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RESUMO

Isolados fungicos com caracteristicas de fungos causadores de
helmintosporiose foram encontrados associados a sementes de aveia-
preta produzidas no Estado do Rio Grande do Sul. Observagbes de
caracteristicas morfolégicas permitiram a identificagdo das seguintes
espécies: Bipolaris sacchari, B. cynodontis, B. sorokiniana,
Drechslera avenaceae, D. dematioidea e D. gramineae. Sementes
inoculadas artificialmente apresentaram redugdo drastica de
germinagdo no teste padrdo em rolo de papel. Todas as espécies
demonstraram ser patogénicas a plantulas de aveia-preta, quando
inoculados com suspenséo de conidios, causando sinfomas tipicos de
helmintosporiose e resultando em 20 a 50% de plantulas mortas. B.
sorokiniana foi o fungo mais agressivo tanto na reducdo da
germinagdo com na morte de plantulas inoculadas. Conidios dos
fungos cultivados sobre folhas de Typha sp. apresentaram maiores
dimensbes, comparado com meio de agar. Este é o primeiro relato da
associagdo dos fungos B. cynodontis e B. sacchari em sementes de
plantas no género Avena.
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INTRODUCAO

A aveia-preta (Avena strigosa, Schreb.) € uma forrageira
de grande importancia econémica para a pecuaria do Estado
do Rio Grande do Sul por fornecer pastagem de boa qualidade
no periodo da estacdo fria (BAIER et al., 1989). No entanto,
falhas no sistema de manejo da cultura e na pos-colheita, tém
sido responsaveis por problemas fitossanitarios na lavoura,
bem como na qualidade fisiolégica e sanitaria das sementes
produzidas. Levantamentos em sementes de aveia-preta,
produzidas na regido, tém permitido verificar a baixa qualidade
sanitaria das mesmas. Diversos patdégenos e fungos de
armazenamento tém sido relatados associados as sementes
de aveia-preta, sendo as espécies comumente detectadas
pertencendo aos géneros Fusarium, Drechslera, Bipolaris,
Colletotrichum, Phoma, Curvularia, Stagonospora, Epicoccum,
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Alternaria, Rhizopus,
Nigrospora (BEVILAQUA & PIEROBOM, 1995; FARIAS et al.,
2001)

Diversos fungos, quando presentes nas sementes podem
provocar aborto, deformagdes, podridées, descoloragbes e
necroses, com reflexos na diminuigdo da viabilidade e da
germinagao das mesmas (NEERGARD, 1979).
Helmintosporioses em cereais e forrageiras de inverno sao
provocadas por espécies de fungos dos géneros Bipolaris e
Drechslera, diferenciados por caracteres morfolégicos e
conidiogénese e que, anteriormente, eram agrupados no
género Helminthosporium (ALCORN, 1988).

A Helmintosporiose do trigo, causada por Bipolaris
sorokiniana, e da cevada, causada por Drechslera graminea e
D. teres, sdo doengas de grande importancia econémica para
esses cereais. Nesse patossistema, as sementes infectadas
constituem-se no principal mecanismo de sobrevivéncia do
fungo entre safras agricolas, o que garante a continuidade do
seu ciclo de vida. Ainda, os fungos causadores de
helmintosporiose, podem ter influéncia negativa direta na
germinacdo e no estabelecimento de pastagens. Ja em
sementes armazenadas, tém a capacidade de sobreviver
como micélio no endosperma da semente, sob condigbes de
estresse hidrico, e colonizar o sistema radicular e parte aérea
durante a germinagéo (NEERGARD, 1979).

Dentre os fungos associados as sementes de plantas do
género Avena, descritas na literatura, incluem-se as espécies:
Bipolaris havaiiensis, B. sorokiniana, B. spicifer, B. victoriae,
Drechslera biseptata, D. dematioidea, D. phlei, D. avenaceae,
D. dictyoides, D. japonica, D. pendicellata, D. siccans, D.
triseptata, e D. semeniperda (RICHARDSON, 1979;
SIVANESAN, 1987). Na literatura nacional, a maioria dos
trabalhos sobre variabilidade de fungos causadores de
helmintosporiose, tem sido conduzidos em aveia-branca
(Avena sativa L.) (MEHTA, 1998; MEHTA, 1999) incluindo
analises no nivel molecular (MEHTA, 2001). Para a aveia-
preta, sdo escassos os estudos sobre a variabilidade e
patogenicidade de tais patdgenos. O presente trabalho teve
como objetivos identificar no nivel de espécie e verificar a
patogenicidade de isolados de fungos do antigo grupo
Helminthosporium encontrados associados as sementes de
aveia-preta produzidas no Estado do Rio Grande do Sul.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Patologia de
Sementes da Faculdade de Agronomia da Universidade
Federal de Pelotas, com fungos obtidos de dezenas de lotes
de sementes fiscalizadas de aveia-preta, oriundos de
diferentes regides do Estado do Rio Grande do Sul. Durante a
leitura do teste de sanidade, foram isolados os fungos com
caracteristicas  similares aqueles do antigo grupo
Helminsthosporium, os quais foram utilizados no presente
estudo.

