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RESUMO

Silva, A.E.L.; Reis, E.M.; Tonin, R.F.B.; Danelli, A.L.D.; Avozani, A.. Identificaciio e quantifica¢io de fungos associados a sementes de azevém
(Lolium multiflorum Lam.) Summa Phytopathologica, v.40, n.2, p.156-162, 2014.

O trabalho teve como objetivos, identificar e quantificar os fungos
associados a sementes de azevém, comparar a incidéncia em diferentes meios de
cultura, e determinar o numero de esclerodios de Claviceps purpurea presentes
em amostras de sementes. Foram analisadas 37 amostras de sementes de azevém
provenientes de municipios do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana. As
sementes foram plaqueadas em trés meios de cultura: BDA, semi-seletivo de
Reis e semi-seletivo de Segalin & Reis, analisando-se a incidéncia dos fungos.
Para deteccdo de C. purpurea, foram pesados 100g de sementes por amostra e,
através de exame visual, foi determinado o numero de esclerodios. Os fungos
detectados foram Alternaria alternata, Bipolaris sorokiniana, Drechslera

spp., D. siccans, Fusarium graminearum, Fusarium spp., Aspergillus spp. e
Penicillium sp. A incidéncia de 4. alternata variou de 0,0% a 33,7% e freqliéncia
de 89,2% nas amostras analisadas. Para B. sorokiniana a incidéncia foi de 0,0%
a2,2% e frequéncia de 62,2%, Drechslera spp., apresentou incidéncia de 0,0%
a40,3% e frequéncia de 78,4%. D. siccans a incidéncia foi de 0,1% a 20,0% e
frequéncia de 100%. Para Fusarium spp., e F. graminearum a incidéncia foi de
0,0%a31,0%¢0,0% a 11,3% e frequéncia de 81,1% e 64,9%, de 0,0% a 43,7%
de incidéncia e 94,6% de frequéncia para Aspergillus spp. e Penicillium sp. com
incidéncia entre 0,0% a 51,7% e frequéncia de 91,9%, respectivamente. O fungo
C. purpurea foi encontrado em 81,1% das amostras em estudo.

Palavras-chave adicionais: Drechslera siccans, Claviceps purpurea, meios de cultura, azevém.

ABSTRACT

Silva, A.E.L.; Reis, E.M.; Tonin, R.F.B.; Danelli, A.L.D.; Avozani, A.. Identification and quantification of fungi associated with seeds of
ryegrass (Lolium multiflorum Lam.). Summa Phytopathologica, v.40,1n.2, p.156-162, 2014.

The study aimed to identify and quantify the fungi associated with ryegrass,
to compare the incidence in different culture media, and to determine the
number of Claviceps purpurea sclerotia present in samples of ryegrass seeds.
We analyzed 37 samples of ryegrass seeds from municipalities at Rio Grande
do Sul, Parana and Santa Catarina. The seeds were plated on three culture
media: PDA, Reis’ semi-selective medium and Segalin & Reis’ semi-selective
medium, to analyze the incidence of fungi. For C. purpurea detection, 100g seeds
per sample were weighed and by means of visual examination the number of
sclerotia was determined. The detected fungi were Alternaria alternata, Bipolaris
sorokiniana, Drechslera spp., D. siccans, Fusarium graminearum, Fusarium

spp., Aspergillus spp. and Penicillium sp. The incidence of 4. alternata ranged
from 0.0% to 33.7%, and the frequency was 89.2% for the analyzed samples. For
B. sorokiniana, the incidence was 0.0% to 2.2%, and the frequency was 62.2%,
Drechslera spp. presented incidence of 0.0% to 40.3% and frequency of 78.4%.
D. siccans had incidence 0f 0.1% to 20.0% and frequency of 100%. For Fusarium
spp. and F. graminearum, the incidence was 0.0% to 31.0% and 0.0% to 11.3%,
respectively, and the frequency was 81.1% and 64.9%, respectively. Incidence
0f 0.0% to 43.7% and frequency of 94.6% were detected for Aspergillus spp.,
while Penicillium sp. had incidence ranging from 0.0% to 51.7% and frequency
0f 91.9%. The fungus C. purpurea was found in 81.1% of the studied samples.

