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RESUMO

As sementes sdo consideradas importantes veiculos de disseminacdo de patégenos. O objetivo deste
estudo foi quantificar a incidéncia de A. alternata e B. bicolor em sementes de trigo ‘BRS 264’ e realizar a
caracterizagdo morfoldgica destes fungos. Para tanto, quatro avaliagBes sanitdrias foram realizadas,
empregando-se caixas acrilicas transparentes gerbox. Com finalidade de inibir a germinacdo, as sementes
foram incubadas em BOD a 259C e regime de 12 h de luz durante 24 horas e, em seguida, transferidas para
freezer a -209C e escuro por 24 horas. Posteriormente, as sementes foram incubadas em BOD a 259C e 12
horas de luz por mais 8 dias, onde a incidéncia foi estimada diariamente. Em seguida foram preparadas
laminas semi-permanentes para posterior registro de imagens e a mensuracdo de estruturas dos fungos
pela obteng¢do de 30 medidas de cada componente estrutural avaliada em microscépio de luz Leica DM500,
com auxilio do programa LAS EZ 2.0 (100x). Os resultados referentes as estruturas fungicas e de incidéncia
foram submetidos a analise de varidncia e de regressdo, respectivamente. A partir disso, foi possivel
confirmar através da caracterizacdo morfolégica a presenca de A. alternata e B. bicolor, os quais
apresentaram 41,5 e 16,5% de incidéncia nas sementes aos 8 dias de avaliacdo, respectivamente.
Palavras-chave: patologia de sementes; taxonomia de fungos; Triticum aestivum.

INCIDENCE AND MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF Alternaria alternata E Bipolaris bicolor IN
WHEAT SEEDS ‘BRS 264’

ABSTRACT

The seeds are considered important spread vehicles of pathogens. This study aimed to quantify the
incidence of A. alternata and B. bicolor in wheat seeds ‘BRS 264’ and to perform morphological
characterization of these fungi. Therefore, four sanitary evaluations were performed in gerbox transparent
acrylic boxes. In order to inhibit germination, the seeds were incubated in a BOD at 252C and 12-hour light
period for 24 hours and, then, transferred to freezer at -202C and dark period for 24 hours. Just after, the
seeds were incubated in BOD chamber at 252C and 12-hour light period during 8 days, which the incidence
was estimated daily. Then, semi-permanent slide mountings were prepared for subsequent capturing
images and measurement of fungi structures by obtaining 30 measurements of each structural component
evaluated under a Leica DM500 light microscope, using the LAS EZ 2.0 (100x) software. The results
concerning fungal structures and incidence were submitted to variance and regression analysis,
respectively. From this, it was possible to confirm A. alternata and B. bicolor presence through
morphological characterization, which presented 41.5 and 16.5% of incidence on the seeds at 8 days of
evaluation, respectively.

Keywords: seeds pathology; fungi taxonomy; Triticum aestivum.

INTRODUGAO
No que se trata da disseminacao de
patégenos, as sementes sdo consideradas

dando condi¢Ges aos microrganismos que ali se
encontram (TELLES NETO et al., 2007). A infeccdo
ocorre na transmissdo do patégeno da semente

importantes veiculos de alastramento
principalmente devido a introducao da doenca
por longas distancias (CORREA et al., 2008) e por
permanecerem vidveis por um periodo longo,

para a plantula estabelecendo uma relagdo com
0s orgdos ou partes do hospedeiro a qual garante
a sobrevivéncia e posteriormente a sua difusdo,
através de um processo ciclico natural de duragdo
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indefinida (REIS, 1987; GARCIA JUNIOR et al.,,
2008). De acordo com Casa et al. (2012), os fungos
necrotréficos sdo fontes relevantes de indculo
inicial e sobrevivem se mantendo vidveis mesmo
em periodo de entressafra na forma de micélio no
endosperma, no tegumento ou no embrido de
sementes de cereais de inverno, como o trigo.
Estes desenvolvem-se nos coledptilos das
sementes no periodo de cultivo, havendo
possibilidade de desenvolverem-se também na
plumula das sementes e consequentemente
infectar as folhas primarias.

