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RESUMO

Fungos associados as sementes de cana-de-agUcar (cariopses) no Brasil:
identificacdo, patogenicidade e controle.

Este estudo teve como obijetivos: investigar o método mais adequado para
deteccao de fungos associados as sementes de cana-de-agucar; fazer o levantamento
dos fungos associados as sementes e incidéncia; correlacionar a incidéncia fungica
nessas sementes e o ambiente onde foram produzidas; efeitos que fungos associados
as sementes tém em sementes e plantulas; patogenicidade dos fungos mais frequentes
e sintomas que podem causar; determinar a sensibilidade dos principais fungos a
fungicidas; determinar a fitotoxicidade de sementes e plantulas a fungicidas e propor o
tratamento fungicida mais adequado para produgdo de plantulas vigorosas, sem
sintomas, para os programas de melhoramento. Para avaliar o método mais adequado
de deteccgao dos fungos, realizaram-se analises sanitarias utilizando combinagdes entre
recipientes, substratos e regimes de luz. Para levantamento dos fungos associados e
da incidéncia em sementes, realizaram-se analises sanitarias das sementes de 29
amostras e as incidéncias fungicas obtidas foram comparadas com os dados climaticos
do local onde foram produzidas as sementes. Os possiveis efeitos dos fungos as
sementes e plantulas foram estudados por testes de sanidade e germinagdo de
sementes, observando-se quais condigdes se apresentavam as sementes e plantulas
que haviam incidéncia fungica. A patogenicidade dos fungos, encontrados com maior
frequéncia, foi avaliada por inoculagdo de sementes através do contato com cultura em
meio colonizado pelo fungo, posterior distribuicdo das sementes em substrato estéril e
avaliacdo da emergéncia de plantulas e total de plantulas com sintomas e tipos de
sintomas. Por meio de ensaios de fungitoxicidade in vitro, estudou-se a sensibilidade
dos fungos, mais freqientemente detectados em sementes, a nove fungicidas nas
doses de 1, 10 e 100 ppm e determinagédo da EDsg. Os fungicidas mais eficientes foram
avaliados, in vivo, quanto a sua fitotoxicidade por meio da pulverizacdo, em diferentes
doses, em sementes distribuidas em substrato estéril. Foram avaliados: emergéncia,
altura da parte aérea e comprimento da raiz das plantulas, total de plantulas com
sintomas de fitotoxicidade e outros tipos de sintomas. Ao final, realizou-se validacéo,
pulverizando-se o fungicida eficiente in vitro e nao fitotdxico em sementes de cana-de-
acucar. Os resultados encontrados foram: a) o método escolhido para realizagado das
analises sanitarias foi o de placas de Petri de plastico com papel de filtro como
substrato e incubacdo a 28 + 2°C sob regime de luz alternada (12h luz branca
fluorescente/ 12h escuro); b) os géneros fungicos mais freqientemente presentes nas
sementes de cana-de-agucar foram Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Fusarium e
Phoma; c) ndo foi constatada relagao entre incidéncia fungica e ambiente de produg¢ao
das sementes; d) a condicdo de semente de cana-de-agucar mais comumente
encontrada com presenga de fungos associados foi a n&o germinada,
independentemente do fungo avaliado. Houve baixa porcentagem de sintomas
necroticos na parte aérea e raiz, no entanto, quando ocorreram, estavam associados as
incidéncias dos fungos Bipolaris sacchari, Curvularia GM1, Fusarium verticillioides e
Phoma herbarum; e) os géneros considerados altamente patogénicos foram Bipolaris e
Curvularia, considerando-se os demais medianos, pouco/ nao patogénicos; f) os
fungicidas de maiores eficiéncias de inibicdo, principalmente dos fungos patogénicos,
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foram triadimenol e fludioxonil + metalaxil-M; g) o fungicida n&o fitotoxico e que
apresentou efeito estimulante nas doses utilizadas foi o fludioxonil + metalaxil-M.
Quando esse fungicida foi aplicado na validagdo, as doses avaliadas nao foram
suficientes para se detectar diferencga significativa benéfica, de acordo com as variaveis
analisadas.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Fungos; Identificacdo; Patogenicidade; Controle
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ABSTRACT

Sugarcane seedborne (caryopses) fungi in Brazil: identification, pathogenicity and
control.

The present study had as objectives: to investigate the most adequate method
to detect sugarcane seedborne fungi; to do the survey of the seedborne fungi and of
the incidence; to correlate the fungi incidence in the seeds and the conditons where
they were produced; to evaluate the possible effects that seedborne fungi have on
seeds and seedlings; to verify the pathogenicity of the most frequent ones and the
symptoms that they can cause; to determine the sensitivity of the main fungi to
fungicides; to determine the seeds and seedlings phytotoxicity to fungicides and to
propose the most adequate fungicidal treatment to the production of vigorous
seedlings, without symptoms, to the breeding programs. To assess the most
adequate method to detect seedborne fungi, health tests using different combinations
between containers, substrates and light regimen, were done. To do the survey of
seedborne fungi and their incidence on seeds, seed health tests of 29 samples and
the fungical incidence obtained were compared with the climatic data from where the
seeds were produced. The effects that seedborne fungi have on seeds and seedlings
were studied by health and seed germination tests and the conditions of seeds and
seedlings with fungi incidence were observed. The fungi pathogenicity, found in a
higher frequency, was assessed by seed inoculation through contact with medium
colonized by the fungi, than the seeds were distributed on sterilized substrate and the
seedlings emergency and total seedlings with symptoms and kind of symptoms were
assessed. By in vitro fungitoxicity assays, the sensitivity, of the most frequently
detected fungi, to nine fungicides in the doses of 1, 10 and 100 ppm, was studied
and EDsg. The phytotoxicity in vivo, of the most efficient fungicide was done by
spraying different doses on seeds distributed on sterilized substrate. Emergency,
seedling height of aerial part and length of the root, total of seedlings with
phytotoxicity symptoms and other kind of symptoms were assessed. A validation, in
vitro, was done by spraying the efficient and non phytotoxic fungicide on sugarcane
seeds. Obtained results were: a) the chosen method for health tests was the plastic
Petri plates with filter paper as substrate and incubation at 28 + 2°C under 12h
alternating cycles of light and darkness; b) the fungi genera most frequently present
on sugarcane seeds were: Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Fusarium and
Phoma; c) the relation between fungical incidence and seed production conditions
had not been noticed; d) the most commonly sugarcane seed conditon found with
seedborne fungi was the not-germinated, independently of the assessed fungi. Low
percentage of necrotic symptoms on aerial part and root where observed, however,
when occurred, it was associated to the incidence of the fungi Bipolaris sacchari,
Curvularia GM1, Fusarium verticillioides and Phoma herbarum; e) the genera
considered highly pathogenic were Bipolaris and Curvularia. The other fungi were
considered of median pathogenicity or little/not pathogenic; f) the fungicides with a
higher inibition efficiency to most pathogenic fungi, were triadimenol and fludioxonil +
metalaxil-M; g) fludioxonil + metalaxil-M was not a phytotoxic fungicide and
presented stimulant effect on used doses. When this fungicide was applied on the
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validation, the assessed doses were not enough to detect beneficial significant
differences, in agreement with the analyzed variables.

Key-words: Sugarcane; Seedborne fungi; Identification; Pathogenicity; Control
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-acucar e o estado de Sao Paulo,
o0 maior produtor nacional. Segundo a FAO (2006), dentre a produgdo mundial, de
1.289.820 mil t em 19.704 mil ha, a producado dos canaviais brasileiros é de 420.121 mil
t em uma area de 5.767 mil ha. Isso mostra que o rendimento brasileiro esta acima da
média mundial. No estado de Sdo Paulo, a produgdo € de 244.284 mil t em uma area
de 2.960 mil ha, rendimento maior do que a média nacional. Com os mais baixos custos
de producdo praticados na cana-de-agucar, o Brasil se tornou o maior exportador
mundial de agucar e se prepara também para atender parte da grande demanda
internacional de alcool para substituir os derivados de petréleo (FNP CONSULTORIA &
COMERCIO, 2006). Grande parte deste sucesso e do alto rendimento dos canaviais
brasileiros se deve aos programas de melhoramento genético que propiciaram a
utilizagdo de variedades mais adaptadas, produtivas e resistentes aos patdégenos e
outras adversidades. Esse constante aperfeicoamento das técnicas empregadas no
melhoramento e a selegdo de novas variedades contribuem, em muito, para que esse
sucesso continue.

No melhoramento genético convencional da cana-de-agucar, o florescimento e a
obtengcdo de ”sementes” (cariopses) por hibridizagdo (policruzamento ou biparental)
dependem de condicdes especiais de temperatura e luminosidade. A produgao de
sementes, nessas condi¢des, esta sujeita a incidéncia de fungos fitopatogénicos, que
podem limitar a sua formacéo, tornando-as inférteis, prejudicando sua germinagao, ou
causando morte das plantulas, ou seja, reduzindo o sucesso e rapidez em um programa
de melhoramento genético.

As pléantulas suscetiveis aos patogenos podem morrer em 3 a 4 dias apds a
germinagdo e aquelas resistentes, que conseguirem crescer na presenca dos
patdgenos por 2 a 3 semanas, podem se recuperar da infec¢cdo, segundo Byther e
Steiner (1972). De acordo com Sanguino (1976), os fungos que se encontram nas
sementes atuam indiscriminadamente tanto em plantulas, que no futuro formarao
plantas suscetiveis, como também naquelas que formardo plantas resistentes. Esses

dados indicam que plantula jovem de cana-de-agucar parece nao possuir resisténcia



21

definida. As plantulas, que poderiam gerar futuras variedades resistentes as principais
doengas e com caracteristicas comerciais desejaveis, podem morrer, pela agdo de
patdgenos, antes mesmo de serem submetidas a selegao.

Embora alguns autores (SANGUINO, 1976; BYTHER; STEINER, 1972;
LOVELESS; SMITH, 1956) tenham encontrado fungos associados as sementes e
realizado testes de patogenicidade, ainda faltam dados sobre o método mais adequado
de deteccdo dos fungos associados as sementes de cana-de-agucar, sobre a
patogenicidade destes e sobre o controle mais eficiente.

Diante desse quadro, o presente estudo teve como objetivos: investigar o método
mais adequado para deteccéo e identificagdo de fungos associados as sementes de
cana-de-agucar; fazer o levantamento dos fungos associados e da incidéncia em
sementes; correlacionar a incidéncia fungica nessas sementes e 0 ambiente onde foram
produzidas; verificar a patogenicidade dos fungos mais frequentes e os sintomas que
podem causar; determinar a sensibilidade in vitro dos principais fungos a fungicidas;
determinar a fitotoxicidade de sementes e plantulas a fungicidas; propor o tratamento
fungicida mais adequado para produgao de plantulas vigorosas, sem sintomas, para os

programas de melhoramento.
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2 FUNGOS ASSOCIADOS AS SEMENTES (CARIOPSES) DE CANA-DE-ACUCAR:
METODOS PARA DETECCAO, INCIDENCIA E RELACAO ENTRE INCIDENCIA
FUNGICA E AMBIENTE DE PRODUCAO DAS SEMENTES.

Resumo

O presente trabalho teve como objetivos: determinar o método mais adequado
para deteccao e identificagcdo de fungos associados as sementes (cariopses) de cana-
de-agucar; caracterizar os fungos associados e verificar as porcentagens de incidéncia
e relacionar a incidéncia fungica nessas sementes com o ambiente onde foram
produzidas. Foram comparados métodos para analisar a sanidade de sementes de
cana-de-agucar, utilizando dois tipos de recipientes (placa de Petri de vidro e de
plastico), de substratos (papel de filtro sobre meio de cultura agar-agua e apenas papel
de filtro) e de regimes de luz (12 h luz branca fluorescente/12 h escuro e escuro
continuo). As sementes foram mantidas durante sete dias sob temperatura constante de
28 *+ 2°C, quando se procedeu a avaliacdo. Os requisitos para comparagao dos
métodos foram sensibilidade, economicidade e praticidade. A partir do método
determinado como o mais adequado, foi realizada analise sanitaria de 29 cruzamentos
dos anos de 2002, 2003 e 2004, caracterizando os fungos associados e verificando as
porcentagens de incidéncia. Posteriormente, comparou-se estas porcentagens com as
condigdes ambientes, de temperatura e umidade relativa, em que as sementes foram
produzidas no programa de melhoramento genético. O método considerado mais
adequado, de acordo com os parametros analisados, foi o do papel de filtro em placa de
Petri de plastico e incubagédo sob regime de luz (12 h luz branca fluorescente/12 h
escuro). Os fungos detectados foram: Alternaria alternata, Aspergillus sp., Bipolaris
sacchari, trés grupos morfolégicos distintos pertencentes ao género Bipolaris, dois
grupos morfoldgicos de Cladosporium, Colletotrichum sp., Curvularia spp., Epicoccum
sp., Fusarium verticillioides, Fusarium semitectum, Leptosphaerulina sp., Nigrospora
sp., Penicillium sp., Periconia sp., Phoma herbarum, Rhizopus sp. e Trichoderma sp. Os
mais frequentemente encontrados foram: Bipolaris sacchari, Bipolaris spp.,
Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium verticillioides, Fusarium semitectum e
Phoma herbarum. Quando se comparou a incidéncia dos diversos fungos com o
ambiente de producdo das sementes, observou-se que nao houve relagdo de
temperatura e umidade relativa com incidéncia fungica. Supde-se que as variagdes
possam estar relacionadas com diferentes fontes de inéculo nos locais de cruzamento
das plantas ou caracteristicas genéticas das sementes.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Semente; Método; Detecgao; Incidéncia fungica
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SUGARCANE SEEDBORNE (CARYOPSES) FUNGI: DETECTION METHODS,
INCIDENCE AND RELATION BETWEEN FUNGICAL INCIDENCE AND SEED
PRODUCTION CONDITIONS.

Abstract

The present work had as objectives: to determine the most adequate method for
detection and identification of sugarcane seedborne fungi; to characterize the associated
fungi, to verify the incidence and to relate the fungical incidence in these seeds with the
conditions where they were produced. Methods to analyze the sugarcane seeds health
were compared, using two types of containers (glass and plastic Petri plate), substrate
(filter paper on agar-water culture medium and only filter paper) and light regimen (12h
alternating cycles of light and darkness and continuous darkness). The seeds were kept
during seven days under constant temperature of 28 + 2°C, when the evaluations were
preceded. The requirements for methods comparison were sensitivity, economicity and
practicity. After determined the most adequate method, health tests of 29 crosses of the
years 2002, 2003 and 2004 was done, characterizing the seedborne fungi and verifying
the incidence percentages. Later, these percentages were compared to the conditions of
temperature and relative humidity from where the seeds were produced at the breeding
program. The method considered most appropriated, in agreement with the analyzed
parameters, was the filter paper in plastic Petri plate and the incubation under light
regimen (12h alternating cycles of light and darkness). The detected fungi were:
Alternaria alternata, Aspergillus sp., Bipolaris sacchari, three distinct morphologic groups
of the Bipolaris genera, two morphologic groups of Cladosporium, Colletotrichum sp.,
Curvularia spp., Epicoccum sp., Fusarium verticillioides, Fusarium semitectum,
Leptosphaerulina sp., Nigrospora sp., Penicillium sp., Periconia sp., Phoma herbarum,
Rhizopus sp. and Trichoderma sp. The most frequently found were: Bipolaris sacchari,
Bipolaris spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Fusarium verticillioides, Fusarium
semitectum and Phoma herbarum. When the incidence percentage of the diverse fungi
was compared with the seed production conditions, the relation of temperature and
relative humidity with fungical incidence was not noticed. It was considered that the
variations can be related to different sources of inoculum where the plants were crossed
or to genetic characteristics of the seeds.

Key-words: Sugarcane; Seedborne fungi; Method; Detection; Fungical incidence
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2.1 Introducéo

A cana-de-agucar é uma cultura de grande importdncia no mundo, sendo
utilizada, principalmente, para obtencdo de acucar e de alcool etilico. Além desses
produtos, a cana-de-agucar também tem importantes subprodutos (bagaco, levedo,
vinhagca e torta de filtro), utilizados na geracdo de energia, na producdo de ragao
animal, nos produtos aglomerados e nos fertilizantes, entre outros (FIGUEIREDO et al.,
1998).

O Brasil vem se destacando como o maior produtor de cana-de-agucar, sendo
responsavel por, aproximadamente, 33% da producdo mundial, seguido por india
(18%), China (6,9%), Tailandia (3,6%), Paquistao (3,7%) e México (3,5%) (FAO, 2006).
O estado de Sao Paulo € o maior produtor nacional (58,1%), seguido por Parana
(7,8%), Alagoas (6,1%) e Minas Gerais (6%) (FNP CONSULTORIA & COMERCIO,
2006).