Additional keywords: Drechslera siccans, Claviceps purpurea, culture media, ryegrass.

O azevém-anual (Lolium multiflorum Lam.) ¢ a forrageira de
inverno de maior utilizagdo na regido sul do Brasil. No Rio Grande do
Sul, segundo informacdo da APASSUL (2), ocupa uma area em torno
de 1.450.000 ha sendo que, 1.000.000 ha sao semeados, anualmente, e
450.000 ha originam-se de ressemeadura natural, formando pastagens
perenes devido a dorméncia de suas sementes. Por sua capacidade de
rebrote e resisténcia ao pastejo, produz grande quantidade de forragem
de qualidade; por seu alto valor nutritivo e palatabilidade, ¢ usado na
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alimentagdo animal, especialmente, para bovinos de leite. Segundo
Aratijo (3), o azevém ¢ uma das melhores gramineas de inverno,
completamente aclimatada no Sul do Brasil.

No controle de qualidade de sementes, vem sendo reconhecida,
de forma crescente, a importancia dos problemas sanitarios (4). Em
sementes de azevém, ja foram relatados fungos patogénicos ao trigo e
arroz. Lucca-Filho et al.(12) detectaram entre outros, Fusarium equiseti
(Corda) Sacc., Fusarium graminearum Schwabe, Bipolaris sorokiniana
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Shoemaker (Sacc.), Drechslera oryzae (Breda de Haan) e Pyricularia
grisea (Cooke) Sacc.

A mancha-negra da folha causada por Drechslera siccans
Shoemaker (Drechsler) ¢ a doenga encontrada com mais frequéncia
em azevém. De acordo com Schubiger (19), o fungo esta amplamente
disseminado em regides de clima temperado da Europa, Australia e
América do Norte. Tonin et al. (23), em estudos de etiologia, relataram
a presenca de D. siccans em amostras foliares de trigo. Danelli et al.
(7) também mencionaram a presenga desta espécie em amostras de
trigo. Ressalta-se que esta espécie tem como hospedeiro principal o
azevém-anual.

Lucca-Filho et al. (13) relataram a presenga de esclerddios de C.
purpurea (Fries) Tulasne, em sementes fiscalizadas de azevém-anual,
numa ocorréncia de esclerddios em 92 das 100 amostras estudadas.
Nunes et al. (14) citam que C. purpurea é causador da doenga
denominada envenenamento por Ergot, que tem sido descrita em varios
paises afetando ndo apenas humanos, mas também bovinos, eqiiinos,
suinos, ovinos, caprinos e caninos. Informam, também, de surto de
sindrome distérmica entre os anos 1985 ¢ 1986, no Uruguai, causada
pelo consumo de farelo e ragdes com 0,02% a 0,8% de esclerddios de
C. purpurea, ¢ de dois surtos ocorridos em Bagé, no Rio Grande do Sul,
0s quais causaram a morte de cavalos puro-sangue inglés.

Ilha et al. (10) descrevem trés surtos de sindrome distérmica
(hipertermia) em bovinos de leite durante o verdo de 1999/2000, em
trés estabelecimentos do Rio Grande do Sul, localizados nos municipios
de Boa Vista do Burica, Trés de Maio ¢ Mauricio Cardoso, associados
a intoxicagdo por C. purpurea.

Neste sentido o azevém pode ser considerado como uma fonte de
inoculo destes fungos dificultando o manejo de doengas de cereais de
inverno pela rotacdo de culturas.