Com vistas a se avaliar a qualidade
sanitaria de determinada amostra de sementes, é
necessario que se faga a analise desta, através de
diversos métodos, como o blotter test e em meio
com presenga de agar, sendo que tais praticas sao
fundamentais para testificar as condi¢ées de um
lote através da quantificacdo e qualificacdo dos
patdgenos presentes (CELANO et al., 2012;
DANELLI et al., 2012). Neste contexto, realizar a
correta caracterizagdo dos patdgenos ocorrentes
nas sementes auxiliara em uma identificacdo
precisa, evitando-se divergéncias na interpretacao
que podem ocorrer mediante avaliagdo fenotipica
(LIMA et al., 2004; ANGELOTTI et al., 2006).

Diversas espécies de fungos podem causar
a helmintosporiose ou mancha foliar no trigo,
como Bipolaris sorokiniana, B. bicolor, B. sacchari
e Helminthosporium spp., as quais podem reduzir
o rendimento do cereal em até 80% e utilizam da
semente como principal mecanismo de
sobrevivéncia entre safras (MOREJON et al., 2006;
SOLEIMANI; KAZEMI, 2006; KOBAYASTI; PIRES,
2011). Outro fungo encontrado em sementes de
cereais é a Alternaria alternata, considerada uma
espécie cosmopolita (CASA et al., 2012; XIAO et
al.,, 2012), além desta podem ser encontradas
também espécies como A. infectoria e A. triticina
(PERELLO; SISTERNA, 2006; KHUDHAIR et al.,
2014; DISALOV et al. 2015). As espécies de
Alternaria sdo consideradas patégenos ndo-
especificos, dada a capacidade de infectar
diversas plantas como cereais, oleaginosas, frutas,
vegetais e até mesmo espécies ornamentais,
causando danos ndo somente produtivos e
econdmicos mas também reduzindo a qualidade
do produto final através da liberagdo de
micotoxinas (KAHL et al., 2015).

As pesquisas a respeito da caracterizagao
morfoldgica e incidéncia de fungos em sementes
de trigo tem se mostrado insuficientes na regido
do sudeste goiano, portanto faz-se necessario o
levantamento da incidéncia, isolamento e a
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correta caracterizacdo morfolégica uma vez que a
cultura possui no pais e seu potencial produtivo
na regido supracitada. Este trabalho teve objetivo
estimar a incidéncia de A. alternata e B. bicolor
em sementes de trigo ‘BRS 264’ e posterior
caracterizacao morfolégica destes fungos.

MATERIAL E METODOS
Andlise sanitdria das sementes infectadas e
infestadas por patégenos

O estudo foi conduzido no Laboratério de
Fitopatologia da Universidade Estadual de Goids
(UEG),  Campus Ipameri (17943°02.25"'S,
48208'36.63’W, 794 m), no ano de 2018. O
experimento com anadlise sanitdria foi conduzido
em conformidade com o manual de analise
sanitaria de sementes (BRASIL, 2009), em que
caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) foram submetidas
a assepsia com alcool 70% e, em seguida, foram
colocados dois papéis mata-borrdo, previamente
umedecidos com dgua destilada esterilizada a 2,5
vezes seu peso. Apds isso, 25 sementes ndo
tratadas de trigo ‘BRS 264’ foram semeadas em
cada caixa gerbox. Em seguida, com finalidade de
inibir a germinagdo, as sementes foram (1)
incubadas em camara do tipo BOD a 25°C e
regime de 12 h de luz durante 24 horas, (2)
transferidas para freezer onde foram submetidas
a temperatura de congelamento, cerca de -20°C
(TANAKA et al., 2008), e escuro por 24 horas e
posteriormente, (3) as sementes foram
novamente incubadas em BOD a 259C e 12 horas
de luz por mais 8 dias, iniciando a contagem no
primeiro dia. Durante os nove dias a 252C e 12 h
de luz, a incidéncia de A. alternata e B. bicolor nas
sementes foi estimada diariamente com o auxilio
de microscépio dptico.

Caracterizagdo morfoldgica dos patégenos
encontrados

No decorrer do item anterior, a
identificacdo dos fungos foi realizada mediante
confeccdo de laminas  semi-permanentes
contendo o material biolégico removido
diretamente da semente infectada, e utilizando
acido latico como meio de montagem para as
laminas das estruturas fungicas encontradas. Para
caracterizagdo morfolégica dos fungos, foi
realizado o registro de imagens e a mensuragao
de suas estruturas pela obtencdo de 30 medidas
de cada componente para cada lamina
(CARVALHO et al., 2014; VASCONCELOS et al.,
2014) no microscépio de luz Leica DM500, com
auxilio do programa LAS EZ 2.0 (100x). Os
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componentes mensurados foram comprimento e
largura para os géneros Bipolaris e Alternaria e
comprimento do bico para Alternaria. As
preparacdes microscépicas foram depositadas no
Lamindrio Fitopatolégico da UEG.