Segundo dados da FNP Consultoria & Comércio (2004), ha tendéncia, no futuro,
de uma crescente demanda de alcool e agucar. A redugdo das reservas mundiais de
petroleo e o provavel aumento do seu custo podem definir a preferéncia internacional
pelo alcool como combustivel. Quanto ao agucar, o forte crescimento econémico da
Asia deve aumentar a renda de quase metade da populagdo do mundo; em
consequéncia, havera maior demanda de agucar, gerando um crescente aumento de
sua producao.

Um dos caminhos para aumentar o rendimento da cana-de-agucar sao o0s
estudos que propdem métodos de melhoramento genético da cultura. Na cana-de-
acucar, muitos plantios ja sofreram verdadeiros colapsos por doengas epidémicas,
levando agricultores a recorrerem a substituicdo da variedade suscetivel por outra
resistente ou imune ou, pelo menos, tolerante (HEINZ, 1987).

Resisténcia as doencas tem sido uma das maiores preocupacdes, na selecdo de
clones, para o crescimento de programas de melhoramento genético (HEINZ, 1987).
Nos programas de melhoramento genético de cana-de-agucar, as sementes equivalem
ao produto do cruzamento de duas variedades que tenham qualidades desejaveis.

Uma limitacdo do cruzamento de duas variedades € a recombinacédo. Grande

parte das sementes ndo tem as qualidades requeridas e, por isso, tém de ser
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produzidas em grandes quantidades. Poucas sao encontradas herdando as
caracteristicas desejadas dos “parentais” (EDGERTON, 1955).

Muitas vezes a ma germinagdo ou emergéncia apresentada pelas sementes de
um determinado cruzamento € atribuido a infertilidade, a ma formagao das sementes ou
aos patdgenos do solo, sem levar em conta a grande quantidade de patdégenos que sao
trazidos pelas proprias sementes (SANGUINO, 1976). Ha patégenos que causam a
morte dessas sementes ou plantulas, resultando na falta de materiais para futura
obtencdo de uma boa variedade.

As plantulas suscetiveis aos patdogenos morrem depois de trés ou quatro dias da
germinagao, segundo Byther e Steiner (1972). As plantulas resistentes, que conseguem
crescer na presenca dos patdégenos em duas ou trés semanas, podem se recuperar da
infeccdo. Entretanto, segundo Sanguino (1976), os fungos associados as sementes
atuam indiscriminadamente, tanto em plantulas que formam plantas suscetiveis como
naquelas que formam plantas resistentes. Quando plantula, a cana-de-agucar parece
nao possuir resisténcia definida. Plantulas que poderiam gerar futuras variedades,
resistentes aos principais patdégenos e com caracteristicas comerciais desejaveis,
podem morrer antes mesmo de serem avaliadas.

Os principais agentes causais das doengas que limitam a produgcdo das
sementes sdo os fungos que, quando associados a essas, sao beneficiados pela
maneira e pelas condi¢des ambientes (altas umidade e temperatura) em que as
sementes sdo produzidas (SANGUINO, 1976). Estes patégenos causam prejuizos
significativos em viveiros de plantulas, limitando o sucesso e a rapidez dos programas
de melhoramento genético.

As atividades prejudiciais de fungos associados as sementes, no inicio de
desenvolvimento da cana-de-acucar, tém papel muito importante, de acordo com
Sanguino1, pois, podem resultar no fracasso da obtencdo de plantas de cruzamentos
importantes, principalmente em paises que tém producdo de poucos quilos de
sementes (informacao verbal), sendo entdo necessarios estudos detalhados e

sistematicos sobre esse assunto.

" SANGUINO, A. Centro de Tecnologia Canavieira (CTC).
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Para o controle eficiente dos patégenos prejudiciais as “sementes” verdadeiras, é
necessaria a realizacdo de sua analise sanitaria, com o propoésito da identificacdo dos
fungos associados, definindo, assim, o foco do tratamento quimico. A partir do resultado
desse teste, é possivel encontrar o fungicida apropriado para o controle desses fungos.

Alguns trabalhos tratam de analise sanitaria de sementes de cana-de-agucar
(LOVELESS; SMITH, 1956; SANGUINO, 1976; SILVA, 1978; SINHA; SINGH, 1982);
entretanto, ha divergéncia sobre qual o melhor método para analise.

O levantamento dos géneros de fungos que podem estar associados as
sementes de cana-de-agucar foi realizado por Sanguino (1976). Este utilizou o método
do agar-agua, sob papel sulfite quadriculado, em placas de Petri e encontrou os
géneros Alternaria, Cladosporium, Curvularia, Fusarium, Bipolaris, Monilia, Nigrospora,
Pestalotia, Phoma, Pithomyces, Rhizopus e Trichoderma.

Para a determinagcdo dos fungos presentes nas sementes de cana-de-agucar,
Silva (1978) utilizou o método de distribuicdo de sementes em meio agar-agua em
placas de Petri. Seus resultados foram similares aos de Sanguino (1976). Em estudo
semelhante, Narendra e Setty (1979) empregaram os métodos agar-agua e papel de
filtro em placas de Petri e constataram que o segundo método resultou em melhores
resultados do que o primeiro. Os géneros associados as sementes, encontrados por
estes autores, foram: Alternaria, Aspergillus, Cephalosporium, Chaetomium,
Cladosporium, Curvularia, Diplodia, Bipolaris, Epicoccum, Fusarium, Lacellinopsis,
Malustela, Memnoniella, Nigrospora, Penicillium, Phoma, Phyllosticta, Pyrenochaeta,
Scopulariopsis e Trichoconis. Em muitos desses géneros encontrados foram
identificadas diversas espécies.

A comparacéo entre dois métodos de detecgao de fungos em sementes de cana-
de-agucar (batata-dextrose-agar e papel de filtro em placas de Petri) foi feita por Sinha
e Singh (1982). Esses a pesquisadores encontraram as seguintes espécies: Alternaria
alternata, Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, Chaetomium globosum, Curvularia
lunata, C. verruculosa, Bipolaris hawaiiensis, B. rostrata, B. sacchari, Fusarium
moniliforme, F. oxysporum, F. semitectum, Phoma sorghina, Penicillium sp. e Rhizopus
arrhizus. No entanto, apenas as espécies de Curvularia, Bipolaris, Aspergillus e

Chaetomium foram encontradas com grande frequéncia. Os resultados obtidos na
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comparacdo dos métodos mostraram que o do papel de filtro foi o mais sensivel e
apresentou maior frequéncia dos fungos, quando comparado ao método de batata-
dextrose-agar.

Dentre as determinac¢des dos fungos associados apresentadas pelos autores que
estudaram a incidéncia de fungos associados as sementes de cana-de-agucar,
observa-se que existem géneros que s6 foram relatados em determinados paises. Um
desses casos é o da India, pais de origem da cana-de-agticar, onde foram relatados os
géneros: Cephalosporium, Chaetomium, Diplodia, Lacellinopsis, Malustela,
Memnoniella, Phylosticta, Pyrenochaeta, Scopulariopsis e Trichoconis (NARENDRA,;
SETTY, 1979). Outro caso, no Brasil, Sanguino (1976) constatou pela primeira vez
géneros como Monilia, Pestalotia, Pithomyces e Trichoderma. Outros, como Curvularia
e Bipolaris tém ocorréncia generalizada e Cladosporium, Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Phoma, Penicillium, Rhizopus e Epicoccum ja foram relatados na india e no
Brasil.

De acordo com Lucca Filho (1987) e Rego (2005), os métodos do papel de filtro e
o plagueamento em agar sao os mais efetivos na detecgao de fungos transportados por
sementes, pois sao capazes de revelar a presenca de hifas, corpos de frutificacdo e
esporos, independentemente da sua localizacéo, externa ou interna nas sementes.

Além de sensibilidade na detecgdo, Mathur e Kongdal (2003) analisam os
parametros de praticidade e economicidade. Segundo esses autores, o meétodo do
papel de filtro é simples e barato, além de ser util na detecgdo de patégenos e outros
microrganismos associados as sementes. O principio desse teste € promover condigdes
otimas de alta umidade relativa, luz e temperatura para o desenvolvimento do fungo.

Considerando essa diversidade de opinides sobre o método mais adequado para
a analise sanitaria da semente de cana-de-agucar, o presente estudo teve como
objetivo investigar o método mais adequado para detec¢do de fungos associados as
sementes (cariopses) de cana-de-agucar, caracterizar os fungos associados e verificar
as porcentagens de incidéncia e relacionar incidéncia fungica nessas sementes e

ambiente onde foram produzidas.



28

2.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ — USP e no
Laboratério de Fitopatologia do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) em Piracicaba-
SP.

As sementes utilizadas eram provenientes de plantas hibridas, produzidas nos
programas de melhoramento realizados em 2002, 2003 e 2004, na Estacéo
Experimental do CTC, com sede em Camamu (BA), e semibeneficiadas, retirando os

pélos e talos, restando apenas a cariopse envolta pelas palea e lema.

2.2.1 Verificacdo do meétodo mais adequado para deteccdo e identificacdo de

fungos associados as sementes (cariopses) de cana-de-acucar

Foram comparados dois substratos, em placas de Petri, anteriormente
contatados na literatura como os mais eficientes na detecgdo de fungos associados as
sementes de cana-de-agucar: agar-agua com papel quadriculado (SANGUINO, 1976) e
papel de filtro (NARENDRA; SETTY, 1979) (Figura 1).

Utilizaram-se placas de Petri de plastico e de vidro do tipo pirex, visando verificar
se o material do recipiente pode influenciar de alguma forma a incidéncia dos fungos.
Também se verificou a influéncia da incubacgéo sob diferentes regimes de luz (12h luz

branca fluorescente/ 12h escuro e escuro continuo) na incidéncia fungica.

Figura 1 - Métodos do papel de filtro (1) e meio agar-agua com papel sulfite quadriculado (2) em placa de
Petri. Ambos comparados quanto a sensibilidade, economicidade e praticidade em analise
sanitaria de sementes de cana-de-agucar
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Para comparagao entre os métodos, esse teste foi realizado com sementes de
trés cruzamentos: SP81231 X SP963295; SP953387 X RB815396 e SP992254 X
SP953163, todos provenientes do programa de cruzamento de 2004.

No método do agar-agua (SANGUINO, 1976) foram distribuidas 25 sementes por
placa de Petri de vidro e de plastico, com papel sulfite quadriculado (75g/m?) sobre meio
agar-agua (para fornecer umidade), colocando-se uma semente por quadricula do
papel.

O método do papel de filtro (NARENDRA; SETTY, 1979; NEERGAARD, 1979;
LUCCA FILHO, 1987), consistiu em distribuir 25 sementes equidistantes (a fim de
manter distancia adequada e evitar o contato entre sementes portadoras de patdégenos
e sadias) em trés folhas de papel de filtro umedecidos com agua destilada, em placas
de Petri de plastico e de vidro.

Nos diferentes métodos, as placas foram mantidas sob regimes de luz alternada
(12h luz branca fluorescente/ 12h escuro) e escuro continuo, por sete dias, sob
temperatura de 28 + 2°C.

A ilustragao dos tratamentos se encontra na Figura 2.

Tratamentos

[ ]
Luz Escuro Continuo
12h luz/12h escuro
[ [

[ | [ |
Papel de filtro Papel de filtro

‘ Placa Plastico ‘ Placa de wdro‘ ‘ Placa Plastico ‘ Placa de wdro‘ ‘ Placa Plastico ‘ Placa de wdro‘ ‘ Placa Plastico ‘ Placa de V|dro

Woom o m W w oW

Figura 2- Organograma dos tratamentos nos quais foram utilizados diferentes materiais de placa de Petri,
regimes de luz, e substratos

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado, em um esquema
fatorial 2x2x2 e cada tratamento constou de quatro repeticdes de 50 sementes cada.
As avaliacbes foram realizadas examinando-se todas as sementes sob

estereomicroscopio e, se necessario, microscopio composto, e foram detectados e
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identificados os fungos associados as sementes em fungdo das condigcbes de luz e
escuro, do tipo de placa utilizada (vidro e plastico) e do substrato empregado (agar-
agua e papel de filtro). Os critérios para a comparagdo destes métodos foram:

sensibilidade, economicidade e praticidade.

Os dados obtidos foram transformados em arco sen+/x /100 e submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

2.2.2 Levantamento dos fungos associados e da incidéncia em sementes de cana-
de-acucar provenientes dos programas de melhoramento dos anos de 2002,
2003 e 2004 e relacdo entre a incidéncia fungica e o ambiente onde foram
produzidas

Nesta etapa, utilizaram-se sementes de 29 cruzamentos, tanto biparentais
quanto policruzamentos, realizados em diferentes anos (2002, 2003 e 2004) e dentre
cada um desses anos, realizados em diferentes semanas, isto é, que formaram
sementes em condigcbes ambiente diferentes (Tabela 1). Foram observados dados
climaticos coletados pelo CTC da regidao de produgcdo das sementes desses

cruzamentos para a verificagao da relagao entre a incidéncia fungica nas sementes e o

ambiente onde foram produzidas, considerando que a incidéncia fungica pode ser

afetada pela variacdo das temperatura (T) e umidade relativa (UR) prevalente.

Plotaram-se, em um grafico, os dados das condigdes (temperatura e umidade relativa)

em que cada cruzamento foi produzido. A temperatura e a umidade relativa foi

calculada por meio de média das maximas e minimas que ocorreram durante 20 dias

(periodo desde o dia do cruzamento, até coleta das sementes). Os cruzamentos

formados em diferentes condigbes climaticas foram divididos em grupos e,

posteriormente, foi analisado o efeito do ambiente na incidéncia de cada fungo nas

sementes de cana-de-agucar.
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Tabela 1 - Identificagdo das sementes de 29 cruzamentos (policruzamentos e biparentais) de cana-de-
acgucar, dos anos 2002, 2003 e 2004, utilizadas para analise sanitaria por meio do método do
papel de filtro, para o conhecimento da micoflora associada as sementes

N° Dia do N° Dia do
cruzamento Cruzamento cruzamento cruzamento Cruzamento cruzamento
? J ? d
1 CTC9821 X CTC9638 07/05/2002 16 SP993974 X SP921788  07/05/2004
2 CTC00609 14/05/2002 17 SP971275 X CTC9638 07/05/2004
3 SP913059 X SP963247 14/05/2002 18 SP993964 X SP921788  07/05/2004
4 CTC00528 17/05/2002 19 SP962059 X SP953163  07/05/2004
5 SP841727 X SP903588 24/05/2002 20 SP004330 18/05/2004
6 SP913059 XSP835073 28/05/2002 21 SP004314 21/05/2004
7 SP941117 31/05/2002 22 SP002392 21/05/2004
8 SP953390 X SP931231 06/05/2003 23 CTC00805 21/05/2004
9 SP961216 X IAC912195 13/05/2003 24 SP012431 21/05/2004
10 SP951114 X SP891117 20/05/2003 25 IASP973400 01/06/2004
11 SP953387 X RB815396 20/05/2003 26 SP004319 01/06/2004
12 CTC00765 X SP921852 16/05/2003 27 SP973671 04/06/2004
13 SP963472 X SP88721 30/05/2003 28 IASP973314 04/06/2004
14 CTC00701 X SP931216 27/05/2003 29 IASP972056 04/06/2004
15 SP992254 X SP953163 07/05/2004

Para levantamento dos fungos associados (géneros/ espécies de fungos
detectados) e da incidéncia, realizou-se analise sanitaria de sementes dos 29
cruzamentos.

Na analise sanitaria foi empregado o método de placas de Petri de plastico
contendo como substrato papel de filtro umedecido com agua destilada. A incubagéao
das sementes foi feita sob regime de luz alternada (12h luz branca fluorescente/ 12h
escuro), por sete dias a 28 + 2°C (temperatura ideal utilizada nos programas de
melhoramento para germinagao das sementes de cana-de-agucar). Apds esse periodo,
foram realizadas avaliacbes, examinando-se todas as sementes, através de
estereomicroscépio e, se necessario, microscopio composto, que permitiram a detec¢ao
e identificacdo dos fungos associados as sementes de cana-de-agucar.

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado e cada tratamento

constou de cinco repeticoes de 50 sementes cada.
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Os dados obtidos foram transformados em arco sen+/x /100 e submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

2.2.3 Isolamento dos fungos frequentemente associados as sementes de cana-de-
acucar

Os fungos encontrados foram isolados e identificados com uma denominagéo
especial. Atribuiram-se siglas referentes: ao género do fungo, a espécie ou ao grupo
morfoldgico, ao hospedeiro € ao numero do isolamento. Por exemplo, um fungo isolado
denominado CV01SCO02 corresponde ao género Curvularia (CV), do grupo morfologico
01, a planta hospedeira cana-de-agucar (SC) e ao segundo isolamento do grupo
morfologico 01 desse género.