Este trabalho teve como objetivo, identificar e quantificar os fungos
associados a sementes de azevém; comparar a incidéncia em diferentes
meios de cultura, e determinar o numero de esclerddios presentes em
amostras de sementes de azevém.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Fitopatologia -
Micologia da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMV)
da Universidade de Passo Fundo - UPF, no ano de 2011.

No ensaio, foram analisadas 37 amostras de sementes de azevém,
oriundas dos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Paran.
Os locais de coleta das amostras foram os municipios de Agua Santa
(lamostra), Almirante Tamandaré do Sul(1), Arroio Grande(1),
Carazinho(1), Chapada(1l), Cruz Alta(l), Espumoso(1), [jui(3),
Jaguarao(3), Julio de Castilhos(1), Lagoa dos trés Cantos(1), Lagoa
Vermelha(1), Pejugara(1), Passo Fundo(1), Pelotas(2), Santana do
Livramento(3), Santo Angelo(1),Santo Antonio das Missdes (1), Santo
Antonio do Planalto(1), Sdo Gabriel(2), Soledade(1), Vila Langaro(1),
Tupanciretd(1),Campos Novos(1), Capinzal(1), Concoérdia(1l), Major
Vieira(1), Meleiro(1) e Curitiba(1).

Para o preparo dos meios de cultura foram utilizados os protocolos
descritos em Fernandez (9) para o meio Batata-Dextrose-Agar (BDA),
Reis (17) para o meio semi-seletivo de Reis, e Segalin & Reis (20),
para o de Segalin & Reis. As sementes foram plaqueadas com auxilio
de pinga previamente flambada. A assepsia foi realizada com agua +
hipoclorito de sodio a 1% na propor¢ado de 1:1 (dgua + hipoclorito). As
sementes foram distribuidas de forma equidistante, 50 sementes em cada
caixa de acrilico tipo gerbox (11 x 11 x 3,5cm de altura). As sementes
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foram incubadas a 25 + 2°C em cémara climatizada com fotoperiodo
de 12 horas, proporcionado por trés lampadas fluorescentes, de 40 W,
posicionadas 50 cm acima dos gerboxes, durante 12 dias para os meios
semi-seletivos e 7 dias para o meio BDA.

Apbs o periodo de incubag@o foi realizada a analise da incidéncia
dos fungos nas sementes, sob microscopio estereoscopico (40X)
considerando-se infectada a semente com presenga de conididforo e
conidio do fungo.

Para a deteccdo C. purpurea foram pesadas 100g de sementes por
amostra, ¢ separados através de quantificacdo visual os esclerodios
presentes em cada amostra, logo apds os mesmos foram pesados, e
transformados em percentual, levando em consideracao o peso da
amostra examinada.

O delineamento experimental foi de tratamentos inteiramente
casualizados e a unidade experimental foi constituida por 8 gerboxes
contendo 50 sementes por repeticdo. Para cada um dos trés meios de
cultura foram plaqueadas 400 sementes, totalizando 1.200 sementes
por amostra.

Na comparagdo dos meios de cultura o arranjo fatorial foi 3x8
(meio de cultura versus fungo). Os dados foram submetidos a analise
de variancia e, quando significativo no teste F, foram comparadas pelo
teste Tukey com p = 0,05.

Na comparag@o das incidéncias de cada amostra ou municipio
os dados foram transformados, e posterior submetidos a analise da
varidncia, ¢ as médias comparadas pelo teste Scott Knott, a 5% de
probabilidade, sendo que a incidéncia média dos trés meios de cultura
e o numero de esclerodios em 100g de sementes foram representados
graficamente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparag@o dos trés meios de cultura através da quantificagio da
incidéncia de fungos patogénicos foram detectados Alternaria alternata,
Bipolaris sorokiniana, Drechslera siccans, Drechslera spp., Fusarium
graminearum e Fusarium spp. Também, foram detectados fungos de
armazenamento, dentre eles Aspergillus spp. e Penicillium sp. (Tabela
1). Dos fungos detectados, B. sorokiniana, D. siccans e F. graminearum
sdo considerados importantes patogenos de cereais de inverno.