Analise estatistica

Os resultados relativos as medidas das
estruturas do fungo foram submetidos a andlise
de varidancia (ANAVA) para obtencdo do
coeficiente de variacdo destas e a andlise de
regressao para obtencdo de modelos para a
incidéncia dos fungos, com auxilio do programa
SISVAR 5.3 (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a Alternaria, os conidios obtidos a
partir da semente apresentaram dimensoes para
comprimento e largura de, respectivamente, 20,2
-32,7x6,8—-11,6 um (24,7 x 9,1 um) e bico de
3,7 - 7,1 um (5,2 um) (Tabela 1). Os conidios de
todos o0s materiais analisados apresentaram
coloragdo marrom clara, com formato ovoide ou
elipsoidal. (Figura 1A). As colénias apresentaram
aspectos tipicamente relacionados a Alternaria
alternata, com coloragdo acinzentada a marrom
escura, com micélios com tonalidade verde oliva
(Figura 1B). Os coeficientes de variagdo para
comprimento, largura e bico dos conidios foram
de, respectivamente, 11,85%, 13,04% e 18,94%.

Quanto ao Bipolaris, foram obtidos
conidios a partir da semente com dimensdes de
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54,0 — 73,6 x 13,0 — 16,2 um (61,8 x 14,6 um)
para, respectivamente, comprimento e largura
(Tabela 2). Os conidios apresentaram forma reta,
semelhante a um porrete ou taco, raramente
curvos, com bordas arredondadas, com coloracao
variando de marrom a marrom-escuro (Figura 2A).
Em relacdo as colbnias, estas possuem
similaridade a um algoddao e coloracao
acinzentada, com conidios dispersos pelo papel
mata-borrao e micélio, sendo este
abundantemente aéreo (Figura 2B).

Os coeficientes de variacdo encontrados
para comprimento e largura corresponderam a,
respectivamente, 8,43% e 6,37%. Quanto a
incidéncia, ao oitavo dia do teste de sanidade, A.
alternata se mostrou presente em 41,5% das
sementes, enquanto que para B. bicolor a
incidéncia foi de 16,5%. As leituras diarias de
incidéncia permitiram estabelecer modelos
guadraticos significativos e com altos coeficientes
de determinacdo (Figura 3).

As medidas obtidas a partir dos conidios
de Alternaria encontrados na superficie das
sementes de trigo do presente estudo, indicaram
a espécie tratar-se de A. alternata, uma vez que
estas se encontraram em faixas de medidas ja
reportadas por outros autores: 18,0 — 50,0 x 5,0 —
18,0 um para comprimento e largura,
respectivamente, e 2,0 — 20,0 um para o bico
(MISAGHI et al.,, 1978; CARVALHO et al., 2008;
VASCONCELOS et al., 2014).

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas de conidios de Alternaria spp. em diferentes hospedeiros, incluindo a
espécie encontrado em sementes de trigo ‘BRS 264’ (Ipameri, Goias, 2018).

Tamanho do conidio (um) Tamanho do

Especie G?e Hospedeiro / érgdo da planta bico (um)
Alternaria - -
Comprimento Largura Comprimento
A. triticina'® T. aestivum / folha 15,0-92,0 8,0—35,0 *
A. triticina® T. aestivum / semente 18,0 - 88,0 7,0-18,0 *
A. infectoria(s) T. aestivum / semente 15,0 - 25,0 45-7,0 *
A. triticimaculans'® T. aestivum / folha 41,2 -97,5 11,2 -18,7 *
A. alternata® Citrus / fruto 22,5-35,0 5,0 - 10,0 2,5-7,5
A. alternata® Solanum tuberosum / 19,7 - 45,4 8,5-18,0 2,6-11,9
tubérculo
A. alternata"” S. lycopersicum [/ caule 18,0 -50,0 7,0-18,0 2,0-20,0
A. alternata® T. aestivum [/ sementes 20,2-32,7 6,8-11,6 3,7-7,1