Foi feito o isolamento monospodrico de todos os fungos mais frequentes. Para os
fungos de conidios maiores ou no caso de picnidios (Curvularia spp., Bipolaris spp.,
Fusarium semitectum e Phoma herbarum), foi transferido, sob microscépio 6tico,
apenas uma estrutura para placas de Petri contendo meio BDA, utilizando uma agulha
de acupuntura esterilizada. Para os de conidios menores (Fusarium verticillioides e
Cladosporium spp.), foi feita uma suspensao de esporos em agua destilada autoclavada
e 250 pL dessa suspensao foram espalhadas, com alga de Drigalsky, em meio BDA.
Em seguida, por meio de microscépio composto, foram marcadas, com caneta, na parte
externa da placa, as regides do meio BDA onde se encontravam os esporos isolados,
assegurando a formacdo de culturas monosporicas puras. As placas foram mantidas
sob condi¢des controladas (temperatura de 28 + 2°C e regimes de luz alternada 12h luz
branca fluorescente/ 12h escuro). Depois de iniciado o crescimento do fungo, foram
transferidos fragmentos do meio com cultura de uma das col6nias puras para tubos de
ensaio contendo meio BDA, sob fluxo laminar, para sua preservacao, conforme
Figueiredo (2001). Apds a colonizagdo do meio de cultura pelo fungo, uma camada de
aproximadamente 1 cm de 6leo mineral autoclavado foi colocada, cobrindo a superficie
do meio, prevenindo-se, entdo, a desidratacdo do meio de cultura e reduzindo a
atividade metabdlica dos organismos preservados. Esses isolados se encontram no

setor de Fitopatologia do CTC.
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2.3 Resultados e discusséao
2.3.1 Verificacdo do método mais adequado para deteccdo de fungos associados
as sementes de cana-de-acUcar

Foram encontradas mais de uma espécie de alguns géneros fungicos. A
diferenciacédo de espécies foi realizada por caracteristicas morfolégicas (BOOTH, 1971;
CHIDAMBARAM; MATHUR; NEERGAARD, 1973; SIVANESAN, 1987; HANLIN, 1990;
SINGH et al.,, 1991; BARNETT; HUNTER, 1998; MATHUR; KONGSDAL, 2003). Os
recursos disponiveis, entretanto, ndo permitiram a identificacdo de algumas dessas. Por
isso, as possiveis espécies dos géneros Curvularia, Bipolaris e Cladosporium, nao
identificadas, foram agregadas em trés grupos morfologicamente distintos e nomeadas,
atribuindo-se numeros, como, por exemplo, Curvularia Grupo Morfolégico do tipo 1

(Curvularia GM1). O esquema dos grupos morfologicos estdo na Figura 3.

Figura 3 - Agrupamentos morfoldgicos dos géneros Curvularia, Bipolaris e Cladosporium encontrados
associados as sementes de cana-de-agucar

Os fungos detectados foram: Alternaria alternata, Aspergillus sp., Bipolaris
sacchari, Bipolaris GM1, Bipolaris GM2, Cladosporium GM1, Cladosporium GM2,
Colletotrichum sp., Curvularia GM1, Curvularia GM2, Curvularia GM3, Epicoccum sp.,
Fusarium verticillioides, Fusarium semitectum, Leptosphaerulina sp., Nigrospora sp.,
Penicillium sp., Periconia sp., Phoma herbarum, Rhizopus sp. e Trichoderma sp. As

fotos desses fungos foram apresentadas na Figura 4. Dentre esses fungos encontrados,
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apenas os Curvularia GM1, Bipolaris sacchari, Cladosporium GM1, Fusarium
verticillioides, Fusarium semitectum e Nigrospora sp. tiveram incidéncia estatisticamente
relevante, para permitir comparacao entre tratamentos. Essas incidéncias estdo nas
tabelas 2, 3 e 4.

Figura 4 - Fungos encontrados nas analises sanitarias: Alternaria alternata (1), Aspergillus
sp. (2), Bipolaris sacchari (3), Bipolaris GM1 (4), Cladosporium GM1 (5),
Cladosporium GM2 (6), Colletotrichum sp. (7), Trichoderma sp. (8), Curvularia
GM1 (9), Curvularia GM3 (10), Fusarium verticillioides (11), Fusarium
semitectum (12), Leptosphaerulina sp. (13), Periconia sp. (14), Phoma
herbarum (15)

Por meio dos dados apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, foram realizadas
andlises de variancia para verificacdo de possiveis interacbes entre os fatores
analisados (regime de luz, substrato e recipiente ). Esta andlise de variéncia esta nas
Tabelas 5,6 e 7.



35

Tabela 2 - Incidéncia (%) fungica em sementes de cana-de-agucar, do cruzamento SP81231 X
SP963295, em oito diferentes métodos

Incidéncia fungica (%)

Tratamentos Cladosporium GM1 Bipolaris sacchari Curvularia GM1 Nigrospora sp.

T1 LAP* 46 14 12 5
T2 LAV 37 16 10 7
T3 LFP 43 17 13 7
T4 LFV 32 21 5 10
T5 EAP 36 12 8 2
T6 EAV 38 10 9 4
T7 EFP 33 14 10 1
T8 EFV 33 10 8 3

CV (%) 4 14 12 26

*L= regime de luz alternada; E= escuro continuo; A= agar-agua; F= papel de filtro; P= placa de plastico;
V= placa de vidro.

Tabela 3 - Incidéncia (%) fungica em sementes de cana-de-agucar, do cruzamento SP953387 X
RB815396, em oito diferentes métodos

Incidéncia fungica (%)

Fusarium Fusarium Bipolaris
Tratamentos o ) ~ Curvularia GM1  Aspergillus sp.
verticillioides semitectum  sacchari
T1 LAP* 13 6 19 16 28
T2 LAV 12 1 19 12 29
T3 LFP 15 4 17 15 34
T4 LFV 12 1 23 15 33
T5 EAP 17 4 18 10 11
T6 EAV 14 0 12 11 35
T7 EFP 13 6 20 12 19
T8 EFV 18 1 8 7 28
CV (%) 17 72 20 23 10

*L= regime de luz alternada; E= escuro continuo; A= agar-agua; F= papel de filtro; P= placa de plastico;
V= placa de vidro.
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Tabela 4 - Incidéncia (%) fungica em sementes de cana-de-agucar, do cruzamento SP992254 X
SP953163, em oito diferentes métodos

Incidéncia fungica (%)

Tratamentos Fusarium verticillioides Bipolaris sacchari Cu(r;/l\ljllfria
T1 LAP* 3 20 23
T2 LAV 2 21 26
T3 LFP 4 22 20
T4 LFV 4 24 19
T5 EAP 3 8 20
T6 EAV 10 13 15
T7 EFP 3 15 24
T8 EFV 5 20 24
CV (%) 55 47 25

*L= regime de luz alternada; E= escuro continuo; A= agar-agua; F= papel de filtro; P= placa de
plastico; V= placa de vidro.

Pelos resultados da analise de variancia (Tabelas 5, 6 e 7) verificou-se que para
Cladosporium GM1, o regime de luz e o substrato interagem positivamente, quando o
substrato é o papel de filtro e a incubacgéo é em luz alternada.

Essa mesma andlise indicou que, para o crescimento de Bipolaris sacchari, o
regime de luz teve influéncia em todos os cruzamentos avaliados, desenvolvendo-se
melhor em condicdes de luz alternada. No cruzamento SP953387 x RB815396 houve,
também, significancia na interagdo entre regime de luz e substrato, com maior
incidéncia nas sementes submetidas a combinacao papel de filtro e luz alternada.

Com relagéo a Curvularia GM1, o resultado das interagdes variou de acordo com
o cruzamento. No cruzamento SP81231 X SP963295 houve interagdo entre regime de
luz e substrato e entre recipiente e substrato. A melhor combinacgao foi papel de filtro,
luz alternada e placa de plastico. Quanto ao cruzamento SP992254 X SP953163,
apenas a interagao entre regime de luz e recipiente foi significativa. Curvularia GM1
apresentou maiores incidéncias nas sementes submetidas as situagdes placa de Petri
de vidro e luz alternada, ou placa de Petri de plastico e escuro continuo. No cruzamento
SP953387 X RB815396, houve diferenga significativa apenas entre regimes de luz,

observando-se as maiores incidéncias em luz alternada.
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Tabela 5 - Significancia entre fatores (regime de luz, substrato e recipiente) que afetaram a incidéncia de
fungos em sementes de cana-de-aglicar do cruzamento SP81231 X SP963295

Fungos associados as sementes

Fatores Cladosporium sp. Bipolaris sacchari Curvularia GM1 Nigrospora sp.
Regime de luz * * n.s. *
Recipiente n.s. n.s. n.s. n.s.
Substrato * n.s. * *
Regime de luz x ns ns ns ns
Recipiente e ~ e ~
Regime de luz x " ns * n.s
Substrato e e
Recipiente x ns ns N "
Substrato ~ e
Regime de luz x
Recipiente x n.s. n.s. n.s. n.s.
Substrato
CV (%) 8 27 24 39

* significativos ao nivel de 5% de probabilidade.
n.s. = nao significativo.

Tabela 6 - Significancia das interagbes metodoldgicas entre regime de luz, substrato e recipiente, na
incidéncia fungica em sanidade de sementes do cruzamento SP992254 X SP953163

Fungos associados as sementes

Fatores Fusarium verticillioides Bipolaris sacchari Curvularia sp. 1
Regime de luz * * n.s.
Recipiente n.s n.s n.s.
Substrato * n.s. n.s.
Regime de luz x % ns *
Recipiente e
Regime de luz x * ns ns
Substrato e e
Recipiente x ns ns ns
Substrato e e e
Regime de luz x
Recipiente x n.s. n.s. n.s.
Substrato
CV (%) 27 25 13

* significativos ao nivel de 5% de probabilidade.
n.s. = nao significativo.
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Tabela 7 - Significancia das interagbes metodolégicas entre regime de luz, substrato e recipiente, na
incidéncia fungica em sanidade de sementes do cruzamento SP953387 X RB815396

Fungos associados as sementes

Fatores Fusarium Fusarium Bipolaris ) ]
o ) . Curvularia GM1 Aspergillus sp.
verticillioides semitectum sacchari
Regime de luz n.s. n.s. * * *
Recipiente n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Substrato n.s. * n.s. n.s. *
Regime de luz x
Recipiente n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Regime de luz x ns ns * n.s *
Substrato e e e
Recipiente x ns ns ns ns .
Substrato e e e e
Regime de luz x
Recipiente x n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Substrato
CV (%) 18 73 21 24 11

* significativos ao nivel de 5% de probabilidade.
n.s. = nao significativo.

Entre as variaveis estudadas, no cruzamento SP953387 X RB815396, n&o houve
interacdo significativa para Fusarium verticillioides. No cruzamento SP992254 X
SP953163, houve interagdo entre regime de luz e recipiente (sendo melhor escuro e
placa de Petri de vidro) e interagédo regime de luz e substrato (sendo melhores: escuro e
agar-agua, luz alternada e papel de filtro). Esses dados indicam, para Fusarium
verticillioides, que a interagdo entre escuro, agar e vidro € a que propicia maior
recuperacgao do fungo.

Fusarium semitectum n&o apresentou diferencas de incidéncia para as diferentes
variaveis comparadas, com excec¢ao do substrato papel de filtro, que permitiu aumento
significativo na incidéncia desse fungo.

Os dados mostraram também diferengas significativas de incidéncia de
Nigrospora sp. na interagao regime de luz e substrato. As maiores incidéncias
ocorreram na interagao luz alternada e agar-agua.

Para Aspergillus sp. houve interagao significativa entre regime de luz e substrato
e entre substrato e recipiente, sendo luz e papel de filtro, e papel de filtro e placa de

plastico, respectivamente, as melhores interagdes.
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Dentre os métodos comparados, verificou-se que para Bipolaris sacchari,
Curvularia GM1, Aspergillus sp., o melhor foi regime de luz alternada, papel de filtro e
placa de Petri de plastico. A maioria dos fungos requer regime de luz alternada para sua
esporulacao e papel de filtro para manter a umidade necessaria para seu crescimento.
Para o género Fusarium que, de acordo com literatura (BOOTH, 1971), deveria se
desenvolver em regime de luz alternada, foi observado o contrario. Fusarium
semitectum desenvolveu-se igualmente tanto na presenca quanto na auséncia de luz,
porém o melhor substrato foi o papel de filtro. J& Fusarium verticillioides desenvolveu
melhor na auséncia de luz, no substrato agar-agua em placas de Petri de vidro . Brasil
(1992), Mathur e Kongsdal (2003) e Lucca Filho (1987) relataram que, tanto placas de
Petri de vidro pirex como as de plastico transparente, permitem a mesma passagem de
luz, assim, a diferenca de material utilizado n&o influenciaria a incidéncia dos fungos. E
importante salientar que para Fusarium verticillioides o emprego da placa de Petri de
plastico proporcionou menor incidéncia do que o da placa de vidro. Possivelmente
algum outro fator, que ndo necessariamente a passagem da luz, influenciou neste
resultado.

A literatura mostra que os fungos mais patogénicos e, por isso, mais importantes,
sdo pertencentes aos géneros Fusarium, Curvularia e Bipolaris (LOVELESS; SMITH,
1956; BYTHER; STEINER, 1971; SANGUINO, 1976; SINHA; SINGH, 1982).

Considerando-se apenas o critério sensibilidade, concluiu-se que o melhor
método, que mais se adequou para a maioria dos fungos, patogénicos e secundarios,
foi o de regime de luz alternada, papel de filtro e placa de Petri de plastico.

De acordo com o critério praticidade, € importante salientar que todos aqueles
tratamentos que exigem manufatura de meio de cultura requerem muito tempo de
preparo para autoclavar e verter o meio. O uso de papel de filtro, como substrato,
resultou em procedimeto mais simples e rapido.

Além desses critérios, o método do papel de filtro € mais econdmico, nao
necessitando de gastos com agar, energia com autoclave e vidrarias no preparo. Pode
ser realizado em quaisquer condi¢des de laboratorio, inclusive os menos equipados.

Perante os dados apresentados, escolheu-se o método de placa de Petri de

plastico, substrato papel de filtro e incubagdo sob regime de luz alternada (12h luz
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branca fluorescente/ 12h escuro) para manufatura dos levantamentos dos fungos

associados e da incidéncia em sementes de cana-de-agucar, realizados posteriormente.

2.3.2 Levantamento dos fungos associados e da incidéncia em sementes de cana-
de-acuUcar provenientes dos programas de melhoramento nos anos de 2002,
2003 e 2004 e relacao entre a incidéncia fungica e o ambiente onde foram
produzidas

Os resultados do teste de sanidade de sementes estao presentes na Tabela 8.

Os fungos encontrados nas sementes, no decorrer destes testes, foram os
mesmos encontrados na fase anterior, de comparagao entre métodos. Os géneros mais
frequentes, nos 29 cruzamentos avaliados nesta fase, foram: Bipolaris, Cladosporium,
Curvularia, Fusarium e Phoma. As espécies ou grupos morfolégicos com frequencia
média superior a 5% foram Fusarium verticillioides, Bipolaris sacchari, Curvularia GM1,
Phoma herbarum e Cladosporium GM1.

Observou-se que ha semelhanga entre os géneros fungicos associados as
sementes de cana-de-agucar encontrados neste estudo e aqueles relatados em
pesquisas anteriores, como as relatadas por Sanguino (1976), Byther e Steiner (1971),
Loveless e Smith (1956) e Sinha e Singh (1982), como os géneros: Bipolaris,
Cladosporium, Curvularia, Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Phoma, Penicillium,
Rhizopus, Epicoccum e Nigrospora. Ha semelhanga também quanto algumas espécies
Bipolaris sacchari, Fusarium semitectum, ja encontradas em trabalhos realizados
anteriormente e neste.

No presente estudo ndo foram encontrados os géneros Pestalotia, Monilia,
Pithomyces, anteriormente relatados no Brasil por Sanguino (1976) e outros como
Cephalosporium, Chaetomium, Diplodia e Lacelinopsis, relatados apenas na india por
Narendra e Setty (1979).

Com relagédo a fungos nunca antes relatados em associagdo com sementes de
cana-de-agucar, no presente estudo, encontraram-se o0s géneros Colletotrichum,
Leptosphaerulina e Periconia, entretanto, em baixas incidéncias, nao sendo
considerados de grande importancia atual. Ha que ser comentado que existe

flexibilidade quanto a importancia de fungos, pois um organismo, em um determinado
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momento, sem grandes importancias, podera ser um agente causal de doengas
devastadoras no futuro. Por isso, estudos com esses novos patdégenos devem ser
desenvolvidos.

