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APRESENTACAO

Patologia de Sementes € um segmento da Ciéncia Agrondmica,
que reune basicamente conhecimentos de Fitopatologia e de Tecnologia
de Sementes. O reconhecimento e a compreensao da importancia da ‘se-
mente como um dos veiculos mais eficientes na disseminagao de patoge
nos das culturas, € fator relevante na formulacao de estratégias pa
ra o controle das doencas. Para muitos patdogenos que tém na semente
o principal veiculo de disseminacac, sem divida, o controle sanita -
rio das sementes ¢ o meio mals economico e mais eficiente que se po
de pensar no momento.

Durante a minha vida academica estive envolvido com Patolo
gia de Sementes através de cursos e pesquisas na referida area. Vi-
sando dar continuidade aos estudos nesta area, realizei no periodo
de 2 a 27 de Outubro de 1989, no Centro Nacional de Recursos Genéti-
cos e Biotecnologia(CENARGEN/EMBRAPA), o estagio curricular.

Com sua sede em Brasilia, o CENARGEN tem a finalidade de
coordenar e desenvolver a coleta, caracterizacdo,enriquecimento,pre-
servacao e documentagao do germoplasma animal e vegetal, necessarios
ao desenvolvimento da pesquisa agropecuaria.

A importancia da Patologia de Sementes para este Centro,po
de ser facilmente observada quando se leva em consideracac.o perigo
de introducdo de espécies ou racas de patdgenos em areas Psentas. A-
lem disto, o CENARGEN € uma das raras instituig¢oes no mundo que . vem
desenvolvendo pesquisas em Patologia de Sementes em material armaze-
‘nado a médio e longo prazo. »

Levando em consideracao os objetivos do estagiario e as a-
tividades que o Centro desenvolveria 'na época do estagio, elabora-
mos um plano de atividades(Anexo 1). ‘

No CENARGEN, participei de atividades em Patologia de Se-
mentes na Area de Conservagao de Cermoplasma Ex-situ e Area de Intro
~ducdo,Intercambio e Quarentena. No Laboratorio de Patologia de Se-
mentes, participei da segunda monitoracao do projeto de longevidade

de Fusarium moniliforme em sementes de milho doce, localizacao de pa

togenos em sementes e atividades de rotina.

Durante o estagio, também permaneci por curtos periodos em
outras instituicoes: Centro de Pesquilsa Agropecuiria‘dos Cerrados -
CPAC/EMBRAPA (3 dias), Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas -
CNPH/EMBRAPA (1 dia) e Universidade de Brasilia-UnB (1/2 dia).

No CPAC participei da implantacao de um experimento para

j8h]

testar o efeito de diferentes fungicidas.sobre germinacao de semen

(&4
tes de fagaita.
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e pelo Programa
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germoplasma. Fste Centro ¢ responsavel

squisa em Recursos Gencticos, que tnclur a

Bancos de Germoplasma distribuidos em todo pafis.

Resumidamente, as principais atividades desenvolvidas
sao:
-Introducao,Intercambio e Quarentena de Germoplasma(vi-

-Coleta: As coletas de germoplasma podem ser executadas
itorio nacional e também no exterior, através de expedi

c¢ao botanica e resgate de germoplasma. As coletas tem

resgatar variedades nelhorqdas que estao sendo substi-

ras mais avancadas; resgatar a variabilidade genética
areas onde se esta impondo mudancas
duzir novas alternativas ao sistema de pesquisa agrope-

.2

)

-Conservacac de Germoplasma:{vide item

-Caracterizacao e Avaliacao: Os principais objetivos da
¢ avaliacao sao: proporcionar meihor conhecimento do

sponivel, essencial para seu uso mais intenso em etapas
permitir a identificacao dos acessos duplicados: permi -

imento de colegoes nucleares, que por definicao, abran
mo de redundancia, a diversidade genética reunida numa
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vestres a ela relacionada(FRANKEL

permitir a identificacao dos modos de reproducao predo

cessos, bem como da ocorrencia ou nao de variabilidade

acessos individuais.

-Documentacdo ¢ informatica: No desenvolvimento de ati-

ursos genéticos, as agoes relacionadas com documentagao
tem um papel estratégico, nao somente para orientar a
soes, mas também para permitir o acompanhamento dos tra

¢os que estdao sendo realizados. Aos usuarios do germo -
catatlogos e manuais editados periodicamente.

-Cultura de Tecidos: E feita para introduzir materiais
p

tossanitario nao permita a introducao convencional. A
idos € utilizada tamhém para conservacdo "in vitro' de
s.

-Engenharia Genética: Com o auxilio da Engenharia Gené

volvidas atividades que se apoiam em tres areas de pes
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te
do ponto-de vista evolutivo.
-Controle Bioldgico:0 CENARGEN possui a Area de Contro
le Biologico que tem como principal atividade o desenvolvimento de
estudos bisicos sobre o controic de insctos-praga ¢ plantas dani -
nhas através de agentes biologicos. Os principais projetos desenvol-
vidos dizem respeito ao controle da cigarrinha das pastagens e do

f@ercevejo da soja, ambos parasitados pelo fungo Metharizium aniscpli

ae. Também se pesquisa outros microrganismos entomopatogenicos,- con-
trole bioldgico de plantas daninhas e mais recentemente, iniciou-se
o estudo de feromdonios como técnica auxiliar ao controle microbiolo-
gico.

~Recursos Genéticos Florestais: Os recursos genéticos
autoctones sao conservados em reservas geneticas 'in situ', onde en
contram-se espécies de reconhecidovalor florestal para a producdo
de sementes. Também ha a conservagao de material exotico e autocto-

né no sistema

1t

ex-situ', nos BAGs e nas camaras frias em Brasilia.
;‘\_—’ - -~

-Recursos Geneticos Animais: Ciente da importancia
que representa a preservagao dos grupos animais tidos como perten -
centes as ragas e/ou tipos naturalizados, o CENARGEN vem desde 1981
atuando no desenvolvimento de projetos relacionados com a caracteri.
zacao e avalizacao dos mencionados grupamentos, visando sua preser-
vagao.

