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Resumo

Setenta e duas amostras de sementes de 24 genétipos de Panicum
maximum Jacq., plantados na area experimental da Embrapa Cerrados,
Planaltina, Distrito Federal, foram analisadas quanto a sanidade
usando-se o teste de isolamento em meio de BDA + S. Os principais
fungos fitopatogénicos isolados foram Bipolaris zeae Sivan. e Bipolaris
maydis (Y. Nisik. & C. Myiake) Shoemaker com incidéncia média,
expressa como a percentagem de sementes infectadas com os fungos,
de 9,04 % e 0,98 %, respectivamente. Os gendtipos com maior
incidéncia de B. zeae foram PM 45 (26,1 %), PM 38 (18,5 %), PM 34
(17,9 %), PM 31 (16,4 %), PM 41 (14,7 %) e PM 40 (13,2 %). Em
experimentos conduzidos em casa de vegetacdo, B. zeae e B. maydis
foram transmitidos a partir de sementes para o sistema radicular,
respectivamente, em oito e um dos nove gendétipos de P. maximum
avaliados. Testes de patogenicidade dos fungos em mudas sadias
dessa espécie, em casa de vegetacao, e o subsequente reisolamento de
ambos, confirmaram que eles eram os agentes etiolégicos das lesdes
do sistema radicular de P. maximum.

Termos para indexacao: gramineas forrageiras, fungos patogénicos,
sistema radicular.
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Transmission and
Pathogenicity of two
Bipolaris species Associated
to Panicum maximum
Seeds

Abstract

Seventy two samples of 24 Panicum maximum Jacq. genotypes
cultivated at Embrapa Cerrados, Planaltina, Federal District, Brazil
(15°36° 12" 'S, 47°42 36" "W, 1,087 m above sea level), were
analysed, using the PDA + S test. The most prevalent pathogenic fungi
detected, respectively, in 9,04 % and 0,98 % of the analysed samples,
were Bipolaris zeae Sivan. and Bipolaris maydis (Y. Nisik. & C. Myiake)
Shoemaker. The genotypes with the highest incidence of B. zeae were
PM 45 (26,1 %), PM 38 (18,5 %), PM 34 (17,9 %), PM 31 (16,4

%), PM 41 (14,7 %) and PM 40 (13,2 %). In green house trials, B.
zeae and B. maydis were transmitted from seeds to P. maximum root
system, respectively, in eight and one out of nine genotypes evaluated.
Pathogenicity tests, under greenhouse conditions, and subsequent
reisolation of these species confirmed that both of them were the
causal agents of P. maximum root system lesions.

Index terms: forage grasses, pathogenic fungi, root system.
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Introducao

As pastagens cultivadas, especialmente as gramineas, sao as principais
fontes de alimentos usadas nos sistemas de producao de leite e de
carne no Brasil. Ao todo, sao cerca de 100 milhoes de hectares,

com predominancia das espécies dos géneros Brachiaria, Panicum,
Pennisetum, Cynodon e Andropogon, sendo que mais de 90 %

do mercado de sementes concentra-se nos dois primeiros géneros
(ANDRADE; FALEIRO, 2004).

As sementes sao consideradas um dos meios mais eficientes de
disseminacao e transmissao de fitopatégenos, quando comparadas a
outros como vento, restos de culturas, solo e dgua. Essa disseminacao
possibilita a introducao de patégenos em éreas livres ou o acumulo
destes em areas ja infestadas (RUSSOMANO et al., 2000) por meio de
plantios consecutivos de sementes infectadas (VECHIATO et al., 1997).
Sendo P. maximum cultivado em extensas areas em praticamente todas
as regides do Brasil, a identificacdo e a quantificacao da transmissao
dos fungos fitopatogénicos associados as sementes dessa espécie sao
de fundamental importancia para o entendimento de sua epidemiologia,
bem como para o estabelecimento de medidas de controle integrado.