As incidéncias encontradas nesta e em outras pesquisas foram comparadas e
percebeu-se que existe certa variabilidade nos resultados. Cada um dos estudos mostra
incidéncias diferentes; porém os géneros que apresentaram consistentemente maiores
incidéncias foram: Alternaria, Aspergillus, Chaetomium, Curvularia e Bipolaris, na india
(NARENDRA; SETTY, 1979; SINHA; SINGH, 1982). No Brasil, aqueles mais
encontrados foram Curvularia, Bipolaris, Phoma e Fusarium (SANGUINO, 1976). Este

dado é concordante ao encontrado no presente estudo.



Tabela 8 - Resultado das analises sanitarias de sementes provenientes de 29 cruzamentos do programa de melhoramento genético de cana-de-
acgucar do CTC dos anos de 2002, 2003 e 2004

Incidéncia (%)

N° cruzamento Fqsgriqm Fus_arium Bipolaris_ Bipolaris  Bipolaris Phoma Cladosporium Cladosporium Curvularia Curvularia  Curvularia Penicillium

verticillioides  semitectum  sacchari GM1 GM2  herbarum GM1 GM2 GM1 GM2 GM3 sp.

1 35 2 16 1 0 1 17 0 7 0 0 0

2 15 0 5 1 1 0 2 0 7 1 0 0

~ 3 6 1 21 0 0 1 14 1 3 0 0 0
b= 4 42 1 2 1 0 0 0 0 12 0 4 0
N 5 9 0 4 3 0 6 17 2 4 0 0 0
6 10 3 2 0 5 2 6 2 46 0 0 0

7 15 0 3 5 1 2 33 6 4 0 0 0

Média anual 19 1 8 2 1 2 13 2 12 0 1 0

8 6 0 16 5 1 0 0 0 33 3 0 0

9 7 0 15 1 1 1 1 0 36 2 1 0

) 10 10 1 18 2 1 9 7 1 8 0 0 1
S 11 30 1 35 5 2 6 0 0 25 2 2 0
N 12 6 0 12 4 0 7 26 2 3 0 1 0
13 6 0 3 0 0 90 0 0 2 0 0 0

14 30 18 11 0 0 4 2 0 19 0 0 0

Media anual 14 3 16 2 1 17 5 0 18 1 1 0

15 26 10 17 2 1 0 0 0 13 2 1 3

16 33 27 29 2 2 10 0 0 18 2 0 0

17 21 3 6 0 0 15 7 3 4 0 0 1

18 39 5 30 0 0 21 3 3 6 0 0 1

19 35 4 16 0 1 2 14 0 5 0 0 5

20 27 8 4 0 0 2 1 2 12 1 0 3

< 21 15 15 2 0 1 2 8 9 5 0 1 3
S 22 20 4 6 1 0 17 8 18 19 2 0 0
N 23 14 8 7 1 0 5 4 5 2 0 0 0
24 8 0 2 1 0 9 17 14 2 2 0 4

25 10 0 7 0 0 28 25 0 4 0 0 0

26 10 0 0 0 0 8 26 13 0 0 0 1

27 14 4 0 0 0 2 22 48 0 0 0 5

28 16 3 5 0 0 8 15 11 0 0 0 1

29 5 0 0 0 0 3 0 2 2 0 1 3

Media anual 20 6 9 0 0 9 10 9 6 1 0 2
Média geral 17 4 10 1 1 9 9 5 10 1 0 1

[4%
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Na maioria dos cruzamentos avaliados quanto a sanidade, grande parte das
sementes estavam infectadas por mais de um género ou por mais de uma espécie, ou
grupo morfologico, concomitantemente.

O grafico, climograma, onde foram plotadas as incidéncias fungicas das
sementes de 29 cruzamentos de acordo com o ambiente (Tmédia x UR) onde foram

produzidos esta na Figura 5. Formaram-se trés grupos distintos quanto as condi¢des

climaticas.
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genéticas das sementes. Talvez essa hipdtese possa ser verdadeira com faixas de
clima mais espacadas, diferentemente das ocorridas neste experimento, onde a

variacao nas areas de formacao das sementes foi pequena.

Tabela 9 — Incidéncia de fungos em sementes de cana-de-agucar provenientes de 29 cruzamentos
produzidos em ambientes

Grupo Tmédia UR Incidéncia média (%)
Climatico (°C) (%) Fusarium Fusarium Bipolaris | Bipolaris | Bipolaris Phoma
verticillioides | semitectum | sacchari GM1 GM2 herbarum
GC1 26,5-29 80-90 20,2a * 4,6a 8,4a 0,7a 0,4a 5,1a
GC2 25-26 92-97 17a 3,8a 13a 1,6a 0,5a 12,8a
GC3 26,5-28,5 98-100 11,6a 2a 3,6a 1a 1,6a 5,3a
Média
- - 16 3 8 1 1 8
total
Grupo Tmédia UR Incidéncia média (%)
Climatico (°C) (%) Cladosporium | Cladosporium |Curvularia |Curvularia Curvularia| Penicillium
GM1 GM2 GM1 GM2 GM3 sp.
GC1 26,5-29 80-90 7a 5a 7,2a 0,7a 0,6a 1,6a
GC2 25-26 92-97 11a 5a 11a 0,6a 0,33a 0,73a
GC3 26,5-28,5 98-100 13a 5a 16,6a Oa Oa 0,33a
Média
- - 10 5 12 0 0 1

total

* Médias seguidas por letras iguais nas colunas, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
GC= grupo climatico.

2.4 Conclusbes

O método considerado mais adequado para a detecgéo de fungos associados as
sementes de cana-de-acucar foi placa de Petri de plastico, substrato papel de filtro e
incubacao por sete dias sob regime de luz alternada (12h luz branca fluorescente/ 12h
escuro) e temperatura de 28 + 2°C. Tal método foi o mais econbébmico, sensivel e
pratico.

Os géneros fungicos considerados mais importantes para sementes de cana-de-

acgucar foram Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Fusarium e Phoma, fungos estes,



mais frequentes e que apresentaram maiore

45



46

HANLIN, R.T. Illustrated genera of ascomycetes. Minnesota: The American
Phytopathological Society, 1990. 263 p.

HEINZ, D.J. (Ed.). Sugarcane improvement through breeding. Amsterdam: Elsevier
Science Publishers B.V., 1987. 603 p.

LOVELESS, A.R.; SMITH, C.E.M. Seedling blight of sugar-cane: a new disease caused
by Helminthosporium sacchari Butler. Annals of Applied Biology, Warwick, v. 44, n. 4,
p. 419-424, 1956.

LUCCA FILHO, O. Metodologia dos testes de sanidade de sementes. In: SOAVE, J.;
WETZEL,M.M.V.S. (Ed.). Patologia de sementes. Campinas: Fundagao Cargill, 1987.
p. 276-298.

MATHUR, S.B.; KONGSDAL, O. Common laboratory seed health testing methods
for detecting fungi. Basserdorf: International Seed Testing Association, 2003. 425 p.

NARENDRA, D.V.; SETTY, M.V.N. Seed mycoflora of sugarcane and their importance
in nurseries. Seed Research, New Delhi, v. 7, n. 2, p. 145-150, 1979.

NEERGAARD, P. Seed pathology



47

SIVANESAN, A. Graminicolous species of Bipolaris, Curvularia, Drechslera,
Exserohilum and their teleomorphs. Micological papers. Wallingford: CAB International
Mycological Institute, 1987. 261 p.



48

3 EFEITOS DE FUNGOS ASSOCIADOS AS SEMENTES DE CANA-DE-ACUCAR EM
SEMENTES E PLANTULAS.

Resumo

Este estudo objetivou avaliar os efeitos que fungos associados as sementes de
cana-de-agucar podem causar as sementes e plantulas. Foram realizadas analises
sanitarias e germinagdo de sementes de 29 cruzamentos, pelo método do papel de
filtro, e incubagdo das sementes por sete dias, sob regime de luz alternada (12h luz
branca fluorescente/ 12h escuro) e temperatura de 28 + 2°C. As avaliagbes foram
realizadas em microscopio estereoscopico e foram identificados os fungos encontrados
associados as sementes nao germinadas, plantulas com necrose de parte aérea e
necrose na raiz e plantulas sem sintomas. Observou-se que todos os fungos incidiram,
em maiores porcentagens, em sementes ndo germinadas e que o de maior incidéncia
foi Fusarium verticillioides (14,7%), seguido de Curvularia GM1 (8%), Bipolaris sacchari
(7,6%), Cladosporium GM1 (7,1%) e Phoma herbarum (6,2%). Os demais fungos
apresentaram baixas incidéncias em quaisquer condi¢gbes avaliadas. A partir da analise
sanitaria e de germinagcdo de sementes de cana-de-agucar, concluiu-se que Bipolaris
sacchari e Curvularia GM1 podem ser responsaveis pela ndo germinacéo, além de
poderem causar sintomas nas plantulas (necréticos na parte aérea e na raiz).

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Efeitos; Fungos; Sementes; Plantulas
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3.1 Introducéo

No melhoramento genético da cana-de-agucar, o produto gerado do cruzamento
de duas variedades sao as sementes. Sao realizados milhares de cruzamentos para
obtencdo de quantidades de sementes suficientes, que possam ser avaliadas e
selecionadas, futuramente gerando poucas variedades comerciais.

Ao plantar as sementes para obtencéo de plantulas, ha possibilidade de acéo de
fungos associados a estas que podem levar as plantulas emergidas a morte ou ao
aparecimento de sintomas severos, os quais inviabilizardo a exploracdo de possiveis
gendtipos de interesse. Esses fungos sao beneficiados pela maneira e pelas condigbes
ambientes (altas umidade e temperatura) em que as sementes sao produzidas
(SANGUINO, 1976). Esses patdogenos causam prejuizos significativos em viveiros de
plantulas, limitando o sucesso e a rapidez dos programas de melhoramento genético.

Muitas vezes a ma germinagdo ou emergéncia apresentadas pelas sementes de
um determinado cruzamento sdo atribuidas a infertilidade, a ma formacado das
sementes ou aos patdogenos do solo, sem levar em conta a grande quantidade de
patégenos que sao trazidos pelas proprias sementes (SANGUINO, 1976). Ha
patdgenos que causam a morte dessas sementes ou plantulas, resultando na falta de
materiais para futura obtencdo de uma boa variedade.

Loveless e Smith (1956), relataram reducdo de até 50% de pléntulas, na
Jamaica, por um patdogeno associado as sementes de cana-de-agucar, Bipolaris
sacchari. Byther e Steiner (1972) relataram a reducdo de 8% a 31% de plantulas de
cana-de-agucar por patdogenos de sementes, na Estacdo Experimental da Hawaiian
Sugar Planters’ Association.

Segundo Sanguino', a porcentagem de prejuizos de plantulas por fungos
associados as sementes chegam a atingir 100% em determinados cruzamentos, caso
nao se empreguem medidas de controle (informagao verbal). Esses fungos podem ser
responsaveis pela ma germinacdo e morte de plantulas, durante a emergéncia
(SANGUINO, 1976). Os patogenos associados as sementes, em geral, agem de
diversas maneiras: apodrecendo 6rgaos de reserva; infectando e lesionando tecidos

jovens (sintomas em pléantulas); afetando a absorcao e transporte de agua e nutrientes

1 SANGUINO, A. Centro de Tecnologia Canavieira (CTC).
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pela podridao de raizes e obstrugdo vascular; e reduzindo a realizagao da fotossintese
e da utilizagao dos produtos fotossintetizados pela planta (MENTEN, 1991).

As atividades prejudiciais de fungos associados as sementes, no inicio de
desenvolvimento da cana-de-agucar, tém papel muito importante, de acordo com
Sanguino?, porque podem resultar no fracasso da obtengdo de plantas de cruzamentos
importantes, principalmente em paises com produgdo de poucos quilos de sementes
(informagao verbal). Por isso, sdo necessarios estudos detalhados e sistematicos sobre
a acao de fungos.

Visando contribuir para o desenvolvimento dessa area, este estudo objetivou
avaliar, por meio de analise sanitaria e germinagao, os possiveis efeitos que fungos,

associados as sementes de cana-de-agucar, podem causar em sementes e plantulas.

3.2 Material e Métodos

Por meio da analise sanitaria e germinagcdo de sementes de cana-de-agucar dos
29 cruzamentos apresentados no item 2, Tabela 1, observou-se quais as caracteristicas
das sementes e plantulas que apresentaram incidéncia fungica.

Ambas, analise sanitaria e germinagao, foram baseadas no método do papel de
filtro (BRASIL, 1992), que constou na distribuicdo de 25 sementes em placas de Petri
de plastico contendo como substrato trés folhas de papel de filtro umedecidas com agua
destilada. A incubagédo das sementes foi feita sob regime de luz alternada (12h luz
branca fluorescente/ 12h escuro) por sete dias a 28 + 2°C (temperatura ideal utilizada
nos programas de melhoramento para germinagao das sementes de cana-de-agucar).
Apos esse periodo cada semente foi avaliada, através de estereomicroscépio e, se
necessario, microscopio composto, que permitiu a deteccao e identificagdo dos fungos
associados as sementes. Foram verificadas presencas de fungos em sementes nao
germinadas, em plantulas com necrose na parte aérea, na raiz ou sem sintomas. A
identificagdo dos géneros e espécies encontrados foi feita por meio de bibliografia
especializada (BOOTH, 1971; CHIDAMBARAM; MATHUR; NEERGAARD, 1973;
SIVANESAN, 1987; HANLIN, 1990; SINGH et al., 1991; BARNETT; HUNTER, 1998;

21d. anterior
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MATHUR; KONGSDAL, 2003). O delineamento experimental foi inteiramente

aleatorizado e cada tratamento constou de cinco repeticoes de 50 sementes cada.

Os dados obtidos foram transformados em arco sen~/x /100 , submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

3.3 Resultados e discusséo

Estdo presentes nas Tabelas 10 e 11 os fungos detectados em associagdo com
as sementes de cana-de-agucar e a incidéncia em sementes ndo germinadas, em
plantulas com necrose na parte aérea, na raiz ou plantulas sem sintomas. Na Figura 6
encontram-se os fungos associados a sintomas em plantulas.

Foram verificadas incidéncias de: Bipolaris sacchari, Bipolaris GM1, Bipolaris
GM2, Curvularia GM1, Curvularia GM2, Curvularia GM3, Fusarium verticillioides,
Fusarium semitectum, Penicillum sp. e Phoma herbarum. Nessas condicbes de
sementes, as maiores incidéncias foram de Fusarium verticillioides, seguido de
Curvularia GM1, Bipolaris sacchari , Cladosporium e Phoma herbarum, porém, nao
ultrapassando 15% de incidéncia média total. Todos os fungos encontrados
apresentaram maiores incidéncias nas sementes ndo germinadas, quando comparadas
as incidéncias em plantulas sintomaticas ou plantulas sem sintomas.

Os fungos que apresentaram maiores incidéncias (acima de 6%) em sementes
ndo germinadas foram Fusarium verticillioides, Bipolaris sacchari, Phoma herbarum,
Cladosporium GM1 e Curvularia GM1. Esses dados indicam que pode haver relagao
entre presencga fungica e ndo germinacéo das sementes.

Observa-se, também, que dentre os fungos mais constantemente associados as
sementes ndo germinadas, ha aqueles que apresentaram maiores incidéncias em
plantulas sem sintoma, como o caso de Fusarium vericillioides, Phoma herbarum e
Cladosporium GM1. Por meio desse fato, permitiu-se inferir que ha probabilidade
desses fungos serem menos prejudiciais do que aqueles que apresentaram menores
incidéncias em plantulas sem sintomas. Essa constatacdo € devido ao fato de que,
além da presenca desses fungos em maiores quantidades em plantulas sem sintomas,

houve pouca ou nenhuma presenca desses fungos em plantulas sintomaticas.
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Os fungos Bipolaris sacchari e Curvularia GM1, possivelmente podem ser
responsaveis pela ndo germinagcao de sementes e por sintomas nas plantulas, pois
incidiram com maiores frequéncias em sementes nao germinadas e quando, em
plantulas, mostraram-se associados a sintomas necroticos (necroses na parte aérea ou
na raiz).

Os demais fungos apresentaram baixa incidéncia em quaisquer condi¢des
avaliadas.

Entretanto, por meio do presente estudo, apenas podem ser aventadas hipétese
quanto ao real efeito prejudicial de Bipolaris sacchari e Curvularia GM1, ndo podendo-
se afirmar que esses foram os principais causadores da ma germinagao, pois, segundo
Sanguino (1976), a ndo germinagdo das sementes de cana-de-agucar pode ser
causada também por outros aspectos como infertilidade ou caracteristicas genéticas.

Para esclarecer o real prejuizo que os patdégenos associados as sementes
podem causar, testes de patogenicidade devem ser realizados, completando os

Postulados de Koch.