-Biblioteca: Ha um ac

e
Geneética,; Fitopatologia, etc  na biblioteca do CENARGEN.
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al recebido.,

A Area de Introducio,Intercambio e Quarentena, quando
recebe o matevial, faz ami rigorosd 1nsSpecio dcstc‘gcrmopiaSmu, a-
través de. seus quatro laboratorios: micologia,nematologia,virologia

¢ bacteriologia.
Se forem detectados patdgenos inexistentes no pais, o
material ¢ descartado. Caso o patdgeno ja exista a campo , € rm’t u-

(atraves de cultur

termo ¢ quimioterapial,

todo

ma limpeza no material

plementares visa
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Quarentenarios, para quc o material Tique

<

periodo, para busca de eventuals sintomas

cnguanto out
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KAHN(1970) considera que a intodugao de germoplasma se
realiza de acordo com as seguintes categorias:-Proibicao Absoluta
Quando a presenca de patogenos ou pragas envolve alto rTisco.
-Quarentena: Consiste
técni

na adocao d as efetivas de detecgao e tratamento, o que re-

@]

e
quer laboratorios e pessoal com treinamento adequado.
| -Quarentena de Pos-En-
trada: Quando o material.-€ proveniente de um pais de risco. Alem da
inspecao na chegada, éxige que o material passe por uma fase de 1ns
pecao e tratamento em quarentenario.

-Entrada Restrita: Tra
ta-se de materiais admissiveis, porém sujeitos a alguma féstrigﬁo

prevista nos regulamentos, sujeitos a revisdes periodicas.

Quando o produto € liberado, ele pode ser enviado 40
destinatario, ou entdo, a Area de Conservacdo de Germoplasma, para

se juntar a colecdo de base.

Cada laboratorio aplica técnicas para verificar a pre-
scnga ou nio de patdgenos, conforme sua cspecialidade.

O Laboratorio de Micologia utiliza rotineiramente trés
métodos distintos para a deteccao de fungos associados as sementes
Exame direto,Blotter Test e Plaqueamento em Meio Agar, descritos por
NEERGAARD(1979). Neste laboratorio, fizemos alguns estudos taxonomi-
cos, principalmente no que se refere a espécies do genero Fusarium
Quantc a determinagao de espécies de Fusarium, seguimos a chave de
BOOTH(1971). ‘

0 Laboratdrio de Virologia utiliza algumas té€cnicas pa
ra deteccao de virus. As espécies vegetais que sao citadas na litera
tura cormo hospedeiras de virus sao obrigatoriamente testadas . neste
sentido, podendo aquelas que nao foram descritas a respeito serem a
titulo de pesquisa, testadas. As técnicas adotadas pelo laboratorio
de virologia sao: Exame direto visual(em casos especificos que resul
tem em anormalidades da semente causadas por virus); Testes ''grow -
‘ing-on' (examinam-se os sintomas nas plantulas, embora alguns auto-
res enfatizam o fato de que os sintomas aparecem em poucas plantulas
¢ também plantulas portadoras de virus podem nao manifestar sintomas
}; Testes de infectabilidade (0Os virus transmitidos por sementes po-
dem.ser indexados por estes, pois via de rvegra tem a capacidade de
infectar o parénquima e podem ser transmitidos atraves deste);Testes
serologicos (Geralmente sao &iretos,espec{ficos,répidos e efetivos )
e Testes com microscopio eletronico(Ndo € um teste de grande sensibi
lidade e o fato de nao indicar a presenca de particulas do virus néo

garante a ausencia do virus).



1.2 Conservacgao de Germoplasma

Existem diversas formas para manter o patrimonio gené
tico vegetal, tais como: armazenamento de sementes, conservacao ''in
vivo'', criopreservagao e conservagao ''in vi#%!.

» A conservacdao "in vivo' pode ser subdividida em dois
subItens: a conservagido "in situ", que tem por objetivo preservar a
diversidade genética como ela ocorre na natureza e a conservacao''ex
situ', atraves de colecoes de plantas vivas no campo.

A conservacao de colecdes de germoplasma depende  da
biologia reprodutiva de cada espécie. Quando normalmente uma espéci
e se propaga por sementes, entdo, o armazenamento a longo prazo €& o
método usualmente preferido para conservacao, por scr este, o méto-
do mais conveniente, seguro e atualmente mais economico, consideran

do-sc os investimentos o longo praze (GORDERT,1988).

1.21 Conservacao de Germoplasma Semente

Para fins de armazenamento, as sementes foram classi-
ficadas por ROBERTS(1973) em dois grandes grupos:-Sementes Ortodo -
xas: Sao aquelas que podem ser dessecadas a baixos teor de umidade(
4 a 6%) ¢ armazenadas por longos periodos em temperatura sub-zero.
Fazem parte deste grupo, a maioria das grandes culturas, incluindo
as forrageiras gramineas e leguminosas. '

-Sementes Recalci-
trantes: Sao aquelas que morrem rapidamente, quando dessecadas a-
baixo de determinados niveis criticos de teor de umidade. Neste
grupo se enquadram café,cacau,citros,etc. N

O CENARGEN dispoem de camaras com temperatura e umida
'de controlada para armazenar a variabilidade genética a médio e a
longo prazo.As camaras de conservacdo possuem capacidade para arma-
zenar aproximadamente 500.000 acessos.-

Estas camaras {oram construidas obedecendo as. cxigén-
cias do material armazenado. Assim, as sementes ortodoxas sao arma-
zenadas em camara com temperatura de -18°C, para colecoes de Base.
conservadas a longo prazo. |

Além do germoplasma conscrvado em Colecoes dc  Base |
o Banco de Germoplasma considera em suas atividades a preservacao
do material proveniente de coletas. Especial atencao deve ser dis -
pensada a este tipo de germeplasma, que em virtude de suas caracte-
risticas, representada principalmente pela pouca semente e pela di-

versidade de espeécies, limitam sua  inclusio no sistema bermanente
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de conscrvacao de geymoplasma. Os testes normais para controle de
qualidade deste matervial, ndo podem scr realizados ¢ o armazenamen-
to, entao,e leito om cuamara cspeciral com temperatura de 59C ¢ 30%

de Umidade Relativa, até que seja feita a multiplicacao pelos Ban

cos Ativos de Germoplasma, estando assim em condigoes para entrar
no sistema permanente de conservacgao (Anexo 2).