A ocorréncia de manchas-foliares causadas por Bipolaris maydis foi
relatada em diversas gramineas forrageiras no Brasil, entre elas
Panicum maximum (VERZIGNASSI; FERNANDES, 2001; MARTINEZ-
FRANZENER, 2006; CHARCHAR et al., 2007), Paspalum atratum cv.
Pojuca (ANJOS et al., 2004), milheto (CHARCHAR et al., 2004) e
capim-elefante (CHARCHAR et al., 2008). Bipolaris zeae foi relatado
em diversas gramineas forrageiras no Brasil e em outros paises:
Brachiaria decumbens Stapf, na Coldmbia (LENNE, 1990), em milheto,
no Brasil (DIEHL; REIS, 1982, citados por SIVANESAN, 1987) e na
india (SIVANESAN, 1987) e em Pennisetum clandestinum Hochst, na
Austréalia (SIVANESAN, 1987) e na China (CHANG, 1992). Contudo,
hé caréncia de informacdes quanto a transmissao dessas espécies e
de outras do género Bipolaris, por meio das sementes de P. maximum.
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Os objetivos deste trabalho foram: (i) identificar os fungos associados
as sementes coletadas em um experimento da Il Rede Nacional de
Ensaios de P. maximum, instalado na Embrapa Cerrados; (ii) avaliar

a transmissao de Bipolaris spp. de sementes naturalmente infectadas
para diferentes érgaos das plantulas de P. maximum: folhas, coroa,
hipocétilo e raizes seminais; e (iii) testar a patogenicidade dos isolados
de fungos transmitidos por meio das sementes dessa graminea.

Material e Métodos

Origem das sementes

As sementes utilizadas neste trabalho foram coletadas de 24 gendtipos
de um experimento da |l Rede Nacional de Ensaios de Panicum (RNEP),
instalado na Embrapa Cerrados, Planaltina, DF (15°36 12" °S,

47°42° 36" "W, 1.087 m de altitude), em um Latossolo Vermelho-
Escuro argiloso. As parcelas foram estabelecidas desde novembro

de 2002 em delineamento experimental de blocos completamente
casualizados, com trés repeticoes.

Levantamento e identificacao dos fungos associados
as sementes de P. maximum

Setenta e duas amostras de sementes (24 gendtipos x 3 repeticdes)
foram analisadas, no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa
Cerrados, com o objetivo de avaliar a associacao de fungos as
sementes de P. maximum. Subamostras de 200 sementes de cada
repeticao do experimento de campo, divididas em quatro repeticoes

de 50, apds desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sédio

a 1 % durante 1-3 minutos, e lavadas em agua destilada esterilizada,
foram distribuidas em placas de Petri, em nimero de 5 por placa,
contendo meio de batata-dextrose-agar e estreptomicina (BDA + S). A
incubacao foi realizada a 25 + 2 °C, com fotoperiodo de 12 horas,
durante sete dias. Apds esse periodo, as colénias foram usadas

para identificacdo dos fungos, que foi baseada nas caracteristicas
culturais e morfolégicas, comparando-as com as descritas na literatura
especializada (ALCORN, 1983; SIVANESAN, 1987; BARNET; HUNTER,
1999). Um isolado de Bipolaris sp. com caracteristicas morfolégicas
diferentes de B. maydis foi enviado ao Servico de Identificacdo do CABI

Bioscience, em Egham, Surrey, Reino Unido, para identificacdo da espécie.
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Transmissao de Bipolaris spp. associados as sementes
de P. maximum