Tabela 10 - Resultado das analises sanitarias e de germinagéo de sementes provenientes de 29 cruzamentos do programa de melhoramento
genético de cana-de-agucar do CTC e verificagdo da associagdo de estruturas fungicas dos fugos Fusarium verticillioides, Fusarium
semitectum, Bipolaris sacchari, Bipolaris GM1, Bipolaris GM2 e Phoma herbarum aos sintomas causados em plantulas emergidas

Incidéncia (%)

c’;luz (E/i) Fusarium verticillioides | Fusarium semitectum Bipolaris sacchari Bipolaris GM1 Bipolaris GM2 Phoma herbarum
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Onde: G= germinacéo; SNG= semente ndo germinada; NPA= necrose na parte aérea; NR= necrose na raiz; PSS= plantulas sem sintoma ; T= total;
N° cruz= ndmero do cruzamento.
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Tabela 11 - Resultado das analises sanitarias e de germinagéo de sementes provenientes de 29 cruzamentos do programa de melhoramento

genético de cana-de-agucar do CTC e verificagdo da associagdo de estruturas fungicas os fugos Cladosporium GM1, Cladosporium

GM2, Curvularia GM1, Curvularia GM2, Curvularia GM 3 e Penicillium sp. aos sintomas causados em plantulas emergidas
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Figura 6 - Presenca de sintomas associados a fungos encontrados na analise sanitaria de sementes de
cana-de-acucar: conidios de Bipolaris sacchari em lesdo de colo e necrose da raiz (1 e 2);
conidios de Fusarium verticillioides em lesao fraca na folha (3); conidios e micélio de Fusarium

semitectum em necrose no colo e morte de plantula (4 e 5); conidios de Curvularia GM1 em
necrose no colo e lesao fraca na parte aérea (6 e 7)
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3.4 Conclusodes

A partir da andlise sanitaria e de germinacao de sementes de cana-de-agucar,
concluiu-se que Bipolaris sacchari e Curvularia GM1, associados as sementes, podem
ser responsaveis pela ndo germinagdo, além de poderem causar sintomas nas

plantulas (necréticos na parte aérea e na raiz).
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4 PATOGENICIDADE DOS FUNGOS ASSOCIADOS AS SEMENTES DE CANA-DE-
ACUCAR E SINTOMAS CAUSADOS.

Resumo

O presente estudo objetivou a verificagdo da patogenicidade dos fungos mais
frequentes associados as sementes de cana-de-agucar e dos sintomas que podem
causar em plantulas. Foram inoculados 22 fungos de diferentes géneros, previamente
encontrados associados as sementes de cana-de-agucar, em sementes de alta
qualidade fitossanitaria. Para produzir inéculo, discos de micélio de cada isolado foram
transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio BDA e posteriormente
incubados sob condi¢gdes controladas (temperatura de 28+2°C e regimes de luz
alternada 12h luz branca fluorescente/ 12h escuro) até atingir um valor préximo ao
didmetro total da placa. As sementes foram inoculadas com os fungos pelo método de
contato das sementes com meio colonizado, por 24h. A testemunha constou de
sementes mantidas em contato apenas com meio BDA. Posteriormente, as sementes
foram distribuidas em bandejas brancas plasticas contendo substrato Plantmax® e
mantidas em casa de vegetacédo, variando a temperatura de 28 a 32°C, com umidade
relativa em aproximadamente 60% por 10 dias, até a avaliagdo. Foram realizadas
quatro repetigdes de cada fungo, portanto, quatro bandejas por fungo e o delineamento
experimental foi inteiramente aleatorizado. A avaliagéo foi feita contando-se o numero
de pléntulas emergidas; sadias; com lesdes severas, fracas ou medianas na parte
aérea; podriddao de raiz; e necrose ou rachadura no colo. Bipolaris spp. e Curvularia
spp. apresentaram alta patogenicidade por causar maior porcentagem de morte de
plantulas e de plantulas com sintomas severos; Fusarium spp., Cladosporium GM1 e
um dos isolados de Phoma herbarum, mediana patogenicidade por reduzir a
emergéncia e por apresentar sintomas menos severos as plantulas; e Cladosporium
GM2 e um isolado de Phoma herbarum ficaram entre pouco ou nao patogénicos, nao
alterando a emergéncia e nem mesmo causando sintomas significativamente.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Fungos; Sementes; Patogenicidade

SUGARCANE SEEDBORNE FUNGI: PATHOGENICITY AND CAUSED SYMPTOMS.

Abstract

The present study had as objective the verification of the pathogenicity of the
most frequent sugarcane seedborne fungi and the symptoms that can cause in
seedlings. Twenty two fungi of different genera were inoculated, previously found
associated to the sugarcane seeds, in seeds of high health quality. To produce
inoculum, mycelium discs of each isolate were transferred to the center of PDA medium
Petri plates and incubated under controlled conditions (temperature of 28+2°C and 12h
alternating cycles of light and darkness) until it reached almost of the total diameter of
the plate. The seeds were inoculated with the fungi by the seed contact method with
colonized medium for 24h. The control consisted of seeds kept in contact only with PDA
medium. Later, the seeds were distributed in white plastic trays contend Plantmax®
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substrate and kept in greenhouse, with a temperature variation of 28 to 32°C, with
relative humidity of approximately 60% per 10 days, until the evaluation. Four repetitions
of each fungi were done, therefore, four trays for fungus and the experimental
delineation was at random. The evaluation was made by counting the number of
emerged seedlings; healthy; with severe, weak or medium injuries in the aerial part; root
necrosis; and necrosis or crack in the neck. Bipolaris spp. and Curvularia spp. presented
high pathogenicity by causing high percentage of seedling death and seedlings with
severe symptoms; Fusarium spp., Cladosporium GM1 and one of the isolates of Phoma
herbarum, presented medium pathogenicity, by reducing the emergency and to present
less severe seedlings symptoms; and Cladosporium GM2 and one isolate of Phoma
herbarum were considered between little or not pathogenic, not modifying the
emergency and not even causing symptoms significantly.

Key-words: Sugarcane; Seedborne fungi; Seeds; Pathogenicity

4.1 Introducéo

Um dos fatores limitantes na producdo das sementes de cana-de-agucar € a
grande quantidade de organismos patogénicos, principalmente fungos, associados a
essas, que sao beneficiados pela maneira e pelas condigbes ambientes (altas umidade
e temperatura) em que sdo produzidas. Estes fungos podem ser responsaveis pela ma
germinagdo e por grande parte da morte de plantulas, durante a germinacdo e
emergéncia (SANGUINO, 1976).

Os patégenos de sementes agem de diversas maneiras, como: apodrecendo
orgaos de reserva; infectando e lesionando tecidos jovens; causando sintomas em
plantulas; afetando a absorgéao e transporte de agua e nutriente pela podridao de raizes
e obstrugcdo vascular; e reduzindo a realizacido da fotossintese e da utilizagdo dos
produtos fotossintetizados pela planta (MENTEN, 1991).

Prejuizos de 8% a 31% de pléantulas de cana-de-agucar por patdgenos de
sementes foram relatados por Byther e Steiner (1972), na estagcdo experimental da
Hawaiian Sugar Planters’ Association.

No Brasil, a porcentagem de redugédo de plantulas viaveis, devido a fungos
associados as sementes, pode atingir 100% em determinados cruzamentos, caso nao
sejam tomadas medidas de controle, segundo Sanguino’ (informagdo verbal). Tais
prejuizos, no inicio do desenvolvimento da cana-de-agucar, tém um papel muito

importante, pois, geralmente resultam em fracasso na obtencdo de plantulas de
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cruzamentos importantes. Tais ocorréncias s&o ainda mais significativas em paises com
producédo de poucos quilos de sementes. Tendo em vista essas redugdes no inicio do
desenvolvimento da cana-de-agcucar, sao necessarios estudos detalhados e
sistematicos sobre este assunto.

Sanguino (1976) relatou que as principais espécies patogénicas foram:
Curvularia lunata, causando mancha nas folhas e no colo e morte das plantulas;
Fusarium verticillioides, causando mancha no colo, podriddo de raizes e morte das
plantulas e Bipolaris sacchari e H. rostratum, causando mancha nas folhas e no colo.

Patogenos associados as sementes de cana-de-agucar também foram estudados
por Byther e Steiner (1972). Esses pesquisadores encontraram Bipolaris rostrata, B.
hawaiiensis, Curvularia lunata e Curvularia senegalensis nas sementes e avaliaram a
patogenicidade dos fungos por meio de experimento em casa de vegetacdo. Semearam
em solo pré-tratado com brometo de metila e inocularam-nas, pulverizando suspensao
de esporos de cada um dos fungos durante a semeadura. Varios sintomas foram
notados, como lesdes localizadas nas sementes, caules, folhas e raizes.

Loveless e Smith (1956) encontraram Nigrospora sp. associado as sementes de
cana-de-agucar, juntamente com Bipolaris sp. Sugeriram que o parasitismo de
Nigrospora sp. é fraco em relagao ao de Bipolaris sp. Sementes com alta germinagao e
baixa porcentagem de plantulas, apresentando requeima, foram colocadas em contato
com o meio agar-agua colonizado pelo fungo Bipolaris sp. e semeadas em solo
esterilizado. Este fungo se apresentou altamente patogénico, causando requeima das
plantulas e, mais tarde, a morte.

Em testes de patogenicidade de fungo associado a sementes de algodéo,
Tanaka e Menten (1991) compararam trés métodos de inoculacdo de sementes:
método do contato entre as sementes e a colénia do fungo por 24 h em temperatura
ambiente e secagem das sementes por 24 h; imersdo das sementes em suspensao de
conidios durante 30 min e secagem por duas horas; e imersdao das sementes em
suspensao de conidios durante 2 h e secagem por 16 h. O método que apresentou
superioridade na obtencdo das sementes infectadas foi o primeiro dos citados

anteriormente. Esses mesmos autores implicitam a importadncia da inoculagao das

'SANGUINO, A. Centro de Tecnologia Canavieira (CTC).
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sementes, que, além de garantir a associagdo sintomatologia com o agente causal,
possibilita estudos como patogenicidade dos fungos, resisténcia do hospedeiro, entre
outros.

Esse mesmo método de inoculagdo, por contato entre sementes e colbnia de
fungos, também foi empregado por Parisi; Menten e Martins (1999), em sementes de
soja.

Diante da situacao apresentada, o presente estudo teve como objetivo verificar a

patogenicidade dos fungos mais frequentes e os sintomas que podem causar.

4.2 Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ — USP e no
Laboratorio de Fitopatologia do Centro de Tecnologia Canavieira, em Piracicaba-SP.

Os fungos empregados foram os isolados previamente, em levantamento dos
fungos associados e da incidéncia em sementes de cana-de-agucar, provenientes de
plantas hibridas produzidas no programa de melhoramento genético, realizado em

2004, na Estacao Experimental do CTC, com sede em Camamu (BA).

Avaliacdo da patogenicidade dos fungos associados as sementes de cana-de-
acucar

Diferentemente do teste de sanidade, no qual se observaram os sintomas em
sementes naturalmente infectadas ou infestadas, este teste indica se sementes
infectadas pelos diferentes fungos podem causar baixa emergéncia e gerar plantulas
com sintomas caracteristicos.

Selecionou-se uma amostra dividida em sub-amostras, com sementes
provenientes de diferentes cruzamentos, de alta qualidade fitossanitaria, encontrados
na analise de sanidade realizada anteriormente. Com as sementes dessa amostra foi
realizado um ensaio prévio para conhecer quantas plantulas emergiam por grama de
semente plantada.

A quantidade de 0,25 g foi estipulada como ideal para a instalacdo de cada

parcela experimental, emergindo aproximadamente 200 plantulas.
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Neste teste, os isolados utilizados foram aqueles que apresentaram maior

incidéncia nas analises sanitarias realizadas no item 2 (Tabela 12).

Tabela 12 — Isolados de cada espécie flngica utilizados para avaliagao de patogenicidade

Bipolaris Bipolaris Curvularia Fusarium Fusarium  Cladosporium Phoma

sacchari spp. spp. verticillioides semitectum spp. herbarum
BSSCO01 B01SC01 CV01SCO1 FVSCO08 FSSCO05 CL01SC01  PHHSCO03
BSSCO02 B01SC02 CV01SC02 FVSCO09 FSSCO06 CL01SC03 PHHSCO04

B02SC01 CV02SCO01 CL02SCO01
B02SC02 CV02SCO03 CL02SC02
CV03SC02
CV03SC03

Para producao do indculo, discos de micélio de cada isolado foram transferidos
para o centro de placas de Petri contendo meio BDA e posteriormente incubados sob
condi¢cbes controladas (temperatura de 28+2°C e regimes de luz alternada 12h luz
branca fluorescente/ 12h escuro) até atingir um valor préximo ao diametro total da
placa.

As sementes foram inoculadas com os fungos pelo método descrito por Tanaka e
Menten (1991), modificado. As sementes de cada parcela experimental foram mantidas
por 24h em placas de Petri com meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) colonizado
pelos fungos, sob condi¢gdes controladas (temperatura de 28+2°C e regimes de luz
alternada 12h luz branca fluorescente/ 12h escuro). Essas condigbes experimentais
permitiram maior contato entre as sementes e o indculo. A testemunha constou de 0,25
g de sementes de cana-de-agucar mantidas em contato apenas com meio BDA, nas
mesmas condigcdes das demais inoculagdes. Posteriormente, as sementes foram
retiradas das placas colonizadas e semeadas em bandejas brancas plasticas, de area
20 cm x 30 cm, de fundo furado para drenar possiveis excessos de agua de irrigagdo no
substrato. O substrato utilizado foi do tipo Plantmax® - estacas ornamentais da
EUCATEX. Tal substrato era estéril e foi irrigado antes da semeadura até se aproximar
da “capacidade de campo”. Cada caixa constou de uma repeticdo. Foram realizadas

quatro repeticdes de cada fungo, portanto quatro bandejas por fungo.
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As bandejas semeadas foram mantidas em casa de vegetagdo, variando a
temperatura de 28 a 32°C, com umidade relativa em aproximadamente 60% por 10
dias, até a avaliacao.

A avaliacao foi feita contando-se o numero de plantulas emergidas (emerséo do
coledptilo e da folha primaria); sadias; com lesdes severas, fracas ou medianas na parte

aérea; podridao de raiz; e necrose ou rachadura no colo.

Os dados obtidos foram transformados em arco sen+/x /100 e submetidos a

andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

4.3 Resultados e discusséao

Na Tabela 13 estdo os resultados da acao de 22 isolados, dos cinco diferentes
géneros com incidéncia mais consistente nas sementes. De acordo com o isolado
fungico inoculado, foram observadas diferentes agbes sobre a porcentagem de
emergéncia de plantulas totais, de plantulas sem sintomas, e de plantulas com
sintomas, que ocorreram nas sementes inoculadas com os diferentes fungos. Os
sintomas das plantulas foram classificados como: fracos, médios ou severos, quando na
parte aérea; rachadura ou necrose, quando no colo; e necrose na raiz, como ilustrados

na Figura 7.

Tabela 13 — Teste de patogenicidade de fungos isolados de semente de cana-de-agucar por meio de
inoculacdo de sementes por contato com a coldnia fungica

(continua)
Emergéncia Plantulas (%) Tipos de sintomas (%)**
Isolado Parte aérea Colo Raiz
(%) Sem Com o
sintomas | sintomas Fraco | Médio |Severo|Rachadura [NecroseNecrose
Testemunha 100a * 88a 12g 5 0 1 6 1 0
BSSCO01 29de 38cdef 62abcde 42 16 8 21 40 3
BSSCO02 30cde 19ef 81abcd 47 14 8 29 40 6
B01SCO01 23e 20def 80abcd 33 24 16 21 47 1
B01SC02 28de 24def 76abcd 48 13 7 22 37 4
B02SC01 53abcde  17def 83abc 8 3 9 22 51 6
B02SC02 37bcde 25def 75abcd 10 2 25 22 31 5
CV01SC01 40bcde 30bcdef  70abcd 11 0 7 31 28 3
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Tabela 13 — Teste de patogenicidade de fungos isolados de semente de cana-de-agucar por meio de

inoculagdo de sementes por contato com a col6nia fungica

(concluséo)

CV01SC02 28de 15ef 85abc 19 3 14 27 41 0
CV02SC01  79ab 26def 74abcd 6 0 6 39 22 1
CV02SC03 42bcde 43abcde 57bcde 10 0 8 25 19 4
Cv03sCo02 2f Og 100a 16 11 7 23 72 15
CV03SC03 30cde 9fg 91ab 17 4 10 34 42 2
FSSCO05 46bcde 75ab 25fg 1 0 0 20 5 1
FSSCO06 62abcd 89a 11g 0 0 0 7 2 2
FVSCO08 39bcde 69abc 31efg 1 0 1 20 5 5
FVSCO09 47bcde 75ab 25fg 0 0 12 4 1
CL01SCO01  102a 83a 179 2 1 6 2 2
CL01SC03 101a 69abc 31efg 1 0 0 28 1 1
CL02SCO01  72ab 53abcd  47def 5 2 5 24 10 1
CL02SC02 67abc 49abcde 51cdef 4 0 0 42 3 2
PHHSC03 61abcd 82a 18g 0 0 2 14 1 1
PHHSC04  54bcde 882 129 0 0 5 5 1 1
CV (%) 15,95 19,74 12,85 - - - - - -

* Médias seguidas por letras iguais nas colunas nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.