0 funcionamento de um Banco de Germoplasma, esta ali-

rcado em quatro atividades relacionadas entre si: Documentacac ,

Controle de Qualidade, Conservacdao propriamente dita e Pesquisas de

ase (Anexo 3.

0 Controle de qualidade das sementes € uma atividade
constante dentro do sistema de conservacido de germoplasma., Ao rece-
ber um lote de sementes para ser incorporado no sistema de armazena
mento, paralelamente ao registro de informacoes necessarias, € rea-
lizada a fumigacao, a limpeza, a pureza e o teste inicial do tecor
de umidade do material. Nao havendo possibilidade de trabalhar o lo-
te imediatamente, este fica numa Camara de Espera (10°C,30%UR) para
um armazenamento a curto prazo.

A analise de pureza e limpeza sao partes de uma mes
ma operacao, pois o resultado da analise de pureza pode indicar a
necessidade de uma limpeza mais acurada, para reduzir e separar a
fracao de sementes chochas. Num Banco de Germoplasma nao deve ha -
ver sementes chochas, pois a presenca desta {ragao ira mascarar oS
resultados dos testes de germinacaoc.

A determinacao do teor de umidade do acesso € extre-

mamente importante para a decisao das acoes posteriores, ou seja

-

quando as sementes apresentarem teor de umidade elevado (>10%), an-
tes de entrarem para a Camara de Espera, deverao permanecer na Cama
ra de Secagem, para baixar a umidade a niveis tais, que quando arma
zenadas a 10°C ndo ocorram danos fisiologicos nas sementes,

Terminada a analise de pureza e secagem, € Necessario
determinar o numero de sementes por acesso,para se ter conhecimento
se ha suficiente sementes para conservagio e distribuigdo futura, a
1ém dos testes de umidade, germinacao, sanidade e monitoramento du
rante o armazenamento. Na Colecao de Base sao conservadas de 1001 a
4000 sementes, conforme a disponibilidade.

Faz-se também os testes de germinacao, pois & impres-
cindivel que as sementes armazenadas possam reproduzir plantas nor-
mais sem mutacoes. 0Os testes dec germinagao sao realizados para cada
acesso, no inicio e durante o armazenamento(cada 3 anos), para che
car se a percentagem de viabilidade esta acima do nivel de regenera.
cao (85%).

Outro teste de controle de qualidade chUGT]ﬂO num
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Banco de Germoplasma, € o teste de sanidade. Entretando, deixaremos
os comentarios deste teste para o item 1.3 deste relatdrio.

Quando o material se encontra em condigoes de ser in
corporado a Colecao de Base, ele deve seguir para a sala de embala-
gem. Aonde as sementes sac embaladas em latas recravadas. Na tampa
de cada lata sao impressos, em relevo, o codigo do produto, o codi-
go do acesso e a posigao na bandeja de armazenamento. As amostras
destinadas a distribuicdo e monitoramento sao embaladas em envelo -
pes multifoliados com aluminio e polictileno, fechados a calor e
armazenados em camaras com temperatura de -39C sem controle de Umi-

dade Relativa {(Anexo 4).
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1.3 Laboratorio de Patologia de Sementes

Dentro da Area de Conservacao de Germoplasma Ex-situ,
existe o Laboratorio de Patologia de Sementes, o qual desempenha
fungoes de extrema importancia, como por exemplo, o controle da sa
nidade do material armazenado.

0 controle da sanidade dos acessos € realizado atra -
vés de testes e tem por objetivo qualificar e quantificar o estado
sanitario do germoplasma semente.

Sementes secas podem mostrar sintomas em diferentes
intensidades, devido a necroses ou descoloracgoes produzidas por mi-
crorganismos, comoc também podem ser detectados estruturas de resis-
téncia(esclerdocios), corpos de frutificacdo e massa de esporos ade-
ridas a semente. Por exemplo, em trigo um complexo de fungos en-
tre eles patogenos e sapréfifas, sdao os responsaveis pelo dano co-
nhecido por "Ponta-preta' . Entre os fungos envolvidos, destacam -
Se 0S gEeneros: Curvularia, Alternaria e Drechslera.

No CLNARGEN, comumente quando se examina a semente 1n
cubada, utiliza-se o método do Papel de Filtro(Blotter Test) e o)
método em Meio Kgar, descritos por NEERGAARD(197$).,e frequentemente
utilizados em Patologia de Sementes.

Lvidentemente, existem outros métodos. Entretanto, a
selecao do tipo de teste a ser utilizado depende do cbnhecimento
.prévio da maneira como o patdgeno esta associado com a semente,para
que possa ser detectado.

Durante o estagioc, realizamos testes de sanidade com
sementes de arroz (Anexo 5) e milho.

Existe certa controvérsia sobre a €poca apropriada pa
ra realizacao dos testes de sanidade, se antes do armazenamento ou
quando se distribui as sementes ap0s o armazenamento. No CENARGEN,
os testes de sanidade sao realizados antes do armazenamento,quando
se esta determinando a qualidade do lote recebido, pois além de se
ter conhecimento dos patogenos que interferem na germinacao das se-
mentes durante o teste inicial de germinacgao , tem-se a possibili-
dade com este conhecimento, de se fazer a monitoracdo da longevida
de desses patogenos durante o armazenamento a longo prazo(GOEDERT
1988) . |

O CENARGEN & uma -das poucas instituigdes no mundo que
vem desenvolvendc pesquisas ¢ testes de sanidade em material armaze
‘nado a médio e longo prazo.

FATAD et al.(l989), em estudo sobre ¢ . comportaménto

dos fungos patogenicos (Pyricularia oryzae, Drechslera oryzae,Phoma

oryzae e Rhyncosporium oryzac) cm sementes de arroz armazenadas até
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8 anos, nas seguintes condigoes: ambiente(20-30°C e UR ndo contro
lada), camara de conservagao de germoplasma a médio prazo(10°C e
25% UR) e em camara de conservacdo a longo prazo G189C e sem con-
trole de umidade), concluiram que as condicoes ideais para a con-
servacdo de germoplasma semente de arroz a médio e a longo prazo
sao a mesmas requeridas para a sobrevivencia fﬁngica.' _ i
FATAD & WETZEL(1987) em trabalho com o objetivo de de-
terminar a sobrevivéncia de fungos patogeénicos e saprofitas  nas
sementes do germoplasma-feijdo armazenado, concluiram que os orga

nismos patogenicos Macrophomina phaseolina, Colletotrichum linde-

muthianum e Rhizoctonia solani estdo também sendo preservados na

colegdo de germoplasma. Os microrganismos saprofitas: Aspergillus

spp.,Peniciliium spp. e Rhizopus sp. estao sobrevivendo em todas

as condic¢bes. As pesquisadoras também evidenciaram que em geral a
incidencia fingica inicial tende a decrescer durante o periodo, a-
partir do 1° ano, conservando poreém, muitos fungos viaveis ao
longo de largos periodos de tempo.