Dperells; Sisterna (2006); @khudhair et al. (2014); Blpisalov et al. (2015); “perell6 et al. (1996); Blcarvalho et al.
(2008); ©zasconcelos et al. (2014); mMisaghi et al. (1978); (8)Espécie encontrada em sementes de trigo ‘BRS 264/,

Ipameri, Goids, 2018. *Ndo mencionado pelos autores.
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Figura 1. A. alternata encontrada em sementes de trigo ‘BRS 264’. (A) Conidios de formato elipsoidal ou
ovoide, de coloragcdo marrom clara e com septos longitudinais e transversais. 40x. (B) Col6nia tipicamente
acinzentada a marrom escura, com tonalidade verde oliva. Ipameri, Goids, 2018.
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Tabela 2. Caracteristicas morfolégicas de conidios de Bipolaris spp. em diferentes hospedeiros, incluindo
encontrado em sementes de trigo ‘BRS 264’ (Ipameri, Goids, 2018).

Tamanho do conidio (um)

Espécie de Bipolaris Hospedeiro / 6rgdo da planta
Comprimento Largura
B. sorokiniana™ T. aestivum / semente 68,0 - 99,0 17,0-24,0
B. spicifera(z) Sorghum bicolor / folha 20,0-31,0 7,5-12,5
B. sorghicola(a’ S. bicolor / folha 72,5-75,0 10,0-12,5
B. bicolor'™ S. bicolor / semente 49,6 — 65,7 14,3 -18,5
B. bicolor® T. aestivum / semente 40,0-78,0 12,1-17,3
B. bicolor'® T. aestivum / semente 54,0-73,6 13,0-16,2

DB rasil (2009); DUnal et al. (2011); BlSilva et al. (2006); ®carvalho et al. (2014); (S)Morejon et al. (2006); (B)Espécie
encontrada em sementes de trigo ‘BRS 264’, Ipameri, Goias, 2018.

Figura 2. B. bicolor encontrado em sementes de trigo ‘BRS 264’. (A) Conidios de formato elipsoidal, reto,
bordas arredondadas, de aspecto semelhante a um taco, raramente curvo, com coloracdo marrom a
marrom escuro. 100x. (B) As setas mostram col6nias com aspecto acinzentado, semelhante a um algodao,
conidios dispersos pelo micélio, sendo este na maior parte aéreo. Ipameri, Goias, 2018.

E =
e .

Figura 3. Incidéncia de Alternaria alternata e Bipolaris bicolor no decorrer de 8 dias em sementes de trigo
‘BRS 264"
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De forma oposta, apesar da possibilidade
de se encontrar em sementes e folhas de trigo a
espécie A. triticina, os resultados encontrados
para conidios desta espécie (15,0 — 92,0 x 7,0 —
35,0 um) evidenciam dimensdes muito maiores
guando comparadas com as encontradas no
presente trabalho (PERELLO; SISTERNA, 2006;
KHUDHAIR et al., 2014). Quanto a A. infectoria,
também considerada patogénica a sementes de
trigos, esta pode ser descartada por possuir
dimensdes de conidios de 15,0 — 25,0 x 4,5 - 7,0
pm, onde tanto para o comprimento quanto para
largura as mensuragoes reportadas sdo inferiores
(DISALOV et al., 2015).

Durante a andlise estatistica das
dimensdes dos conidios, a variabilidade das
medidas de comprimento e largura (11,85% e
13,04%, respectivamente) corroboram com
Vasconcelos et al. (2014), que verificaram valores
de 23,29% e 17,82%, respectivamente,
fundamentando a ideia de que isso ocorre devido
ao fato da obtencdo de conidios ter sido feita
diretamente do tecido vegetal (semente) sem
repicagem para meio de cultura e posterior
purificagdo, aumentando a chance de varia¢Ges
ambientais.