Considerando o meio BDA (Tabela 1), as maiores incidéncias
foram de Aspergillus spp. (20,6%), D.siccans (10,2%) e Penicillium
sp. (5,0%). No meio semi-seletivo de Reis, a maior incidéncia foi de
D.siccans (10,7%), seguido de A.alternata (6,7%) e Drechslera spp.
(5,4%). Esses dados confirmam os encontrados por Almeida & Reis
(1), onde este substrato mostrou-se o mais sensivel na detec¢do de
fungos patogénicos dos géneros Alternaria e Drechslera em sementes
de aveia. De acordo com Reis et al. (18), 0 meio semi-seletivo de Reis
também foi mais sensivel na detec¢do de D. avenae, em sementes
de aveia, B. sorokiniana e Drechslera tritici-repentis, em sementes
de trigo, e Drechslera teres em sementes de cevada. Barba et al. (5)
também mencionam o meio semi-seletivo de Reis como o mais sensivel
para deteccdo de B. sorokiniana em sementes de cevada, sendo este
considerado, conforme resultados obtidos no presente estudo, um
método adequado e indicado para a detec¢do de fungos da familia
Dematiaceae. No meio de Segalim & Reis, o fungo predominante foi
Aspergillus spp. (12,6%).

Dentre os fungos detectados A. alternata apresentou incidéncia
de 0,0% a 33,7% (média 6,6%) e frequéncia de 89,2% nas amostras
analisadas. Para B. sorokiniana a incidéncia variou de 0,0% a 2,2%
(média 0,5%) e frequéncia de 62,2%, Drechslera spp., apresentou
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Tabela 1- Incidéncia (%) de fungos em sementes de azevém em trés meios de cultura. Passo Fundo/RS, 2011

Meios de Cultura

Fungos

BDA Reis Segalin & Reis Média
Alternaria alternata B4,29b A 6,69 a C1,06b 4,01
Aspergillus spp. A 20,64 a B229b Al2,57a 11,83
Bipolaris sorokiniana A026c¢c A0,61c B0,07d 0,31
Drechslera siccans A10,18a A10,74 a B1,67b 7,53
Drechslera spp. B2,53b A538a C0,96 ¢ 2,96
Fusarium graminearum A093b B 0,04 ¢ A0,65¢ 0,54
Fusarium spp. A195b Al51b A2,85b 2,10
Penicillum sp. A497a B0,49c¢c A320b 2,89
Meédia 5,72 3,47 2,87
CV (%) 8,0

(*) Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Letras mintisculas comparam as médias na coluna e as maitsculas na linha.

incidéncia de 0,0% a 40,3% (média 4,7%) e frequéncia de 78,4%. D.
siccans a incidéncia foi de 0,1% a 20,0% (média 6,1%) e frequéncia de
100%. Para Fusarium spp. ¢ F. graminearum a incidéncia foi de 0,0%
a 31,0% (média 4,1%) e 0,0% a 11,3% (média 1,1 %) e frequéncia
de 81,1 % e 64,9%, de 0,0% a 43,7% (média 7,8%) de incidéncia
e 94,6% de frequéncia para Aspergillus spp. e Penicillium sp. com
incidéncia entre 0,0% a 51,7% (média 9,2%) e freqiiéncia de 91,9%,
respectivamente.

Caldas et al. (6), analisando a qualidade sanitaria de sementes de
azevém-anual do banco de sementes do solo, detectaram a presenca
de Alternaria sp., Bipolaris sp., Cladosporium sp., Colletotrichum sp.,
Epicoccum sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Phoma sp., Periconia
sp. € Trichoderma sp. nas amostras em estudo.