Objetivando avaliar a sobrevivencia de Drechslera soro-

kinitana associada a sementes de trigo e cevada sob condigoes de

armazenamento, FAIAD et al.(1989) concluiram que o fungo tem so -
brevivido por um periodo de atc 3 anos nas condigoes testadas e
que as sementes se mantiveram viaveis, apesar da presenga do pato
geno. ' ‘

_ Os trabalhos citados anteriormente, e tantos outros ma-
is, demonstram que muitos fungos patogénicos estao sendo preserva
dos no Banco de Germoplasma Semente. Fato este, que podera consti
tuir em sério problema quanto ao uso deste material para os traba
" lhosfuturos de melhoramento e formagao de novos campos de produ -
gao. » o

Vale ressaltar também, que nido se faz tratamento’ das se
mentes antes do armazenamento, porque podem-afetar o grau de dete
rioragac e afetar os resultados nos testes subsequentes de monito

ragcao. Na verdade, segundo comentamos no estagio, a falta de pes-

quisa em tratamentos para sementes armazenadas a longo prazo, bem
como, a imprevisdo dos efeitos de tratamentos sobre as sementes
armazenadas a longo prazo determinam a nao utilizacdo deste arti-
ficio.

Alem de atividades de rotina no Laboratorio de Patolo -
gia de Sementes, trabalhamos na segundé monitoragcao do projeto so

bre longevidade de Fusarium moniliforme em sementes de milho doce

armazenado e em atividade sobre lccalizacao de patdgenos nas se =

mentes.
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1.31 Projeto de Longevidade de Fusarium moniliforme em Sementes de

Segundo NEERGAARD(1973) alguns patdgenos tem uma vi-
da mais curta que a semente, outros tem a longevidade igual & ou-
tros podem sobreviver por muitos anos dependendo das condigoes de

e ¢

umidade da semente, da temperatura de Armazenament
¢io do patdgeno. OQutres autores, como ARNDT(1953) ,SIDDIQUI et al (
1983%) e WARREN(1977), comentam qﬁe os patogenos de semenfe vp dem

permanecer viaveis por varics anos em condigoes de armazenamento .

Sendo que, a semente se mantém vidvel por um longo pe

riodo de tempo, torna-se necessaric estudar o comportamento de fun-
gos patogenicos transmitidos por sementes, &n germoplasma armazena-
do. Neste sentido, o Laboratorio de Patologia de Sementes/ACGEs/CE-
NARGEN vem conduzindo a aproximadamente um anc um experimentc = que

tem por objetivo ver: Ficar o comportamento do fungo Fusarium monili

1

lLorme e das sementes de milho doce em diferentes condigoes de arma

h

zenamento.

0 fungo Fusavrium moniliforme causa Podridao do Colmo

e a Podridao da Espiga. E uma doenca de fim de ciclo, manifestando-

-~ se no colmo algumas semanas apos a polinizacdo, secando Ca planta
nfématuramente, Tanto as rai T

podem apresentar lestes que evoluem para podridoes, enfraquecendo
os internSdios basais, podendo resultar no tombamento da planta por

ocasiao de ventos fortes. O idos afetados do caule apresentan

s tec ;
alteragao na coloragao da medula, que variam de esbranquicado a ro~

sada. Nas espigas, o patdgeno provoca a podridao das sementes e da
espiga, surgindo entre as sementes, o crescimento de um micélic co-
tonoso , provocando alteracao na coloragao das sementes, as quais

A

assumem uma coloracdo que varia de rosa a marrom-avermelhado(LUCCA
1987 ;BALMER,1588)

As sementes de milho doce armazenadas para este expe

~

rimento pertencem a duas variedades: 249 e BR-400. Estas sementes

diferentes condicoes de armazenamento:

[

estdo mantidas em
I-Temperatura de—lSQC mantidas em camara;
2-Temperatura de -18°C mantidas em Freezer;
3-Temperatura de 5°C mantidas em camara;
4-Temperatura de 5°C mantidas cm geladeira;
5-Ambiente aovLaborat5rio;

6-Ambicnte Sala.

SJI

5 deste material ar

Trabalhamos na segunda monitoraca

mazenado. Anteriormente, a0s 0 meses,tinha-se procedido a primeira
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monitoragao.
. Na monitoracac realizamos 0s seguintes testes:

a-Teste de Germinacao: 0 teste de germinacao tem por
finalidade, fazer o controle da viabilidade das sementes. Utiliza-
mos 100 sementes, divididas em quatro rolos de papel toalha previ-
amente umidecidos em dgua destilada. Os rolos foram acondicionados
no germinador de camara, a 25°C. durantc 7 dias. Apos este periodo,
procedemos a contapcm do numero de plantulas normais e anormails (
Anexo 5).

b—Doterminagﬁd da Umidade: Para determinacgao da umi-

dade das sementes, utilizamos o Método da Fstufa a temperatura de

105°C ¥ 3°¢, de acordo com as Regras de Analise de Sementes do~ MA
(1976). Iniciamos o teste assim que as amostras Toram retiradas

das condigoes de armazenamento. Colocamos as sementes de cada amos
tra em dois recipientes de metal identificados numericamente. Em
"seguida, determipamos o peso inicial e colocamos os recipientes e
as sementes na estufa por 24 horas. ApGs este periodo, retiramos
os recipientes da estula, tampamos: rmedratamente, colocamos os re-
cipientes em dessecadores para esfriar ¢ determinamos o peso final
¢ o peso da tara. Postertormente, calculamos a umtdade percentual-
mente (Anexo 6).