A avaliacao foi realizada em nove genétipos da Il RNEP, sem tratamento
com fungicidas, em experimentos conduzidos em casa de vegetacao e
em laboratério, na Embrapa Cerrados. Foram semeadas 20 sementes
de cada gendtipo em 20 vasos contendo 1 kg de substrato composto
por solo e areia, na proporcao de 2:1. As avaliacGes da transmissao
de Bipolaris spp. foram efetuadas aos 10, 20, 30, 40 e 50 dias apds
a semeadura. Em cada época, foram coletadas as plantulas de todos
0s vasos, as quais foram lavadas em agua corrente para remocao

do solo aderido as raizes, seguindo-se a observacao, em lupa, da

parte aérea e do sistema radicular para a deteccdo de lesdes. Para

o isolamento dos fungos, foi destacado o sistema radicular (coroa,
mesocoétilo e raizes seminais), realizada a sua assepsia em hipoclorito
de sédio a 1 %, durante 3 minutos, seguida de lavagem com &gua
esterilizada. Segmentos dos tecidos com necrose foram incubados em
meio de batata dextrose dgar (BDA) + estreptomicina, durante sete
dias em temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apés
esse periodo, foram preparadas culturas monospéricas dos fungos
detectados para uso nos testes de patogenicidade.

Patogenicidade de Bipolaris spp. transmitidos pelas
sementes de P. maximum

Culturas monospéricas de duas espécies de Bipolaris, género detectado
com maior incidéncia nas sementes de P. maximum, foram preparadas
e incubadas nas condicOes de temperatura e luz descritas acima, para
uso nos testes de patogenicidade. Os fungos foram multiplicados em
BDA + S e inoculados por meio de pulverizacdo da parte aérea das
plantas com suspensao de 1,3 a 2,5 x 10* conidios.mL", em dez
mudas de P. maximum, com trés semanas de idade, em vasos. Dez
mudas pulverizadas com agua esterilizada serviram de controle. As
mudas inoculadas foram mantidas cobertas com saco plastico, com
alta umidade e temperatura de 26 = 2 °C, durante 48 horas. Apds
esse periodo, as plantas foram levadas para uma casa de vegetacao

e imediatamente avaliadas quanto a incidéncia de lesdes foliares
(percentagem de folhas com sintomas). Uma segunda avaliacao foi
efetuada dez dias ap6s a inoculacdo. Em seguida, para a confirmacao

dos postulados de Koch, os patégenos foram reisolados das folhas com
sintomas.



10 Transmissdo e Patogenicidade de duas Espécies de Bipolaris...

Resultados e Discussao

Levantamento e identificacdo dos fungos associados
as sementes de P. maximum

Os principais fungos patogénicos detectados foram Bipolaris zeae
Sivan. (incidéncia média de 9,04 %) e Bipolaris maydis (Y. Nisik. &

C. Myiake) Shoemaker (incidéncia média de 0,98 %), seguidos de
Aspergillus spp. (0,37 %), Fusarium spp. (0,31 % e Curvularia sp.
(0,23 %). Os gendtipos com maior incidéncia de B. zeae foram PM

45 (26,1 %); PM 38 (18,5 %); PM 34 (17,9 %); PM 31 (16,4 %); PM
41 (14,7 %); e PM 40 (13,2 %); enquanto os gendtipos com maior
incidéncia de B. maydis foram Tanzania-1 (2,7 %); PM 40 (2,7 %);
PM 39 (2,6 %); Aruana (2,5 %); PM 34 (2,3 %); PM 47 (2,3 %);

e Vencedor (1,6 %) (Tabela 1). A espécie Bipolaris maydis (Bm)

foi identificada com base nas caracteristicas morfolégicas descritas

na literatura especializada (ALCORN, 1983; SIVANESAN, 1987) e

de isolados coletados em Paspalum atratum (ANJOS et al., 2004)

e em Pennisetum purpureum (CHARCHAR et al., 2008), ambos
caracterizados no Laboratério de Fitopatologia da Embrapa Cerrados.
Bipolaris zeae (Bz), forma teleomoérfica Cochliobolus zeae H.S. Chang
(IM1 396928), foi identificada pelo Dr. P. M. Kirk, do CABI Bioscience.
As coldnias do fungo em BDA + S eram cinza-escuro com o Verso

da placa também de coloracao escura, a partir de seis a sete dias de
incubacédo a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas. Os conidios eram
marrons, predominantemente retos, com as extremidades afiladas, com
3-9 pseudoseptos. As dimensodes variaram de 45 ym a 110 yum (média
de 72,4 ym) de comprimento e 12,5 ym a 17,5 um (média de 15,7 ym
de largura) (Fig. 1).