Silvana et al. (21), avaliando 100 amostras de sementes de azevém,
oriundas de produtores e cooperativas fiscalizadas, safra agricola
2006/2007, através do método do papel de filtro, verificaram que 76,0%
dos lotes estavam contaminados por Bipolaris sp., e apresentaram
incidéncia média de 3,9% (variando de 0,5% a 19,0%).

A maior incidéncia de A.alternata em sementes de azevém (Figura
1) foi detectada nos municipios de Major Vieira (33,7%), Santana
do Livramento 1 (29,9%), Jaguardo 2 e 3 (25,5% ¢ 19,8%), Pelotas
2 (13,0%), Santo Antonio das Missdes (12,1%), Carazinho (11,5%),
Arroio Grande (10,7%), Santo Antonio do Planalto (9,5%) e Tupancireta
(9,0%), enquanto que as maiores incidéncias de B. sorokiniana foram
observadas nas amostras de Major Vieira, Pelotas 2, Chapada ¢ Agua
Santa, com incidéncia situando-se entre 1,6% a 2,2%. Em relacdo a
D. siccans (Figura 2), verificou-se que as incidéncias mais elevadas
ocorreram nas sementes de azevém produzidas nos municipios de
Arroio Grande, Pejugara, Cruz Alta, Pelotas 2, Jaguarao 2, Agua Santa,
Curitiba, Sao Gabriel 1, [jui 1, Santo Antdnio do Planalto, Passo Fundo,
Santana do Livramentol, Major Vieira, Lagoa Vermelha, Almirante
Tamandaré, Campos Novos e Tupanciretd. Para Drechslera spp. as
amostras procedentes de Concordia, Carazinho, Santo Antonio das
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Missoes, Ljui 2, Tupanciretd, Soledade, Chapada, Santo Anténio do
Planalto, Agua Santa e Passo Fundo foram as que apresentaram maior
incidéncia. A incidéncia de D.siccans e Drechslera spp. variou de 5,2%
a20,0% e 6,3% a 40,3%, respectivamente.

Lam (11), analisando a presenca de espécies de Drechslera em
39 lotes de sementes certificadas de Lolium perenne L., e 24 lotes
de L. multiflorum Lam., entre 1974 e 1978, isoladas das sementes,
identificou: D. andersenii, D.siccans, D.nobleae, Drechslera sp. e
entre estas B.sorokiniana. Provavelmente espécies de Drechslera ndo
identificadas neste trabalho podem ser as mesmas encontradas no
trabalho de Lam (11).

As maiores incidéncias de F.graminearum foram observadas nas
amostras de Capinzal (11,3%), Pelotas 2 (3,8%), Meleiro (3,0%),
Soledade (2,8%), Santo Angelo (2,5%), Chapada (2,3%), Major Vieira
(2,0%), Lagoa dos Trés Cantos (1,7%), Arroio Grande (1,3%), Pelotas
1 (1,2%), Almirante Tamandaré (1,2%) e Carazinho(1,1%). Para
Fusarium sp., a maior incidéncia foi detectada em Major Vieira com
31,0% de sementes portadoras (Figura 3).

A maior incidéncia de Penicillium sp. foi verificada no municipio
de Meleiro com 51,7%. Concernente a Aspergillus spp., as maiores
incidéncias foram verificadas nas amostras de Espumoso (43,7%),
Campos Novos (35,6%) e Sdo Gabriel 1 (32,2%) (Figura 4). Silveira et
al. (22), em levantamento de fungos de armazenamento em sementes de
azevém, verificaram que as amostras analisadas, apresentaram 78,7%
de Aspergillus sp. e 45,1% de Penicillium sp..