. c-Teste de Sanidade: A ayuliugﬂu'du sanidade, ou mc

lhor, a determinacao percentual das sementes com Tusarium monili -

forme, foi feita atraves do Método de Papel de Filtro(Blotter Test
). Onde distribuimos as sementes de milho doce, pré tratadas com
solucao de hipoclorito de so6dio( 1%7, em caixas plasticas do tipo
Gerbox, contendo como substrato, duas folhas do tipo mata-borrao
esterilizadas, embebidas em agua destilada o suficiente para man -
ter a umidade durante a execugao do teste. As condigoes de incuba-
cao foram: temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12/12 horas de luz
e escuro. ApOs sete dias fizemos a identificacdao flUngica(Anexo 7),
examinando individualmente todas as sementes, atraves de um micros
copio estereoscopio e um microscépio comum, quando necessario. A -
1ém de contarmos o nimero de sementes com coldnias de Fusarium mo-

niliforme , também identificamos os outros fungos associados as se

mentes. _

d-Teste de Patogenicidade: As sementes por serem ri-
‘cas em muitos nutrientes, favorecem o crescimento de varios micror
ganismos. Entretanto, muitos desteé, nao possuem qualquer relagao
parasitéria com a plantula durante ou ap0s a germinagdo, e nem mes
mo com a planta adulta. Estes microrganismos siao chamados de sapré

fitas ou oportunistas.
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No trabalho que desenvolvemos sobre longevidade de

Fusarium moniliforme , além de verificar a viabilidade do fungo na

scmente, tinha-se intercsse com saber sc¢ o [ungo estava mantendo a
patogenicidade. Para a maioria dos patogenos, a comprovacao da pa-
Logcnicidudp; pode scr feita atraves das'provas de patogenicidade!
fundamentadas nos postulados de Koch, que consisten basicamente
dos seguintes passos: umia vez isolado du semente, o microrganisno
¢ inoculado em pilantas sadias, da mesma espécie vepetal ¢ mesma va
ricdade. Sec aparecem sintomas da docenga, isola-se o microrganiémo.
das plantas, fazendo-se a comparagao com aquelé que foi isolado 1-
niciulmenie, Para que seja comprovada a patogenicidade, os isola-
dos devem ser idénticos, sob todos os aspéctos observados (forma e
cor da colonia, morfologia dos esporos,eté.}.

No teste de patogenicidade procedemos da seguinte ma
neira:-

- d.1-Obtengao de plantulas sadias: Fizemos a germina-
¢cao prévia das sementes em rolos de papel, como se fossemos reali-
zar o teste normal de germinacao. Apos o periodo de incubacdo, es-
colhemos as plantulas sadias para serem inoculadas com os isolados

de TFusarium moniliforme .

d.2-Isolamento de T. moniliforme: O métodc de isola-

mento pode ter algumas variagoes, entretanto, procedemos da seguin

o

te forma: primeiramente fizemos a desinfeccio superficial das s
mentes, qgue consiste na imersao em alcool 50% por alguns_scgundos,
em seguida, em solucao de hipoclorito de s6dio(1%) por 3 minutos .
Apos isto, passamo-las para um recipiente com agua esterilizada. A
pos a desinfec¢ido superficial, colocamos uma semente em cada placa
de Petri, contendo BDA. As placas etiquetadas com oS respectivos
ambientes de origem das sementes, foram entio incubadas em camara
com 25°C de temperatura e fotoperiodo de 12/12 horas de luz e escu
ro. Tentamos obter 3 placas/tratamento com o fungo isolado direta-
mente da semente. Entretanto houve contaminacao e sendo assim, fi-
zemos repicagem a partir de placas nao contaminadas no mesmo trata
nle;ltf). _

d.3-Determinacao da concentracao de inoculo: Antes
de fazermos qualquer inoculacao,fol necessario estimarmos a concen
tragao do indculo a ser aplicado. Isto pode ser conseguido com a u
tilizagao de laminas especiais para esse fim, denominadas de hema-
cltometros. ' |

Preparamos uma suspenséo de esporos a-pértir de uma

[ o

placa de Petri- ;e agitamos para ter unilormidade ¢ para quc a ali-

quota fosse representativa., Feito isto, recobrimos a lamina com a
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laminula e colocamos uma gota de suspensdao num dos cantos da lami
nula. Entao, levamos ao microscopioc e através da média de esporos
da contagem de 10 quadriculas pré-estabelecidas, determinamos a-
traves da formula: Esporos/ml=4x10xn(n°médio de esporos em 10 qua
driculas).

Casc a concentracao de inocule nac fosse a desejada
(10 esporos/ml), diluilamos mais e faziamos nova determinacao da
concentragao. Assim procedemos com os demais isolados.

d.4-Inoculacaoc das plantulas: Tnoculamos 10 plantu-
las por tratamento, através da submevsao das raizes das plantulas
em suspensoes de esporos por 3 minutos .

d.5-Incubacao: As plantulas foram colocadas em cai-
xas de acrilico, especiais para testes de patogenicidade e incuba
das durante 7 dias. ‘

d.6-Avaliacao das plantulas: Apos sete dias da ino-

culagcao das plantulas com F. moniliforme , fizemos a avaliacao. A

notamos o numero de plantulas que apresentavam necroses nas rai -
zes, as sementes que apresentavam crescimento micelial! caracteris
tico do fungo e para as folhas seguimos a seguinte escala, quanto
a drea foliar das plantulas que apresentavam sintomas necroticos:
Np - Necrose pequena (1-30%)
Nm - Necrcose média (31-60%)

Ng - Necrose grande (61-100%)



1.32 Localizacgao de Patdogencs em Sementes

@]

O conhecimento do tipo de associacao entre a semente
¢ a estrutura do patdogeno que acompanha, determina a escolha do me
todo de detecgao e a eficiéncia de diferentes tratamentos que po-
dem ser adotados.

' Diz-se que a semente esta infectada quando a estrutu
ra do patogeno esta localizada no interior de seus tecidos. A in-
feccao pode ocorrer em todas as partes da semente, tais como,,ﬁvu—

.

lo, embriao, endosperma e tegumento ou pericarpo..i' o

0 Laboratorio de Patologia de Sementes do CENARCEN
tem desenvolvido pesquisas sobre localizacao de patdgenos em semen
tes. A verificagao da possibilidade de infecgao no interiocr  das
sementes € feita pela técnica de extracao de embrido descritas por
SHETTY et al.(1977), com modificacgoes.

