis apresenta efeito alelopatico na germinacio e
crescimento de plantulas de sorgo, e que provavelmente esse efeito
foi devido ao seu principio ativo "cumarina".

Nesse sentido sdo necessarios estudos que verifiquem os
efeitos positivos e negativo do uso de extrato, e maiores investiga¢des
principalmente a cerca de alelopatia sdo necessarias para que o
referido método, pois em alguns casos jé se possui a comprovacao
cientifica, mas via de regra maiores estudos devem ser realizados.
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