** Excluidos da analise de variancia.
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Figura 7 — Sintomas observados em plantulas emergidas em teste de sanidade e germinagédo de
sementes: sintomas na parte aérea: fraco (1); médio (2); severo (3); no colo — rachadura (4);
necrose (5); necrose na raiz (6); plantula morta (7 e 8); e plantula sadia (9 e 10)

E importante salientar que as condi¢cdes deste teste sdo hipotéticas, nas quais
todas as sementes foram infectadas ou infestadas pelos fungos, o que ndo ocorre na
natureza.

A patogenicidade dos fungos foi classificada em alta, média e pouca/ nao
patogénico.

Pelas duas varidveis analisadas, contatou-se que existe diferenca de
patogenicidade entre géneros, dentre espécies ou grupos morfolégicos e entre seus
isolados.

Os fungos considerados de alta patogenicidade foram Curvularia e Bipolaris, dos
quais todos os isolados comparados diminuiram a emergéncia de plantulas. Em relagao
aos sintomas na parte aérea, colo e raiz, pelos dados da Tabela 13, verificou-se que
houve maiores porcentagens de sintomas fracos do que médios e severos na parte
aérea, necrose no colo e na raiz, para ambos os géneros. Plantulas que apresentaram
sintomas fracos e severos, provavelmente, ndo serdo capazes de se recuperar das
infecgdes. Neste sentido, Curvularia e Bipolaris foram os géneros responsaveis pelas

maiores porcentagens destas variaveis.
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Esses resultados complementam aqueles descritos em literatura, que relatam
esses géneros como patogénicos as sementes e plantulas de SC (SANGUINO, 1976;
LOVELESS; SMITH, 1956; BYTHER; STEINER, 1972).

Cladosporium GM2, Fusarium verticillioides, PHSC04 e FSSC05 foram
considerados medianamente patogénicos. Cladosporium GM2 n&o reduziu
significativamente a emergéncia das plantulas, mas causou aparecimento de grande
quantidade de rachaduras no colo.

PHSCO04 reduziu a emergéncia das plantulas e n&o produziu sintomas
significativos. Dados semelhantes foram relatados por Sanguino (1976). Os isolados
PHSC03 e Cladosporium GM1 foram considerados pouco patogénicos/ nao
patogénicos.

E importante salientar que a variavel mais importante para a patogenicidade é a
porcentagem de emergéncia, pois esta ndo pode ser modificada, ao contrario dos
sintomas fracos, que podem ser recuperados e nao afetar a formacédo de plantas

vigorosas.

4.4 Conclusdes

Dentre os géneros fungicos mais frequentes, os de maior patogenicidade foram
Curvularia e Bipolaris, causadores de sintomas fracos a severos na parte aérea,
rachadura e necrose no colo e necrose de raiz. Esses fungos, quando associados as
sementes de cana-de-agucar, podem causar sérios prejuizos no desenvolvimento de
programas de melhoramento genético.

Cladosporium GM2, Fusarium verticillioides e um dos isolados de Fusarium
semitectum e outro de Phoma foram considerados medianamente patogénicos,
enquanto Cladosporium GM1 e um dos isolados de Phoma foram considerados pouco
patogénicos/ nao patogénicos.

A partir dessas constatagdes € possivel concluir que o tratamento quimico em
sementeiras deve se dirigir a inibicdo desses fungos mais ou medianamente

patogénicos.
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5 CONTROLE DE FUNGOS ASSOCIADOS AS SEMENTES DE CANA-DE-ACUCAR
POR MEIO DE FUNGICIDAS.

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar a fungitoxicidade in vitro de
isolados de fungos patogénicos frequentemente associados as sementes de cana-de-
agucar, a eficiéncia e a fitotoxicidade in vivo para determinar o controle mais adequado
para obtengdo de plantulas apropriadas. No teste de fungitoxicidade in vitro foram
comparados os fungicidas: carbendazim + tiram; carboxina + tiram; fludionoxil +
metalaxil- M; mancozeb + metalaxil- M; triadimenol; iprodiona; captana; tolilfluanida e
pencicurom. Foram estabelecidas as concentracbées de 1, 10 e 100 ppm para a
realizagao dos testes e a eficiéncia dos fungicidas foi comparada mediante avaliagao da
inibicdo do crescimento da col6nia em meio de cultura e calculo da EDsp (concentragao
que inibe em 50% o crescimento micelial do fungo). A fitotoxicidade foi determinada em
experimento envolvendo a aplicagado dos fungicidas selecionados como eficientes ou
moderadamente eficientes para a maioria dos isolados avaliados no experimento de
fungitoxicidade in vitro, e além desses, foram incluidos mancozeb + metalaxil-M e tiram,
que ja foram utilizados pelo programa de melhoramento do Centro de Tecnologia
Canavieira (CTC). Os produtos foram aplicados em sementeira por meio de uma unica
pulverizacdo. Na avaliacdo, as variaveis observadas foram o numero de pléantulas
emergidas, altura da parte aérea e da raiz dessas plantas, sintomas de necrose na
parte aérea, colo e raiz e observagao de possiveis anomalias. Apds encontrar o melhor
fungicida, eficiente e nao fitotdxico, foi realizada validagdo do método na rotina. Para tal,
utilizaram-se sementes com incidéncia fungica natural. O fungicida fludioxonil +
metalaxil-M apresentou o uUnico altamente eficiente a todos os fungos avaliados, e
triadimenol variou de altamente eficiente a medianamente eficiente no controle da
maioria desses fungos. Na avaliagédo in vivo, fludioxonil + metalaxil-M nas doses de
7,35;10,5 e 13,65 g/100L; seguido de triadimenol na dose de 31,5 g/100L ndo causaram
fitotoxicidade as sementes e plantulas.

Palavras-chave: Cana-de-agucar; Fungos; Sementes; Controle; Fungicidas

CONTROL OF SUGARCANE SEEDBORNE FUNGI BY FUNGICIDES

Abstract

The present study had as objective to evaluate the in vitro fungitoxicity of
frequently pathogenic seedborne fungi to sugarcane, the efficiency and in vivo
phytotoxicity to determine the most adequate control to obtain appropriate seedlings. In
the in vitro fungitoxicity test, the following fungicides were compared: carbendazim +
tiram; carboxina + tiram; fludionoxil + metalaxil- M; mancozeb + metalaxil- M;
triadimenol; iprodiona; captana; tolilfluanida and pencicurom. The concentrations of 1,
10 and 100 ppm were established for the accomplishment of the tests and the
fungicides’ efficiency was compared by the evaluation of the colony growth’s inhibition in
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culture medium and calculation of ED50 (concentration that inhibits in 50% the fungi
mycelial growth). The phytotoxicity was determined in experiment having involved the
application of the fungicides selected as efficient or moderately efficient for the majority
of the evaluated isolates in the in vitro fungitoxicity experiment, and beyond these,
mancozeb + metalaxil-M and tiram were included, because their already had been used
by the breeding program of the Centro de Tecnologia Canavieira (CTC). The products
were applied in nurseries by an only spraying. In the evaluation, the observed variables
were the number of emerged seedlings, height of the aerial part and the root of these
plants, symptoms of necrosis in the aerial part, neck and root, and observation of
possible anomalies. After defined the best fungicide, efficient and not phytotoxic, the
validation of the routine method was done. For this, seeds with natural fungical
incidence were used. The fludioxonil + metalaxil-M fungicide was the only one highly
efficient to all the evaluated fungi, and triadimenol varied from highly efficient to medium
efficient to control the majority of these fungi. In in vivo evaluation, fludioxonil +
metalaxil-M in the doses of 7,35; 10,5 and 13,65 g/100L; followed by triadimenol in the
dose of 31,5 g/100L did not caused phytotoxicity to seeds and seedlings.

Key-words: Sugarcane; Seedborne fungi; Seeds; Control; Fungicides

5.1 Introducgéo

A cultura da cana-de-agucar tem grande importancia mundial, utilizada
principalmente para obtenc&o de agucar e de alcool etilico (FIGUEIREDO et al., 1998).
Segundo dados da FNP Consultoria & Comércio (2004), ha tendéncia futura de
crescente demanda desses dois produtos. A reducao das reservas mundiais de petréleo
e o provavel aumento do seu custo podem definir a preferéncia internacional pelo alcool
como combustivel. Quanto ao agucar, o forte crescimento econdmico da Asia deve
aumentar a renda de quase metade da populagdo do mundo e, como consequéncia,
havera maior demanda de agucar, exigindo um crescente aumento de sua produgao.

Um dos caminhos para aumentar o rendimento da cana-de-agucar sdo o0s
estudos que propdem métodos de melhoramento genético da cultura.

O melhoramento genético convencional da cana-de-agucar se inicia pela escolha
dos parentais de interesse e obtencdo de sementes verdadeiras (cariopses) pela
hibridizagdo (SILVA et al., 1999). Essas sementes sao produtos de cruzamentos entre
cultivares comerciais e/ou clones pré-comerciais. Tais cruzamentos geram populag¢des
com alta variabilidade genética devido a heterozigose dos clones (NARENDRA; SETTY,
1979; BRESSIANI, 2001). As sementes provenientes dos cruzamentos dardo origem a
plantulas que serdo transplantadas, com aproximadamente 15 dias, para bandejas

maiores. Posteriormente, as plantulas mais vigorosas, preferencialmente sem manchas
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foliares e com desenvolvimento satisfatorio, serdo selecionadas, visando as selegdes
nas préoximas fases.

As plantulas afetadas por fungos morrem de trés a quatro dias apds a
emergéncia, segundo Byther e Steiner (1972). As plantulas que resistirem até dois ou
trés semanas de idade, na presenca dos patdégenos, podem se tornar viaveis, isto €, a
doenca nao é mais fatal, embora o vigor das mesmas diminua.

No entanto, segundo Sanguino (1976), os fungos que se encontram nas
sementes atuam indiscriminadamente tanto em plantulas, que no futuro formam plantas
suscetiveis, quanto naquelas que formam plantas resistentes. Na idade juvenil de
plantula, a cana-de-acucar parece ndo possuir resisténcia definida. Plantulas que
poderiam gerar futuras variedades, resistentes aos principais patdégenos e com
caracteristicas comerciais desejaveis, podem morrer antes mesmo de serem
submetidas a selecéo.

Comprovada a influéncia dos fungos associados as sementes na produgdo de
plantulas para o melhoramento genético, ha necessidade de se efetuar o controle dos
patégenos, com o proposito de obter mudas adequadas.

As trés modalidades mais importantes de controle sdo: quimico (consiste na
incorporacao de produtos quimicos, artificialmente desenvolvidos, as sementes), fisico
(consiste em expor as sementes a agao do calor ou de outro agente fisico controlado) e
biolégico (baseado na incorporagdo de organismos antagonistas as sementes), de
acordo com Machado (2000). Embora existam essas trés modalidades para o controle
de patdgenos associados as sementes de cana-de-agucar, atualmente o método mais
utilizado € o quimico. Mesmo sendo o mais usado, ainda existe grande caréncia de
estudos sobre ele.

O tratamento de sementes € um dos métodos mais baratos de controle direto de
doengas nos vegetais, baseando-se nos principios de erradicagéo, protegéo e terapia.
Esse tipo de tratamento visa eliminar os patégenos de sementes e/ou proteger as
sementes e as plantulas dos patéogenos do solo. Essa protegdo € importante, pois
garante maior populagcdo de plantulas sadias e evita a disseminagdo dos
microrganismos (SOAVE; MORAES, 1987).
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Mesmo o tratamento de sementes sendo de grande valia, algumas vezes, sua
utilizacao pratica pode ser inviavel, como no caso de sementes de cana-de-agucar. No
programa de melhoramento sao realizados centenas de cruzamentos diariamente e
cada um desses cruzamentos possui poucos gramas de sementes e esses teriam de
ser tratados separadamente, o que tornaria esse processo extremamente demorado e
envolveria grande mao de obra, portanto, impraticavel em uma rotina. Na pratica, o que
se tem feito nesses programas € a pulverizagdo de fungicidas no substrato apds a
semeadura, com o cuidado de a calda que atinja todas as sementes.

Como se observa, ainda ha caréncia de estudos a respeito de quais os melhores
fungicidas atuais que controlem fungos patogénicos associados as sementes de cana-
de-agucar.

Visando conhecer um pouco mais desse controle, Sanguino (1976) comparou 0s
fungicidas benomil, tiram, 2-tiocianometil benzotiazol, mancozeb, brometo de metila,
cloreto de 2-metoxyetilmercurio e varias dosagens de formol. Constatou que todos os
tratamentos foram prejudiciais as sementes e/ ou plantulas de cana-de-agucar, com
excecdo do tratamento com o fungicida tiram, na dose de 2,0 g/L (imersédo por 20 min).
Com esse ultimo tratamento obteve resultados significativos no controle de todos os
fungos presentes nas sementes, quando comparado a testemunha, que nao recebeu
nenhum tratamento. Além disso, tiram aumentou o vigor das sementes, permitindo
rapida emergéncia. Os demais fungicidas e dosagens apresentaram controle apenas
parcial dos fungos encontrados.

Byther e Steiner (1972) avaliaram o controle de Curvularia spp. e Bipolaris spp.
com os produtos panogen (metil-mercuridiciandiamida) e calda bordalesa. Nenhum
desses dois produtos foi eficiente no controle de nenhuma das espécies desses
géneros empregadas no estudo.

Contudo, ha dificuldade de se encontrar algum fungicida que seja de amplo
espectro quanto aos diversos géneros (SANGUINO, 1976) e que nao tenha efeito
fitotoxico, inclusive nao afete o vigor da plantula.

Novos fungicidas vém sendo langados, segundo Menten et al. (2005); os
empregados em tratamento de sementes evoluiram entre as décadas de 1960 e 1990,

com consequente redugcdo na dose da ordem de 89,9%. Por exemplo, na década de
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1960 havia produto que exigia dose de 450 g i.a./100 kg de sementes e na década de
90, apenas 1 g i.a./100 kg. Quanto a classe toxicoldgica e a toxicidade oral aguda, nao
houve alteracbes marcantes entre os produtos langcados na década de 1960 e nas
posteriores.

Atualmente, no Brasil, estdo registrados 440 ingredientes ativos de produtos
fitossanitarios, correspondendo a 1.002 produtos comerciais. Desses, 33 ingredientes
ativos sao registrados para tratamento de sementes, entre eles, 21 fungicidas. Com
esses 21 ingredientes ativos, ha 36 produtos comerciais registrados (MENTEN et al.,
2005).

Tendo em vista a escassez de trabalhos recentes sobre controle de fungos
associados as sementes de cana-de-agucar com fungicidas, o objetivo deste estudo foi
avaliar a fungitoxicidade in vitro de isolados de fungos patogénicos frequentemente
associados as sementes de cana-de-agucar e a eficiéncia e a fitotoxicidade in vivo para
determinar o controle mais adequado para obtengdo de plantulas apropriadas. Este
objetivo foi definido com o propdsito de auxiliar os programas de melhoramento
genético, aumentando a germinagado das sementes, a emergéncia e a obtencao de
plantulas que irdo representar os cruzamentos efetuados, durante os estadios de

selecéo de novos clones de cana-de-agucar.

5.2 Material e Métodos
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Patologia de Sementes do
Departamento de Entomologia, Fitopatologia e Zoologia Agricola da ESALQ — USP e no

Laboratdrio de Fitopatologia do Centro de Tecnologia Canavieira em Piracicaba-SP.

5.2.1 Fungitoxicidade in vitro

O teste de fungitoxicidade in vitro foi realizado visando obter informacdes
preliminares de quais sdo os fungicidas eficientes ou moderadamente eficientes na
inibicdo dos fungos patogénicos mais freqlientemente encontrados associados as
sementes de cana-de-agucar, para posterior utilizagcado destes fungicidas na avaliagao
da fitotoxicidade in vivo.
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Foram comparados nove fungicidas comerciais (Tabela 14) de diferentes grupos

quimicos, tanto usados para tratamento de sementes como para parte aérea. Foram

estabelecidas as concentragoes de 1, 10 e 100 ppm para a realizacao dos testes.