As sementes sao embebidas em hidroxido de sodio{NaOH
) a 5% por 24 horas, a 25°C; o objetivo cesta solucao é'separar 0
endosperma, do embrido. Entdo, os embrides e os endospermas Sao
coletados e lavados em agua(f 60°C), duas vezes. Apos a lavagem,
sao colocados em lactofenol contendo 1% de anilina azul e posteri-
ormente, em banho maria por 20 minutos. O cbjetivo doc lactofenol €
clarear os tecidos do embrido para que se possa ver a.estrutura do
fungo. Depois & feita a montagem, onde o material, embrido e peri
carpo, sdo montados»lﬁmiha por laminula, examinados e fotografados
ao microscopio otico.

Uma outra modificacao desta técnica, consiste na adi
cao de anilina azul a solucdo de NaOH. Na verdade, um dos princi -
pais segredos desta técnica estd em achar a melhor concentracac de
NaCOH, pois uma solucao com concentragao de NaOH muito fraca nao
soltara o embrido, enquanto que, uma concentracao muito forte des-
ta base, podera dcnsiqnnr a destruicao parcial ou total do embriio
ou das estruturas do fungo.

Durante o estagio, tivemos a oportunidadce de traba -
lhar com estas tecnicas para localizar patogenos em sementes de ar

roz € trigo.
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1.4 Outras'Atividades

Durante o estagio, tivemos a oportunidade de partici

par (ouvinte) de:

a) Reunido do Grupo Multidisciplinar de Avaliacao do
Programa Nacional de Pesquisas em Recursos Genéticos (PNPRG). Aonde
foram analisados projetos de pesquisas em Recursos Genéticos Ani-

mais, Recursos Genéticos Vegetais, Microrganlsmos e Biotecnologia ..

b) Palestra: "Efeito dos Agrotoxicos sobre trabalha-
dores Rurais'. )
Palestrante: Jairo Restrepo Rivera(Secretaria de
Saide de Vitéria-ES). o

' Assunto: O pallestrante expos com clareza e lingua
gem acessivel, a problematica do controle de doencas e pragas atra-
"vés de venenos,Embasou-se na ‘Teoria da Trofobiose(CHABOUSSOU,1987 )
para mostrar Como oS agrotoxicos e fertilizantes quimicos soluveis
predispoem os desiquilibrios, favorecendo as doengas e pragas. Numa
segunda parte da palestra, o palestrante mostra os'possiveis danos
causados a satde de agricultores de uma comunidade no interior do

Espirito Santo.



2. CENTRO DE PESQUISA AGROPECUARIA DOS CERRADOS
(CPAC/EMBRAPA)

A repgiao dos Cerrados ocupa cerca de 200 milhﬁe: de
hectares do territorio brasileiro. A EMBRAPA, consciente da necessi
dade de incentivar estudos que promovessem a ocupacao dos Cerrados,
mediante técnicas criadas e adaptadas a regiao, criou o Centro de
Pesquisa Agropecuaria dos Cerrados (CPAC) . _

0 CPAC esta localizado em Planaltina-DF, a 35 Km de
Brasilia. Ocupando uma area experimental com cerca de 3.500 hecta -
res, o centro possui atualmente,20.000 m de area construida e uma é
tima infra-estrutura (casasde vegetacao e laboratoric),que da supor
te a pesquisa.

Os trabalhos de pesquisa do CPAC estao voltados para

o conhecimento potencial agropecuario da regiao, possibilitando a
criacdo de técnicas viaveis e adaptadas as condigOes dos cerrados.
A nivel interno, o CPAC estd funcionalmente organiza

do em cinco areas técnicas: Area de Recursos Naturais e S6cio-Econo
micos; Area de Solos e Agua; Area de Producao Vegetal; Area de Pro-
dugdo Animal e Area de Transferéncia de Tecnologia.

| A nossa estada no CPAC se concentrou na Area de Pro-
ducdo Vegetal, com maior enfase. a Fitopatologia.

A Area de Produgao Vegetal tem estudado um orbe de

espécies nativas dos (errados, tais como: Araticum(Annona crassiflo

ra Mart.), Baru(Dypterix alata Vog.), Cagaita(Eugenia dysenterica

DC.), Jatoba(Hymenaea stigonocarpa Mart.) ,etc

A Cagaita (Bugenia dysenterica DC), trata-se de uma

mirtacea frutifera dos cerrados, com grande potencial para producdo
de sorvete, geléias, doces e¢ licores. Esta espécie floresce de agos
to a setembro e frutifica de outubro a novembro. Segundo ALMEIDA'et
al.(1987), a produgao de frutos pode chegar a até 2.000 frutos por
irvore. Para obtengao das sementes, os frutos maduros coletados,sao
colocados numa peneira sobre um vasilhame de boca larga. Em segui -
da, espreuem-se os frutos. Na peneira ficam retidas as cascas e as
sementes. Essas sementes, apos a secagem, podem ser usadas para a
produgao de mudas. Do vasillhame, recolhe-se o suco(polpa), que pode
ser utilizado.

As sementes de Cagaita tem apresentado problemas de
Agerminagéo, RIZZINI(1970), em trabalho sobre o efeito tegumentar na

germinacao de Eugenia dysenterica DC, concluiu que a testa  exerce

agao desfavoravel sobre a germinacao, como consequéncia de relativa
~ L~ . - \ ..
carcncia de oxigenio itwmposta pela testa saturada de agua. A deflici

encia nas trocas gasosas, associa-se a presenca de um inibidor como
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causa scceundaria, visto que @ livre acragao anula qualquer cfeito

que ete pudesse ter sobre a germinacac. Os técnicos do CPAC tam-

beém observaram uma grande incidencia de Aspergilius niger associa
do as sementes de Cagaita, que podem estar atuando de forma depre
ciativa na germinacao,

Com base no anter oxmont cxposto, 1mplantamos um
experimento que tinha como principal objetivo verificar o cfeito
de diferentes fungicidas na germinacao de sementes de Cagaita;

Os tratamentos [foram:

To - Testemunha;

T1 - Benlate 500 (PM)~hcn71nLd 1izol ,aplicado via umi

T2 - Benlate 500 (PM)=Benzimidazol,aplicado via se-

ca;
: T3 - Tecto 100 (PM)=Benzimidazol,aplicado via Umida

(10%); ’

T4 - Tecto 450 (Suspencao Concoptvada)

T5 - Vitavax-Thiran (PM)= Carboxin-thiran, abllcado
via Umida; _

T6 - Tecto 100 (PM)= Benzimidazol, aplicado via.ﬁmi
da (10%);

T7 - Vitavax-Thiran (PM)= Carboxin- thlran aplicado

via seca.
T8 - Hipoclorito de Sodio® Solugao de hipoclorito
de sodio(5%)

A concentacao de produto utilizada foi:

-Via seca=2 Kg/100Kg de sementes.