Embora tenha sido baixa a incidéncia de Bz e Bm, a elevada densidade
de sementes usada na formacao das pastagens de P. maximum
torna-as fontes significativas de introducédo e acimulo desses
patdégenos em areas onde eles nao existiam antes. Também,

os resultados alcancados neste trabalho realcam a importancia
epidemiolégica das sementes infectadas como fonte primaria de
in6culo.



Tabela 1. Incidéncia de fungos em sementes de 24 gendtipos de P. maximum
coletadas na area experimental da Embrapa Cerrados.

Gendtipos

PM 30
PM 31
PM 32
PM 33
PM 34
PM 35
PM 36
PM 37
PM 38
PM 39
PM 40
PM 41
PM 42
PM 43
PM 44
PM 45
PM 46
PM 47
Mombaca
Tanzania-1
Massai
Milénio
Vencedor
Aruana
Média
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Bipolaris
maydis

1.0
09

_la)

2,3
1.0

04
2,6
2,7
1.1

1,0
2,3
2,7
1,5
1.6

2,5
0,98

Principais fungos™ (%)

Bipolaris zeae

3.3
16,4
2,6
8.2
17.9
2,0
6,1

6,7
18,5
6.4
13.2
14,7
8,6
4,5
3.3
26,1
4,2
8,5
10,4
8.1

29
10,4
7.1

7,0
9,04

Aspergillus

1,9

0,5
04

1,0

05
1.1
1.0
0.9

1,0
05

0,37

Nigrospora sp., Epicoccum sp., Rhizopus sp. e Mucor sp.
@) sem incidéncia de fungo nas sementes.

Curvularia sp. Fusarium spp.

05

08

04

0,23

*Qutros fungos detectados nas sementes: Alternaria sp., Aspergillus spp., Chaetomium sp.,

1.4

1,0

1.0

0,8
0,3

04

0,5

1,7

04

0,31

11
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Fig. 1. Esporos de Bipolaris zeae. Barras de escala =25 ym.

Transmissao de Bipolaris zeae e Bipolaris maydis
associados as sementes de P. maximum

Em cada época, aos 10, 20, 30, 40 e 50 dias apds o plantio, foram
considerados infectados os 6rgaos das plantas que apresentaram lesdes
necrdticas, das quais foi possivel isolar Bz e Bm. Os dados foram
expressos como sem registro (-) e ocorréncia (+) de lesdes no sistema
radicular (SR), em funcado do tempo apds a semeadura (Tabela 2). A
presenca dos patégenos no SR foi detectada a partir de 10 dias apds
a semeadura, observando-se maior incidéncia a partir de 30 dias. Nas
folhas, contudo, ndo foi observada a ocorréncia de les6es. Portanto,
sementes de P. maximum colonizadas por Bz ou por Bm servem como
fonte de inéculo para necrose do SR, podendo interferir negativamente
no desenvolvimento da parte aérea, uma vez que qualquer fator que
limite o crescimento de raizes pode reduzir a producao de massa

seca da planta forrageira (PATES et al., 2007). E possivel que as

sementes sirvam como fonte de in6culo também para a parte aérea
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dessa graminea, uma vez que os fungos esporulam no SR. Porém, o
periodo de 50 dias em que as plantas permaneceram nos vasos nao foi
suficiente para comprovar essa hipétese nas condicées do experimento.

Tabela 2. Transmissao de B. zeae e de B. maydis de sementes de P. maximum
para o sistema radicular de plantulas, em casa de vegetacao, Embrapa
Cerrados, Planaltina, DF, 2006.