Dimensdes de conidios de B. bicolor
ocorrentes em sementes de trigo (40,0 — 78,0 x
12,1 — 17,3 um) reportadas por Morejon et al.
(2006) foram muito similares as dimensdes
encontradas para o fungo Bipolaris encontrado
nas sementes ‘BRS 264’, bem como dimensdes
(49,6 — 65,7 x 14,3 — 18,5 um) publicadas para B.
bicolor ocorrentes em sementes de sorgo
(CARVALHO et al., 2014). Outra espécie ocorrente
em sementes de trigo é B. sorokiniana, no
entanto, as dimensdes reportadas (68,0 — 99,0 x

17,0 — 24,0 um) pelo manual de analise sanitaria
de sementes (BRASIL, 2009), sdo muito
superiores as encontradas no estudo. De forma
andloga, Unal et al. (2011) encontraram em
folhas de sorgo, conidios de B. spicifera com
dimensodes de 20,0 — 31,0 x 7,5 — 12,5 um e,
devido as dimensGes encontradas serem muito
inferiores, a possibilidade de se considerar B.
spicifera foi refutada. Além disso, pode-se
também desconsiderar B. sorghicola, pois de
acordo com Silva et al. (2006) seus conidios
possuem 72,5-75,0x 10,0 -12,5 um.

Para a variabilidade das dimensoes
encontradas, os coeficientes de variacdo
encontrados para comprimento e largura dos
conidios (8,43% e 6,37%, respectivamente), se
mostraram similares aos encontrados por
Carvalho et al. (2014), o qual encontraram para B.
bicolor em sorgo valores de 8,96% e 6,95%.

Em relagdo a incidéncia, A. alternata se
mostrou presente em 41,5% das sementes. De
forma similar, Danelli et al. (2012) encontraram
para 45 diferentes cultivares um percentual
médio de sementes infectadas com A. alternata
de 42,8%. Este percentual pode ser ainda maior a
exemplo de ensaios em campo realizados por
Tanaka et al. (2008), onde encontrou-se
percentuais de 83,9 a 87,3% de sementes
infectadas com Alternaria spp. De maneira geral,
por muitas vezes serem comercializadas sem
tratamento, as sementes de trigo mostram
grandes percentuais de incidéncia de Alternaria
spp., sendo a espécie facilmente identificavel
devido a sua morfologia de conidio e
caracteristicas da col6nia (CASA et al., 2012).

Ja para B. bicolor, o percentual de
incidéncia foi menor (16,5%), novamente
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corroborando com os estudos realizados por
Tanaka et al. (2008), o qual encontraram um
percentual maximo de incidéncia de Bipolaris
spp. de 4,3% em sementes de trigo. No entanto,
apesar de nuUmeros pouco expressivos, a
helmintosporiose é uma das doengas que causam
maiores danos a cultura do trigo e atencdo deve
ser dada devido a alta eficiéncia de transmissao
do patdégeno que é de 88% ao coledptilo, 68% ao
mesocotilo e 38% a plumula e, por isso, seu
controle deve ser orientado a semente, visando a
reducdao do indculo inicial (KOBAYASTI; PIRES,
2011).

Na andlise de regressdo para A.
alternaria, obteve-se como modelo uma equacado
do segundo grau positiva, ou seja, com tendéncia
a aumentar o percentual de incidéncia ao longo
do tempo. De forma contraria, o modelo obtido
por Casa et al. (2012) para A. alternata em
sementes de cultivares de trigo ao longo de 180
dias de armazenamento foi linear decrescente.
Apesar disso, a incidéncia até os 45 dias foi
semelhante ao presente trabalho, evidenciando a
perda de capacidade infecciosa do patégeno nas
sementes a longo prazo.

Para B. bicolor, foi possivel se obter um
modelo de equagdo do segundo grau negativa.
Desta vez, o modelo corroborou com Medina et
al. (2009), onde este, ao analisar sementes de
triticale (X. triticosecale Wittmack) no decorrer de
12 meses em temperatura ambiente, constatou
que houve reducdo da incidéncia de B.
sorokiniana neste periodo em cada uma de suas
andlises. Segundo Ferreira et al. (2017), esta
reducdo ocorre devido a perda de viabilidade de
micélio e esporos de patdgenos no decorrer do
tempo que é mitigada pela redugdo no teor de
dgua e reducdo das taxas germinativas de
estruturas de reproducdo do patégenos.

CONCLUSOES

Baseando-se em caracteres morfoldgicos
dos conidios analisados, verificou-se a ocorréncia
de A. alternata e B. bicolor em sementes de trigo
cv. ‘BRS 264’.

A espécie A. alternata quando comparada
a B. bicolor ocorre com maior incidéncia em
sementes de trigo ‘BRS 264’.
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