~Via umida= imersio das sementes em solucao(10%) do
produto, por 10 minutos. ' '

As sementes tyatadas foram levadas posteriormente a
dois ambientes distintos:

1.Casa de vegetagao=As sementes foram plantadas em
caixas plisticas, com substrato areia. Sendo o delineamento experi
mental completamente casualizado, com 4 repeticoes de 25 sementes
por tratamento (Figura 2).

2.Laboratdrio=As sementes foram colocadas em placas
«de Petri de vidro, contendo Batata Dextrose Agar(BDA). O delinea -
mento experimental foi completamente casualizado, com 4 repetigoes
de 12 sementes por placa(repetigéo);por tratamento (Figura 3).

' Devido ao curto periodo de cstagio ¢ a lenta germi-

nacao das sementes desta especcie. naoc foi possivel cobter os resul-



tados deste experimento,
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Figura 2 - Experimento para testar o efeito de

diferentes fungicidas na germinagao

de sementes de Cagaita(Casa de Vegetagao)
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Figura 3 - Experimento para testar o efeito
diferentes fungicidas na germinacao

de sementes de Cagaita(Laboratdrio).
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5. CENTRC NACIONAL DE PESQUISA DE HORTALTCAS
(CNPH/EMBRAPA)

!
0 Centro Nacional de PecquLsa de Hortalicas (CNPH) € a

unidade central de pesquisa em hortalicas da EMBRAPA e.€& responsa-
vel pela coordenacdc nacional da pesquisa olericola.

Este centro esta localizado no Distrito Federal (Rodovia
Brasilia/Anapolis) e possui uma area esperimental de aﬁroximadameg
te 115 ha. Além disto, possui otima infra-estrutura necessaria  a
pesquisa olericola, tais comoc: caws de VPDCtang,LabOYdtOIIOS etc.

O CNPH dispoe de uma equipe mu1t1d15c1p11nar% composta
de especilalistas, que desenvolvem pesquisas visando tornar a pro-
dugdo brasileira mais abundante, evitando importacoes desnecessa -
rias e possibilitando a existéncia de excedentes exportéveis(EMBRé
PA,1981). ' |

A carencia de cultivares nacionais tem sido um dos maio-
res entraves ao desenvolvimento da olericultura brasileira, alem
de ocasionar uma grande evasao de divisas com a importacao de se-
mentes. Segundo REIFSCHNEIDER et al.(1984), a insuficiente estrutu
ra nacional de sementes de olericolas, aliada a falta de avaliagao

tanto de sementes importadas, como das sementes produzidas aqul

>
sao apontadas como oS principais ponLos de nossa vulnerabilidade
tecnoldogica e fitossanitaria.

Além de conhecer a infra-estrutura do Centro, tivemos a
‘oportunidade de conhecer alguns trabalhos e pesquisadores na area
~que tinhamos interesse,

Também visitamos uma fazenda para produgao de  sementes
de olericoias da Vigoragro. Na fazenda da Vigoragro nos inteiramos
de alguns aspectos de producao dc algumas olericolas, tais como a-
‘bobora,cenoura e pimentiao. Do ponto de vista sanitario, observamos
as otimas, condic¢des existentes para producao de sementes, aonde €
possivel obter sementes com baixa incidencia de patdgenos,

A produgido de sementes de elevado padrao sanitario depen
de de uma série de fatores, destacando-se o da escolha da area de
produgao, onde as condigoes edafoclimaticas devem ser desfavora
veis ao desenvolvimento e multiplicacao dos patogenos. As regides
iridas sao as mais indicadas para a producgao de sementes sadias
Outros fatores sao a €poca de plantio, espacamento e densidade de
palntio, controle quimico das docngas (CARRTIO & VIGGIANO,1986) .

Segundo o técnico responsavel pela fazenda da Vigoragro,
os limites de tolerancia de doencas no campo siao obedecidos con

bastante rigor, pois a empresa tem interesse em obter um produto



de o0tima qualidade, visando assim, conquistar novos mercados.
Os critérios para rejeicdo de um campo de producao de se

mentes por incidéncia de doencgas sao: -Ocorrencia de doencas em. ni

veis superiores aos limites de tolerancia previstos nas normas e
padrdes para a producao de sementes, que € especifico para ~cada

hortaliga.
-Incidencia elevada ou con -
trole deficiente de doencas em geral, que possam prejudicar o de

senvolvimento normal da cultura e a qualidade das sementes.



4. UNIVERSIDADE DE BRASTLIA
(UnB)

A Universidade de Brasilia(UnB) oferece o curso de pos-
graduagao em Fitopatologia,a nivel de mestrado. Credenciado pelo
Conselho Federal de Educacaoc em 1976,

Levando em consideracao este fato, a UnB possui um cor
po docente de alto nivel, que atua em [itopatologia e trabalha em
diferentes  arca de pesquisas(Bacteriologia. micologia,micotoxico-
logia ¢ virologia vegetal). )

Tivemos a oportunidade de conhecer a infra-estrutura dis

ponivel para o curso.



5. -CONCLUSAO

A Patclogia de Sementes tem sido nos paises desenvolvidos,
um instrumento de apoio de maior significagao para obtencao de acres
cimos na produtividade. Entretanto, nos paises do "Terceiro Mundo'
o nivel tecnologico na referidd area &, por inumeras razoes, muito
preocupante. '

' tualmente, os setores envolvidos na producao, comerciali-
zacao e utilizacgao de sementes no Brasil ja entendem e aceitam, em
diferentes niveis, a importancia da sanidade das sementes.