Tabela 14 - Fungicidas comparados quanto a eficiéncia in vitro para controle de fungos associados as
sementes de cana-de-agucar

Nome técnico Produto comercial Grupo quimico Modo de Formulag:éo1 Conggr;t;agao
agao (9/kg ou g/L)

Carbendazim + Derosal Plus Benzimidazol+  sistémico+
tiram Dimetilditiocarbamato protetor SC 150+350
Carboxina + Vitavax-Thiram 200 SC Carboxanilida+  sistémico+
tiram Dimetilditiocarbamato protetor SC 200+200
Fludionoxil + Maxim XL Fenilpirrol+ protetor +
metalaxil-M Acilalaninato sistémico SC 25+10
Mancozeb + Ridomil-Mancozeb  Dimetilditiocarbamato  sistémico+
metalaxil-M + Acilalaninato protetor PM 640 + 80
Triadimenol Baytan SC Triazol sistémico SC 150
Iprodiona Rovral SC Dicarboximida protetor SC 500
Captana Captan Fersol 500 PM Dicarboximida protetor PM 200
Tolilfluanida Euparem M 500 PM Fenilsulfamida protetor PM 500
Pencicurom Monceren PM Feniluréia protetor PM 250

"PM= p6 molhavel.
SC= suspenséo concentrada.

Os isolados utilizados foram dois de cada género ou espécie considerado mais

patogénico e pelo menos um daqueles considerados de mediana patogenicidade

(Tabela 15). Os isolados considerados pouco patogénicos/ ndo patogénicos ndo foram

utilizados neste teste.

Tabela 15 - Isolados de fungos patogénicos associados as sementes de cana-de-agucar submetidos a

fungitoxicidade in vitro

(continua)
Bipolaris Bipolaris Curvularia Fusarium Fusarium  Cladosporium Phoma
sacchari spp. spp. verticillioides semitectum spp. herbarum
BSSCO01 B01SC01 CV01SCO01 FVSCO08 FSSCO05 CL02SC02 PHHSCO04
BSSCO02 B01SC02 CV01SC02 FVSCO09
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Tabela 15 - Isolados de fungos patogénicos associados as sementes de cana-de-agucar submetidos a
fungitoxicidade in vitro
(concluséo)

B02SC01  CV02SCO01
B02SC02 CV02SCO03
CV03SC02
CV03SC03

Para produgéo do indculo, fragmentos de micélio de cada isolado (cultura pura)
foram transferidos para o centro de placas de Petri contendo meio BDA e
posteriormente incubados sob condi¢des controladas (temperatura de 28+2°C e
regimes de luz alternada 12h luz branca fluorescente/ 12h escuro) até a colonizagéo do
fungo atingir préxima ao diametro total da placa.

Para o preparo do meio de cultura com fungicida, cada produto foi adicionado a
meio de cultura BDA, segundo técnica de Mondal et al. (2005) e Frare (2005). Cada
produto utilizado foi diluido em agua destilada autoclavada, sob fluxo laminar. Primeiro
foi feita uma suspensado estoque | para cada fungicida, de 1 g de i.a. do produto
comercial em 99 mL de agua, obtendo-se a concentragdo de 10.000 ppm. A partir desta
solugédo estoque, foram feitas diluigdes em série, transferindo-se 1 mL da solugao
estoque para 9 mL de &agua, obtendo-se a solugdo estoque Il (1.000 ppm), e
transferindo-se 1 mL da solugéo Il para 9 mL de agua, obtendo-se a solugéo estoque lli
(100 ppm). De cada uma dessas solug¢des estoques, foi retirado 2,5 mL e transferido
para 250 mL de meio BDA fundente (45-47°C), diluindo mais 100 vezes cada uma das
solucdes estoques, obtendo-se assim, meios nas diluicées de 1, 10 e 100 ppm dos
fungicidas.

Discos de micélio de 5 mm de didmetro de crescimento ativo em meio BDA foram
transferidos para o centro das placas de Petri com meio BDA com os fungicidas. As
testemunhas consistiram de discos de micélio colocados em meio BDA sem fungicida.
A incubacgao ocorreu sob condigdes controladas (temperatura de 28+2°C e regimes de
luz alternada 12 h luz branco fluorescente /12 h escuro).

Cada tratamento foi representado por quatro placas de Petri (quatro repeticoes)
com trés concentragdes de cada um dos fungicidas comparados e mais a testemunha.

O delineamento experimental foi inteiramente aleatorizado.
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A avaliagéo foi realizada quando a colonizagédo das placas testemunhas atingiu
proximo ao diametro total das placas (8,2 cm), o que levou de cinco a sete dias,
variando conforme o isolado. Para o isolado CL02SC02, apesar de seu crescimento nido
ter atingido nem a metade da placa aos 10 dias de incubacéo, este foi avaliado, para
que nao houvesse ressecamento do meio de cultura.

Com o auxilio de uma régua, mediram-se, em dois sentidos perpendiculares, os
didmetros da colbnia de cada placa de Petri, com os respectivos produtos e
concentragdes, comparando-os ao crescimento meédio das testemunhas. Assim,
calculou-se o valor da porcentagem de inibigao do crescimento micelial (PIC) (MENTEN
et al., 1976).

PIC = Crescimento da testemunha (Oppm) - Crescimento tratamento x 100

Crescimento testemunha (Oppm)

Apos serem calculados todos os PICs das concentragdes, estes foram plotados
em uma escala de probabilidade contra o log da concentragdo do fungicida para
determinar a EDso (concentragao do ingrediente ativo do fungicida necessaria para inibir
em 50% o crescimento micelial do fungo) (MONDAL et al., 2005). Posteriormente, uma
reta intermediaria (linha de tendéncia), entre os trés pontos (correspondentes as
concentragdes 1, 10 e 100 ppm), foi tragada. Foram encontradas equagdes de
regressao entre PIC e log da concentragdo do fungicida, que permitiram o calculo da
EDs de cada produto/ fungo. A EDsp equivale ao log da concentragdo correspondente a
PIC de 50%.

Os fungicidas avaliados foram classificados em quatro categorias de eficiéncia,
segundo a escala de Bollen e Fuchs (1970), Edgington et al. (1971) e Kataria e Grover
(1978):

- EDsp <1 ppm - altamente eficiente (AE)

- EDsp 1-10 ppm - moderadamente eficiente (ME)

- EDsp 10-50 ppm - pouco eficiente (PE)

- EDsp >50 ppm - ineficiente (1)
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5.2.2 Fitotoxicidade de fungicidas as sementes/ plantulas de cana-de-acucar

As sementes utilizadas foram provenientes de plantas hibridas produzidas no
programa de melhoramento realizado em 2004, na Estagdo Experimental do CTC, com
sede em Camamu (BA) e foram semibeneficiadas, retirando os pélos e ficando apenas
a cariopse envolta pelas palea e lema.

Para este estudo foi constituida uma amostra sementes, formada de uma mistura
de materiais de alta germinacao (SP924164; SP012431; IASP973314; SP012426;
SP004348 e CTC00749 x SP891117), independentemente da incidéncia fungica. A
germinagao considerada para a escolha dos cruzamentos foi a encontrada nos testes
prévios do programa de melhoramento genético do CTC; apds a formagado da amostra
composta, foi realizado ensaio prévio, em substrato esterilizado do tipo Plantmax®-
estacas ornamentais da EUCATEX, para se conhecer quantas plantulas emergiam por
grama de semente.

A quantidade de 0,25 g de semente foi estipulada como ideal para a instalagao
de cada parcela experimental, emergindo aproximadamente 200 plantulas.

A fitotoxicidade foi determinada em experimento envolvendo a aplicacdo dos
fungicidas selecionados como eficientes ou moderadamente eficientes para a maioria
dos isolados avaliados no experimento de fungitoxicidade in vitro, e além desses, foram
incluidos Ridomil Mancozeb e Rhodiauram SC, que ja foram utilizados pelo programa
de melhoramento do CTC.

Foram comparadas trés concentragdes de calda para cada fungicida: a

provavelmente adequada, 30% abaixo e 30% acima (Tabela 16).



Tabela 16 - Fungicidas utilizados para avaliagéo de fitotoxicidade in vivo no tratamento em sementeira de cana-de-agucar para o controle de

fungos associados

Dose de i.a. (g/100L)

Nome Produto comercial Grupo quimico Classe Formulac;éo1 Concentragao 30% Média 30%
técnico do i.a. menor (recomenda maior
(9/kg ou g/L) da)
Tiram Rhodiauram Dimetilditiocarbamato protetor SC 500 52,5 75 97,5
carboxina +\jiavax-thiram 200 ¢ Carboxanilida+ sistémico + - g¢ 200+200 84 120 156
tiram Dimetilditiocarbamato protetor o
Fludionoxil + 1 im XL Fenilpirrol + Acilalaninato  Protetor + sc 25+10 7.35 10,5 13,65
metalaxil-M sistémico
Mancozeb + oy mil Mancozeb Dimetilditiocarbamato+  protetor + 640 + 80 1512 216 280,8
metalaxil-M Acilalaninato sistémico
Triadimenol Baytan SC Triazol sistémico SC 150 31,5 45 58,5
Iprodiona Rovral SC Dicarboximida protetor SC 500 50 75 100

"PM= pé molhavel.
SC= suspensao concentrada.

Ll
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As sementes foram distribuidas em bandejas brancas plasticas, de area 20 cm x
30 cm, de fundo furado para drenar o possivel excesso de agua no substrato. O
substrato utilizado foi do tipo Plantmax®- estacas ornamentais da EUCATEX, estéril e
foi irrigado antes da semeadura até se aproximar da “capacidade de campo”. Os
fungicidas foram aplicados apenas uma vez, logo apos a distribuicdo das sementes nas
caixas, por meio de pulverizador de pressdo acumulada de uso agricola de 2 L de
capacidade, com vazao de aproximadamente 150 mL/ min, pulverizando cerca de 67
mL/m?, em torno de 40 mL/bandeja. Sementes com aplicagcado apenas de agua destilada
foram utilizadas como controle.

Cada bandeja constou de uma repeticdo. Foram realizadas quatro repeti¢cdes
para cada dose dos fungicidas, portanto quatro bandejas por dose. O delineamento
experimental foi inteiramente aleatorizado.

As bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo, sem irrigagao durante as
primeiras 24 h (para nao lavar o produto aplicado na semente), variando a temperatura
de 28 a 32°, com umidade relativa de aproximadamente 60%, por 10 dias, até a
avaliacao.

Primeiramente, um circulo de arame de 6,5 cm de didametro foi jogado
aleatoriamente nas bandejas e, de dentro deste circulo, foram retiradas 30 plantulas.
Foram observados os sintomas presentes, possiveis anomalias ou morte de plantulas, e
foram medidas altura da parte aérea e comprimento de raiz com ajuda de uma régua.
Posteriormente, o numero de plantulas emergidas, de todas as bandejas, foi contado e

somado as 30 plantulas inicialmente retiradas.

5.2.3 Validac&o do tratamento quimico na sementeira

Apds obter os resultados da fungitoxicidade in vitro
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Na avaliagdo foram analisados os aspectos: numero de plantulas emergidas,
porcentagem de plantulas com sintomas, possiveis anomalias ou morte de plantulas.

Os dados obtidos foram transformados em arco sen~/x /100 e submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.

5.3 Resultados e Discusséo
5.3.1 Fungitoxicidade in vitro

Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 17, Figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15 e 16.



Tabela 17 - Concentragéo (ppm) de fungicida necessaria para inibir em 50% (EDsp) 0 crescimento micelial de 17 isolados de fungos patogénicos a

cana-de-agucar

isolados

Fungicida BSSC01 BSSC02 BO1SCO1 B01SC02 B02SCO1 B02SC02  CL02SC02  PHHSCO04 FSSCO05
Carbendazim + tiram 20,82 14,54 12,78 14,30 26,00 33,40 <1 14,51 8,28
Mancozeb + metalaxil-M 7,64 5,77 17,29 11,57 20,47 6,32 11,45 53,09 >100
Pencicurom 31,10 5,97 >100 >100 97,86 17,5 >100 >100 >100
Captana 20,38 8,05 12,27 4,37 94,28 19,97 26,59 61,66 >100
Tolilfluanida 3,86 <1 7,67 1,95 29,96 1,51 9,70 81,38 21,27
Carboxina + tiram 5,10 1,51 10,57 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51 1,51
Triadimenol <1 <1 1,90 1,34 2,23 <1 18,82 12,82 2,16
Iprodiona <1 <1 44,34 <1 <1 <1 9,27 >100 >100
Fludionoxil + metalaxil-M <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

Isolados

Fungicida FVSCO08 FVSCO9  CV01SCO1 CV01SC02 CV02SC01 CV02SC03 CV03SC02 CV03SCO03
Carbendazim + tiram 5,62 6,69 23,33 15,71 54,85 22,24 38,90 15,96
Mancozeb + metalaxil-M >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
Pencicurom 5,09 7,83 64,28 69,14 >100 >100 >100 >100
Captana 56,23 84,53 63,84 44,85 >100 >100 >100 85,57
Tolifluanida 24,47 24,97 51,47 24,17 >100 90,21 >100 51,18
Carboxina + tiram 1,51 1,51 8,44 1,51 1,51 9,97 19,12 1,51
Triadimenol <1 <1 4,45 3,57 6,55 4,10 60,59 4,61
Iprodiona >100 >100 <1 <1 5,32 <1 <1 1,08
Fludionoxil + metalaxil-M <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SC01; B02SC02); Cladosporium GM2
(CL02SCO02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSCO05); Fusarium verticillioides (FVSC08; FVSCO09) e Curvularia spp.

(CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01; CV02SCO03; CV03SC02; CV03SCO03).

08
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Figura 8 — Efeito de triadimenol, nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigdo in vitro a 17

1- BSSCO1
2- BSSCO02
3- B0O1SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO01
6- B02SCO02

7- CL02SCO02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

13- CV01SCO02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SCO02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B0O1SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SC02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSCO05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCQ09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO3).
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Figura 9 - Efeito de captana, nas concentragbes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigao in vitro a 17 isolados

de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSCO02
3- B01SCO01
4- B01SCO02
5- B02SCO01
6- B02SCO02

7- CL02SCO02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SC02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SC02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SC02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSCO05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCO09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO03).
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Figura 10 - Efeito de carbendazim + tiram, nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibi¢ado in vitro a

17 isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO1
2- BSSCO02
3- B01SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO01
6- B02SCO02

7- CL02SCO02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SCO02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SC02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SCO02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSC05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCO09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO03).
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Figura 11 - Efeito de tolifluanida, nas concentragbes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibi¢do in vitro a 17

isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSCO02
3- B01SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO1
6- B02SCO02

7- CL02SC02
8- PHHSCO04
9- FSSC05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SC02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SC02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SC02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSC05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCQ9) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SCO01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO03).
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Figura 12 - Efeito de fludionoxil + metalaxil- M, nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigao in

vitro a 17 isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSCO02
3- B01SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO1
6- B02SCO02

7- CL02SC02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SC02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SC02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSCO01, BSSC02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SC02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSCO05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCO09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO3).
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Figura 13 - Efeito de pencicurom, nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigdo in vitro a 17

isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSC02
3- B0O1SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO1
6- B02SC02

7- CL02SC02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SC02
14- CV02SCO01
15- CV02SC03
16- CV03SC02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SCO02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSCO05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCQ09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SCO01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO03).
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Figura 14 - Efeito de mancozeb + metalaxil- M, nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigao in

vitro a 17 isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSCO02
3- B01SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO01
6- B02SCO02

7- CL02SCO02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SC02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SC02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSCO01, BSSC02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SC02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSC05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCQ9) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SCO01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO3).
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Figura 15 - Efeito de iprodiona, nas concentragdes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigdo in vitro a 17

isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSCO02
3- B01SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO01
6- B02SCO02

7- CL02SCO02
8- PHHSC04
9- FSSCO05
10- FVSC08
11- FVSC09
12- CV01SCO1

13- CV01SCO02
14- CV02SCO01
15- CV02SC03
16- CV03SCO02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSCO01, BSSC02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SC02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSCO05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSCO09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO3).
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Figura 16 - Efeito de carboxina + tiram, nas concentragbes de 0, 1, 10 e 100 ppm, na inibigcao in vitro a 17

isolados de diferentes fungos isolados de sementes de cana-de-agucar

1- BSSCO01
2- BSSCO02
3- B01SCO1
4- B01SCO02
5- B02SCO01
6- B02SCO02

7- CL02SCO02
8- PHHSCO04
9- FSSCO05
10- FVSCO08
11- FVSCO09
12- CV01SCO01

13- CV01SC02
14- CV02SCO01
15- CV02SCO03
16- CV03SCO02
17- CV03SCO03

nota: isolados de: Bipolaris sacchari (BSSC01, BSSCO02); Bipolaris spp. (B01SC01; B01SC02; B02SCO01;
B02SC02); Cladosporium GM2 (CL02SCO02); Phoma (PHHSCO04); Fusarium semitectum (FSSC05);
Fusarium verticillioides (FVSCO08; FVSC09) e Curvularia spp. (CV01SC01; CV01SC02; CV02SC01;

CV02SC03; CV03SC02; CV03SCO03).
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Todos os produtos comportaram-se diferentemente, de acordo com o isolado
considerado.
De acordo com a Tabela 17, observa-se que carbendazim + tiram foi altamente

eficiente apenas na inibicdo do isolado CL02SC02 e moderadamente eficiente na
inibicdo de FSSCO05, FVSCO08 e FVSCO09, todos fungos de conidios hialinos. Mancozeb
+ metalaxil-M nao foi altamente eficiente na inibicdo de nenhum dos isolados avaliados
e foi moderadamente eficiente apenas na inibicdo dos isolados BSSCO01, BSSCO02 e
B01SCO02. O produto pencicuron nao foi altamente eficiente na inibicdo de nenhum dos
isolados avaliados, e foi medianamente eficiente apenas para os isolados BSSCO02,
FVSCO08 e FVSCO09. Captana nao foi altamente eficiente na inibicdo de nenhum dos
isolados, apenas medianamente eficiente na inibicdo dos isolados BSSC02 e B01SCO02.