Lucca-Filho et al.(12), analisando 100 amostras de sementes obtidas
de 26 localidades do estado do Rio Grande do Sul, identificaram
associados as sementes de azevém-anual os fungos Alfernaria alternata,
Aspergillus spp., Bipolaris sorokiniana, Cercospora sp.,Chaetomium
sp., Cladosporium sp., Colletotrichum graminicola, Curvularia
lunata, Drechslera spp., Epiccocum sp., Fusarium spp., Nigrospora
sp., Penicillium spp., Phoma sp., Pyricularia grisea e Tricothecium sp.

Em outro estudo, Portela et al. (16) realizaram trabalho visando a
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municipios do Rio Grande do Sul, Parana e Santa

ICIPIOS

Muni

Catarina. Passo Fundo/RS, 2011. (*) Média dos trés meios de cultura. Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5%.

Figura 2. Incidéncia de Drechslera siccans (A) e Drechslera spp.(B)em sementes de azevém de diferentes
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Figura 4. Incidéncia de Penicillium sp.(A) e Aspergillus spp. (B) em sementes de azevém de diferentes municipios do Rio Grande do Sul, Parana e Santa Catarina.

Passo Fundo/RS, 2011. (*) Média dos trés meios de cultura. Colunas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott a 5%.
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deteccdo de fungos em 10 amostras de sementes de azevém-anual de
diferentes safras, utilizando o método do papel de filtro.Estes autores
detectaram A.alternata em incidéncia de 55,5%, Curvularia sp.
(40,0%), Epicocum sp. (0,5%), Fusarium sp. (6,5%), Nigrospora sp.
(38,5%), Phoma sp. (1,7%), na safra 2005/06; nas sementes da safra
2006/2007, observaram A. alternata (11,3%), Aspergilus sp. (7,7%),
Curvularia sp. (30,3%), Epicoccum sp. (4,7%), Fusarium sp. (7,7%),
Nigrospora sp. (82,3%) e Phoma sp. (4,0%).

Quanto a presenga de esclerodios de C.purpurea, a amostra
de Ijui 2 foi a que apresentou o maior nimero e peso, sendo de,
aproximadamente, 180 esclerddios em 100g. Em percentagem de peso,
emrelacdo a 100g de semente, estes esclerddios atingiram 0,6% (Figura
5), ficando acima dos padrdes internacionais minimos estabelecidos
tanto para semente como para grdo. C. purpurea foi detectado em
81,1% das amostras, indicando que o fungo encontra-se amplamente
disseminado nas areas produtoras de sementes de azevém-anual. De
acordo com Lucca-Filho et al. (13), esclerddios do fungo C. purpurea
foram detectados em 92,0% das amostras examinadas, em porcentagens
de peso variaram de 0,001 a 0,314g.

As sementes analisadas evidenciam baixa qualidade sanitéria e
presenca de C. purpurea. Por isso, 0 Ministério da Agricultura, Pecuéria
¢ Abastecimento (MAPA), deveria estabelecer padrdo de campo
e padrao de semente de azevém-anual, azevém-hibrido e azevém-
perene, e determinar um limite para a presenca de plantas infectadas
e de esclerddios de C. purpurea em percentagem de peso em 60g
(peso minimo da amostra para analise) nas amostras de sementes. No
Canadd, Evans (8), cita nimero méaximo de 2 a 15 esclerddios/Kg de
semente para triticale e centeio, dependendo da categoria da semente.
O OREGON SEED CERTIFICATION SERVICE/USA (15) estabeleceu
o parametro Standards/Ergot, o nivel de 0,05% em 500g, para todas as
categorias de sementes.
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CONCLUSOES

O meio BDA foi o menos seletivo aos patdgenos associados as
sementes de azevém, seguido pelo de Reis e o Segalin & Reis.

Na avaliacdo dos meios de cultura os patogenos Aspergillus spp.
e Drechslera siccans apresentaram as maiores incidéncias médias.

O fungo Drechslera siccans é o mais freqiiente associado a sementes
de azevém.

Esclerodios do fungo Claviceps purpurea foram encontrados
principalmente nas regides produtoras de sementes de azevém-anual.
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