A caréncia de técnicos capacitados em todos os niveis, tem
se mostrado como fator limitante ao maior desenvolvimento da Patolo-
gia de Sementes no Brasil. Um dos fatores que contribui para a caren
cia de técnicos treinados, € a exigéncia de muita dedicagdo por par
te do interessado em se especializar.

A realizacido do estagio curricular em Patclogia de Semen-

tes, possibilitou—me um maicr aprimoramento técnico na area. Nele
complementei assuntos deficitarics na minha formacao, como por exem-
plo, localizagao de Uatégenos nas sementes.

Além da realizacgdo de trabalhos, relatados nas paginas an-
teriores, tive a oportunidade de trocar idéias com diversos pesquisa
dores. Fato este, extremamente importante para a consolidagao do co-

nhecimento.

Qutro ponto que deve ser lembrado,foi a oportunidade que
tive, atraves deste estdgio, para conhecer a infra-estrutura de pes-

quisa agropecudria existente no Distrito Federal

t
Como considera
da ciencia agrondmica, a

e

te, no contexto global
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ANFXO 1 - Plann de Atividades para. o Fstagiario.

i

~J1

Acompanhamento e Pesguisas Desenvolvidas pelo Laboratdrio de
Patologia de Sementes.

1.1 Projeto de Longevidade de TPusarium moniliforme em sementes

de Milho Doce.

Monitoracao: a-Testes de Germinacgao;
b-Determinacao de Umidade;
c-Testes de Sanidade;
d-Testes de Patogenicidade.

1.2.Testes de Sanidade com Arroz (Cryza sativa L.).

Trabalhos de Rotina em Laboratéorio de Patologia de Sementes.
Determinagao e Localizacdo de Patogenos de Sementes., |
Acompanhamento das Atividades Desenvolvidas na Area de Conserve
¢ao de Germoplasma Ex-situ (ACGEs) e Area de Introdugao, Inter-
cambio e Quarentena de Germoplasma (AIIQG).

Participacao do Grupo Multidisciplinar de Avalizacao do Progra-
ma Nacional de Pesquisas em Recursos Genéticos (PNPRG). |
Participacdo de Seminarios Realizados na EMBRAPA e/ou Outras
Instituigoes. .
Visitas a outras Jnstituigdes.
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ANEXO Z-Sistema para Multiplicacao e Regeneracao de Sementes Ort
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ANEXO 4-Fluxograma para Conservacao de Germoplasma Semente.
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ANEXO 5-Resultado dos Testes

N? da Amostra: 038

Fiunpos
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bode scowentes com funpos - asso-
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Alternaria alternatn
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Drechslera sp.

Fusarium sp.
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Pyricularia oryzae

Trichoderma sp.
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Gerlachia sp.

Nigrospora sp.

Fungo nao Tdentificado
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16.0
4.0
10.0
14.0
4.0
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ANEXO 6-Resultado do Teste de Germinacao da Segunda Monitoragao do

Projeto de Longevidade de Fusarium moniliforme em Sementes

de Milho

Doce.

Condigoes de Armazenamento

Variedade 249 ~18°Ccam -18°Cfre 5°Ccam 5°Cgel Amblab AmbSala
Plantulas normais(%) 55.0 37.0 43,0 37.0 34,0 44.0
Plantulas anormais (%) 13.0 19.0  27.0  23.0 16.0 17.0
Variedade BR-400

Plantulas normais (%) 80.0 82.0 83 75.0 69.0 75.
Plantulas anormais(%) 10,0 9.0 10. 15.0 14.0 12.0
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ANENO 7-Resultado da Determinacao da Umidade da Sceunda Monitoragao
1o Proicto de lLonccevidade de Pusarium monili o em Semen-
do Projeto de lLongevidade de Tusariam moniliforme em Semen

tes Jde Mitho bocet(y).

Varicdade , Condicoes de Armazenamento

-18%Ccam -18°Cfree S°Ccam 59Cgel  AmbLab
249 7.94 8.22 7.78 7.77 g§.05 - 3.00x
BR-400 : 9.07 8.87 9.1 0.5 8.89 14.5 ~

Obs: *Dados incorretos.
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ANEXO 8-Resultado do Teste de Sanidade da Segunda Monitoracao do -

Projeto de Longevidade de Fusarium moniliforme em Sementes

de Milhe Doce,

8.1 Porcentagem de Sementes dom F. moniliforme associado?

Variedade Condicoes de Armazenamento

-182Ceam  -18°Cfree 59Ccam 59Cgel  AmblLab  AmbSala
249 75.0 65.0 63.0 70.0 48.0 63.0
BR~400 81.0 - 64.0 59.0 67.0 62.0 68.0

8.2 Outros Fungos Associados com as Sementes de Milho Doce.

249=

Alternaria alternata, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Aspergillus ochraceus, Chaetomium sp. Colletotrichum sp. ,
Drechslera sp., Nigrospora sp., Phoma sp. , Trichoderma sp.
e Rhizopus sp..

BR-400=

Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Chaetomium sp.

]

Colletotrichum sp., Drechslera sp., Nigrospora sp., Phoma
sp. Rhizopus sp. |

Obs= *Média de duas leituras.
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ANEXO 9-Resultado do Teste de Patogenicidade da Segunda Monitoracdo

“do Projeto de Longevidade de Fusarium moniliforme em Semen-

tes de Milho bDoce.

9.1 Porcentagem de Plantulas com Sintomas Necroticos nas Raizes.

Condigdes de Armazenamento

Variedade -18°Ccam -189Cfree 5°Ccam 5°Cgel AmbLab AmbSala
249 OO 100 100 100 70 100
BR=-400 100 100 100 90 100 100

0.2 Porcentagem de Sementes com Crescimento Micelial Tipico de

F. moniliforme.

Variedade

249 | 70 20 20 80 60 50

BR-400 60 20 20 40 70 50

9.3 Porcentagem de Plantulas com Sintomas Necroticos nas Folhas.

Variedade

249 ' o : : . y
Necrose pequena 20 : 10 10 10 S 10~
Necrose média - 30 20 - 10 40
Necrose grande - 10 10 - - 10
BR-400

Necreose pequena 40 10 10 20 50 10
Necrose média - 30 20 - 10 40

Necrose grande - 10 10 10 - 10