Tolilfluanida ndo foi eficiente a nenhum do isolados avaliados, mas foi
medianamente eficiente a apenas BSSCO01, B01SCO01, B01SC02, B02SC02 e
CL02SCO02.

Carboxina + tiram n&o foi altamente eficiente a nenhum dos isolados avaliados,
entretanto foi moderadamente eficiente a todos, com excecdo de B01SCO1 e
CV03SC02, onde foi pouco €eficiente.

Triadimenol foi altamente eficiente aos dois isolados de Bipolaris sacchari
(BSSCO01 e BSSCO02), fungo patogénico mais frequentemente encontrado, a B02SCO02 e
aos dois isolados de Fusarium verticillioides, FVSC08 e FVSCO09. Para os demais
isolados, este fungicida apresentou mediana eficiéncia, com excegdo de CL02SCO02,
PHHSCO04 e CV03SCO02.

Iprodiona foi altamente eficiente a maioria dos isolados de Bipolaris e Curvularia
(Dematiaceas) avaliadas, com excecdo de B01SCO01, sendo pouco eficiente. Ainda a
respeito desses géneros, para os isolados CV02SC01 e CV03SC03 foi moderadamente
eficiente. Para o isolado CL02SC02 foi moderadamente eficiente e ndo foi eficiente na
inibicdo do isolado PHHSCO04 e a nenhum dos isolados do género Fusarium, FSSCO05,
FVSCO08 e FVSCO09.

Fludioxonil + metalaxil-M foi altamente eficiente na inibicdo de todos os isolados,
sendo considerado o melhor entre todos os fungicidas avaliados. Entretanto, ndo se
pode desprezar a agdo do fungicida triadimenol, que nem sempre foi altamente ou

medianamente eficiente a todos os isolados dos géneros mais frequentes, mas que foi
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eficiente aos isolados das espécies ou dos grupos morfologicos de patdégenos mais
frequentemente encontrados, por exemplo, para Bipolaris sacchari, Fusarium
verticillioides e Curvularia GM 1.

Carbendazim + tiram, mancozeb + metalaxil-M, pencicurom, captana, carboxina
+ tiram e iprodiona nao devem ser recomendados para aplicacdo em sementeira de
cana-de-agucar para controle de patdgenos, pois ndo sdo eficientes pelo menos aos
grupos morfolégicos ou espécies mais patogénicas.

Foram considerados os melhores fungicidas aqueles que apresentaram alta
(EDsp < 1ppm) ou moderada (EDsy 1-10 ppm) eficiéncia na inibicgdo da maioria dos
isolados avaliados que, posteriormente, foram utilizados no teste de fitotoxicidade in

vivo. Esses fungicidas foram fludioxonil + metalaxil-M e triadimenol

5.3.2 Fitotoxicidade de fungicidas a sementes / plantulas de cana-de-agucar

Neste estudo foram observados os possiveis efeitos prejudiciais sobre sementes
e plantulas dos fungicidas que se destacaram pela melhor eficiéncia in vitro, por
inibirem os principais fungos patogénicos as sementes e plantulas de cana-de-agucar
em condi¢cdes de sementeira (Tabela 18).

Foram utilizados fludioxonil + metalaxil-M e triadimenol, por terem sido os
fungicidas mais eficientes no controle dos fungos no teste in vitro. Também foram
utilizados carboxina + tiram, tiram, iprodiona e mancozeb + metalaxil-M por terem sido
relatados como eficientes no controle dos fungos, conforme trabalhos por outros
autores (MACHADO, 2000; MENTEN et al., 2005).

Pela variavel emergéncia notou-se que o fungicida triadimenol, na dose de 31,59
i.a./100L diminuiu a emergéncia de plantulas e que o mesmo fungicida, na dose 45 5g
i.a./100L se diferenciou dos demais quando apresentou emergéncia significativamente
superior. Esse fungicida poderia ser utilizado na menor dose avaliada (31,5 g), pois,
quando nas maiores doses, causou diminuicdo da altura da parte aérea e comprimento
de raiz, mesmo na concentracdo de 45g de i.a./100L, quando houve aumento na
porcentagem de emergéncia de plantulas. Os demais fungicidas nao diferenciaram

estatisticamente da testemunha.
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Fludioxonil e carboxina + tiram nao foram considerados fitotéxicos por meio dos
parametros avaliados.

Dentre as plantulas emergidas houve poucos casos de sintomas de fitotoxicidade
na parte aérea, no colo ou na raiz, permitindo inferir que nenhum dos fungicidas, nas
doses comparadas, apresentou significativa toxicidade as sementes e/ ou plantulas de
cana-de-agucar.

Nos parametros altura da parte aérea e comprimento de raiz os fungicidas que
apresentaram fitotoxicidade, pois diferenciaram estatisticamente da testemunha, foram
tiram, iprodiona e mancozeb + metalaxil-M.

Através da interpretacdo dos dados obtidos nas analises in vitro e in vivo,
sugeriu-se que o melhor fungicida para aplicagcdo em sementeira de cana-de-agucar foi
fludioxonil + metalaxil-M por ser eficiente na inibicdo dos fungos e nao fitotoxico as

sementes e plantulas.

Tabela 18 — Efeito do tratamento quimico de diferentes fungicidas e doses sobre a emergéncia de
plantulas, altura da parte aérea, comprimento de raiz e tipos de sintomas de fitotoxicidade

(continua)
tcztal de Altura ) Tipos de sintomas (%) **
N D_ose Emergéncia plantulas parte Comprl_mento parte | -
Fungicida i.a. (%) com aérea raiz aérea colo raiz
(g/100L) ° sintomas de (cm) (cm)
fitotoxicidade
(%)* fraco rachadura | necrose
Testemunha 100ab* 0,63 0,78abcd 1abcde 0,42 0,21 0
Fludionoxil + 735  85ab 0,26 1,03a 1,73a 0,26 0 0
metalaxil- M
Fludionoxil + 10,5  95ab 0,13 1,06a 1,58abc 0 0,13 0
metalaxil- M
Fludionoxil + 13,65 107ab 0 1,01ab  1,72a 0 0 0
metalaxil- M
Carboxina + tiram 84 100ab 0,29 0,96ab 1,11abcde 0,10 0,20 0
Carboxina + tiram 120 100ab 0 0,99ab 1,6ab 0 0 0
Carboxina + tiram 156 106ab 0,21 0,86abc 1,11abcde 0,10 0,10 0
Triadimenol 31,5 98ab 0,12 0,8abcd 1,24abcde 0,12 0 0
Triadimenol 45 112a 0 0,67cd 0,95bcde 0 0 0
Triadimenol 58,5 84b 0,11 0,78abcd 1,28abcde 0,11 0 0
Thiram 52,5 93ab 0,10 0,91d 0,91cde 0 0,10 0
Thiram 75 91ab 0 0,84d 0,84de 0 0 0
Thiram 97,5 95ab 0,11 0,87cd 0,87cde 0 0 0,11
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Tabela 18 - Efeito do tratamento quimico de diferentes fungicidas e doses sobre a emergéncia de
plantulas, altura da parte aérea, comprimento de raiz e tipos de sintomas de fitotoxicidade
(concluséo)

Iprodiona 50 109ab 0 1,07bcd 1,07abcde 0 0 0
Iprodiona 75 105ab 0 0,82cd 0,82de 0 0 0
Iprodiona 100 102ab 0 0,68cd 0,68de 0 0 0
Mancozeb + 1512  107ab 0,62 077bcd  0,77de 0.11 0.20 0,31
metalaxil- M

Mancozeb + 216 106ab 0,81 0,69cd  0,67de 0,07 0,40 0
metalaxil- M

Mancozeb + 2808 93ab 0,31 0,63d 0.6e 0.20 0 0,11
metalaxil- M

CV (%) - 11 - 9,6 13,1 - - -

* Médias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
** Excluidos da analise de variancia

5.3.3 Validacéo do tratamento quimico na sementeira

Os resultados encontrados na validagao do experimento estdo na Tabela 19.

Os fungos encontrados na analise sanitaria, realizada previamente com as
sementes da amostra, foram: Cladosporium GM1 (15,6%); Fusarium verticillioides
(10,4%); Fusarium semitectum (1,2%); Bipolaris sacchari (7,2%); Bipolaris GM1 (0,4%);
Curvularia GM1 (5,2%); Curvularia GM2 (0,4%); e Phoma herbarum (28,4%).

Nao foi encontrada diferenca significativa entre os resultados dos tratamentos e
da testemunha pelos parametros emergéncia, porcentagem de plantulas sem sintomas
e com sintomas.

Percebeu-se que existiu tendéncia coerente de aumento da porcentagem de
emergéncia conforme aumento da dose do fungicida. Provavelmente, o fato de nao ter
dado resultado significativo se deva as incidéncias fungicas naturais da amostra, que
nao foram expressivas. Trabalhos futuros poderiam ser realizados verificando a agao do
tratamento fungicida em amostras de sementes de cana-de-agucar com diversas
incidéncias fungicas e diferentes doses do fungicida. Essas doses poderiam ser aquelas
avaliadas neste trabalho, n&o fitotoxicas, e doses maiores, para aumentar a

probabilidade da eficiéncia do tratamento.
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Tabela 19 — Resultados da validagdo do experimento de controle quimico de patégenos associados as
sementes de cana-de-acgucar.

Dose Plantulas (%) Tipos de sintomas (%)**
Fungicida i.a. Emerogéncia Parte Colo Raiz
goory | (%) aérea
sirﬁgnn:as sirggrrr?as Severo | Rachadura |Necrose | Necrose

Testemunha 100a* 93a 7a 1,12 6,25 0,84 0,28
Fludionoxil + 7 55 1086a  88a 12a 208 414 076 0,00
metalaxil- M
Fludionoxil + 4 5 116,02a  94a 6a 172 3,03 078 0,00
metalaxil- M
Fludionoxil +

. 13,65 121,88a 93a 7a 2,20 1,95 0,42 0,42
metalaxil-M
CV (%) - 9,65 2,34 26,20 - - - -

* Médias seguidas por letras iguais nas colunas, néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
** Excluidos da analise de variancia

5.4 Conclusbes

Os dados deste estudo mostraram que para o controle dos fungos avaliados, o
fungicida fludioxonil + metalaxil-M foi o uUnico altamente eficiente a todos os fungos
avaliados. Triadimenol variou de altamente eficiente a medianamente eficiente no
controle da maioria desses fungos. Esses dois fungicidas possivelmente terdo sucesso
quando pulverizados com o objetivo de controlar os fungos em sementeira de cana-de-
agucar, quando aplicados em doses apropriadas, isto €, fungitéxica e nao fitotoxica.

Além da eficiéncia na fungitoxicidade in vitro, na avaliagao in vivo, fludioxonil +
metalaxil-M nas doses de 7,35;10,5 e 13,65 g/100L; seguido de triadimenol na dose de
31,5 g/100L n&o causaram fitotoxicidade as sementes e plantulas, das quais, essas

doses constituem as recomendadas, neste estudo, para aplicagéo.
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6 CONCLUSOES FINAIS

O método considerado mais adequado para a detecgédo de fungos associados as
sementes de cana-de-agucar foi placa de Petri de plastico, substrato papel de filtro e
incubacao por sete dias sob regime de luz alternada (12h luz branca fluorescente/ 12h
escuro) e temperatura de 28 + 2°C. Tal método foi o mais econdmico, sensivel e
pratico.

Os géneros fungicos considerados mais importantes para sementes de cana-de-
agucar foram Bipolaris, Cladosporium, Curvularia, Fusarium e Phoma, por serem os
mais frequentes e os que apresentaram maiores incidéncias. Sobre esses fungos,
portanto, deve recair a demonstracdo de patogenicidade e provavel foco dos
tratamentos quimicos e busca de fungicidas para o controle.

Nao ha relagdo de temperatura e umidade relativa do local de producédo de
sementes com incidéncia fungica. Supde-se que as variagdbes possam estar
relacionadas com diferentes fontes de indculo nos locais de cruzamento ou
caracteristicas genéticas das sementes.

A partir da andlise sanitaria e de germinacao de sementes de cana-de-agucar,
concluiu-se que Bipolaris sacchari e Curvularia GM1, associados as sementes, podem
ser responsaveis pela ndo germinagdo, além de poderem causar sintomas nas
plantulas (necroéticos na parte aérea e na raiz).

Dentre os géneros fungicos mais frequentes, os de maior patogenicidade foram
Curvularia e Bipolaris, causadores de sintomas fracos a severos na parte aérea,
rachadura e necrose no colo e necrose de raiz. Esses fungos, quando associados as
sementes de cana-de-agucar, podem causar sérios prejuizos no desenvolvimento de
programas de melhoramento genético.

Cladosporium GM2, Fusarium verticillioides e um dos isolados de Fusarium
semitectum e outro de Phoma herbarum foram considerados medianamente
patogénicos, enquanto Cladosporium GM2 e um dos isolados de Phoma herbarum

foram considerados pouco patogénicos/ nao patogénicos.
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A partir dessas constatagdes € possivel concluir que o tratamento quimico em

sementeiras deve se dirigir a inibicdo desses fungos mais ou medianamente
patogénicos.
Os dados deste estudo mostraram que para o controle dos fungos avaliados, o
fungicida fludioxonil + metalaxil-M foi o uUnico altamente eficiente a todos os fungos
avaliados. Triadimenol variou de altamente eficiente a medianamente eficiente no
controle da maioria desses fungos. Esses dois fungicidas possivelmente terdo sucesso
quando pulverizados com o objetivo de controlar os fungos em sementeira de cana-de-
agucar, quando aplicados em doses apropriadas, isto €, fungitdxica e nao fitotodxica.

Além da eficiéncia na fungitoxicidade in vitro, na avaliagao in vivo, fludioxonil +
metalaxil-M, nas doses de 7,35;10,5 e 13,65 g/100L, seguido de triadimenol, na dose de
31,5 g/100L, ndo causaram fitotoxicidade as sementes e plantulas; essas doses
constituem as recomendadas, neste estudo, para aplicagdo em sementeiras, visando
maior producao de plantulas.

Quando foi realizado o tratamento quimico das sementes naturalmente
infectadas/ contaminadas para validagdo do melhor fungicida, as incidéncias foram
consideradas baixas. Em prosseguimento a este estudo, portanto, ha necessidade de
se verificar o efeito desses fungicidas sobre sementes com alta incidéncia natural de
fungos.

Além disso, outras doses de fungicida também poderiam ser comparadas, isto
€, aquelas avaliadas neste trabalho, nao fitotoxicas, e doses maiores, para aumentar a
probabilidade da eficiéncia do tratamento.

Adicionalmente, ainda sobre os fungicidas, seria interessante, em futuros
estudos, o exame da eficiéncia de outros ingredientes ativos ndo contemplados neste
trabalho. Nesta pesquisa encontrou-se apenas um ingrediente ativo fungitéxico a todos
os fungos mais freqliientemente detectados e nao fitotoxico em nenhuma das doses
avaliadas.

Esse controle quimico, por meio de fungicidas, € uma das diregées de futuras
pesquisas. Outras importantes modalidades de controle que poderiam ser avaliadas no
controle dos fungos patogénicos encontrados neste estudo referem-se aos controles

fisico e bioldgico.
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Outro aspecto a ser contemplado refere-se ao fato deste estudo ter avaliado a
patogenicidade dos fungos mais freqientemente encontrados associados as sementes
de cana-de-agucar. Outras pesquisas poderiam ampliar os resultados obtidos,
avaliando os fungos de menor ocorréncia.

Seria também importante, em sequéncia a este estudo, analisar o efeito de
fungos de solo, como por exemplo Pythium, na emergéncia de plantulas e sintomas.
Esses fungos podem estar presentes na agua de irrigagdo nao tratada e em solo ou
substrato que nao esteja esterilizado. Durante o desenvolvimento desta pesquisa

empregou-se substrato comercial esterilizado e agua tratada na irrigagéo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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