Avaliagéo apos o plantio (dias)

Gendtipo 10 20 30 40 50
B2 Bm Bz Bm Bz Bm Bz Bm Bz Bm

PM 30 +0 - . - + - +

PM 31 . - - - + . + . +

PM 41 . - + - + - + - +

PM 35 . - . . . ; +

PM 45 - - - - . - . - +

Milénio - - + - +

Vencedor - - - - - . + . +

Aruana - - . . +

Tanzania-1 - . - - . + . + . +

@ g, B zeae; Bm: B. maydis.

(b)(-) )

sem ocorréncia de fungo no sistema radicular; (+) ocorréncia de fungo no sistema radicular.

Com a intensificacdao da comercializacdo de sementes de forrageiras
produzidas no Brasil nos mercados interno e externo, impulsionada pela
demanda crescente por forrageiras tropicais (MARCHI et al., 2008),

o segmento de producdo de sementes de elevada qualidade sanitéria
torna-se cada vez mais relevante. Dai a importancia da geracao de
conhecimentos sobre patégenos associados as sementes de espécies
forrageiras cultivadas, sua forma de transmissao e ciclo de hospedeiras

para o estabelecimento de medidas de controle integrado.
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Patogenicidade de Bipolaris zeae e Bipolaris maydis
transmitidos pelas sementes de P. maximum

Os isolados de Bz e Bm originados do sistema radicular de nove
genétipos de P. maximum (Tabela 3) foram patogénicos quando
inoculados em mudas dessa graminea, em casa de vegetacao, com
aproximadamente duas semanas apds o transplantio. Os primeiros
sintomas de lesGes necrdticas causados pelo isolado 2191 de

B. zeae, nas folhas (Fig. 2), foram observados dois dias apds a
inoculacao. O isolado 2199 de Bz, detectado na raiz de Tanzéania-1,
apresentou 100 % de incidéncia, ou seja, todas as folhas inoculadas
apresentaram sintomas. Os isolados 2191 e 2195 de Bz, detectados,
respectivamente, no SR de PM 41 e de Vencedor, apresentaram
incidéncia superior a 95 %. Apenas o isolado 2194, detectado em raiz
de PM 31, causou incidéncia abaixo de 50 %. As mudas usadas como
controle permaneceram assintomaticas.

Tabela 3. Patogenicidade de isolados de B. zeae e de B. maydis transmitidos
por meio de sementes de P. maximum, Embrapa Cerrados, Planaltina, DF,

2006.

Isolado Género Ace_sso i *Incidéncia(%) Reisolamento
origem
2189 Bipolaris zeae PM 30 57,1 +
2194 Bipolaris zeae PM 31 41,8 +
2191 Bipolaris zeae PM 41 95,3 +
2192 Bipolaris zeae PM 35 88,9 +
2201 Bipolaris zeae PM 45 68,5 +
2195 Bipolaris zeae Vencedor 95,3 +
2196 Bipolaris zeae Aruana 81,8 +
2198 Bipolaris zeae Milénio 65,4 +
2199 Bipolaris maydis Tanzania-1 100,0 +

Incidéncia — Percentagem média de folhas com sintomas de manchas foliares, dez dias apds a
inoculacéo.

(+) os fungos foram reisolados de plantas de P. maximum inoculadas.
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Fig. 2. Lesdes necrdticas causadas pelo isolado 2191 de Bipolaris zeae,

apos inoculacéo artificial em Panicum maximum Jacq.

Conclusoes

Na safra 2006, os fungos Bipolaris zeae (incidéncia média de

9,04 %) e Bipolaris maydis (incidéncia média de 0,98 %) foram os

mais comuns nas sementes de 24 gendtipos do experimento da Il Rede
Nacional de Ensaios de Panicum maximum instalado na Embrapa Cerrados.

Os fungos de B. zeae e B. maydis, isolados das sementes de
P. maximum, foram transmitidos para o sistema radicular dessa espécie,
nas condicdes do experimento conduzido na Embrapa Cerrados.
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