Identificagao e cultivo dos isolados

Para diferenciagdo dos géneros Bipolaris e Drechslera,
conidios dos isolados foram induzidos a germinar em placa de
Petri contendo agar e agua, seguido de incubagdo em sala de
crescimento com temperatura (+ 25° C) e fotoperiodo (12h
luz/12h escuro) controlados, por um periodo de 3 a 4 horas.
Os caracteres morfologia de conidio, hilo e conidiéforo,
germinacgao dos conidios, posigao e dire¢cao do crescimento do
tubo germinativo e ontogenia dos septos foram observados
(ALCORN, 1988). Os isolados foram cultivados em dois tipos
de substrato: BDA e folhas de Typha sp., este Ultimo,
preparado como se segue: segmentos de 10 cm de folha
foram dispostos verticalmente em tubos de ensaio contendo
10 mL de agua esterilizada, posteriormente esterilizados por
autoclavagem. Apods 14 dias procedeu-se as avaliagbes de
comprimento, largura e numero de septos de 100 conidios de
cada isolado. As caracteristicas observadas foram
fotografadas e comparadas com descri¢cdes e ilustragcdes da
literatura (ELLIS, 1971; CHIDAMBARAM et al., 1973;
SIVANESAN, 1987).

Preparo do inéculo

Os isolados fungicos foram cultivados em placa de Petri
contendo meio de cultura BDA e incubados por 14 dias em
camara de crescimento com condigdes controladas de
temperatura (+ 25° C) e fotoperiodo (12h luz/12h escuro).
Apés, adicionou-se 10 mL de 4gua destilada e esterilizada em
cada placa de Petri e, com auxilio de um pincel esterilizado,
homogeneizou-se a massa de esporos. A suspensédo, depois
de filtrada em um funil com gaze, foi coletada em um tubo de
ensaio. Em seguida, padronizou-se a suspensdo em 2000
esporos/ml com auxilio de cAmara de Neubauer. A inoculagéo
das sementes foi feita através de imerséo, por 48 horas em
camara de crescimento, na suspensdo de esporos em placa
de Petri.

Patogenicidade em sementes e plantulas

Uma amostra de 200 sementes inoculadas com a
suspensao de conidios, foram distribuidas em 4 repeticdes de
50 sementes, em rolo de papel toalha previamente umedecido
com agua destilada e postas para germinar a 20° C., conforme
as Regras de Anadlise de Sementes (BRASIL, 1992). Para a
observacao da patogenicidade e agressividade, 120 plantulas
de aveia-preta foram cultivadas em bandejas plasticas (42 x
28 x 10 cm), contendo uma camada de seis (6) cm de terra
(substrato para mudas produzido por Humus Feértil Comercial
de Adubos Organicos Ltda — Pelotas, RS). Plantulas de aveia-
preta, aos 21 dias apds a semeadura, foram mantidas sob
cobertura plastica por um periodo de 48 horas antes e apds a
inoculagdo. Esta foi feita por pulverizacdo da suspensio de

esporos na parte aérea das plantas até a capacidade maxima
de retencdo, com o uso de um pulverizador manual. Os
sintomas da doenga foram observados aos 14 dias apos a
inoculagéo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Identificagao de espécies

De acordo com as caracteristicas de germinagéo de
conidios e comparagdes com descrigdes e ilustragdes da
literatura, os 6 isolados foram divididos em 2 grupos, sendo 3
pertencentes ao género Bipolaris e 3 ao género Drechslera. A
observagado de demais caracteristicas morfolégicas, bem como
das medigbes de estruturas em cultivo, permitiram a
determinacdo das seguintes espécies, baseando-se em
descricbes e ilustracdes da literatura (ELLIS, 1971;
CHIDAMBARAM et al.,, 1973; SIVANESAN, 1987): D.
avenaceae (M.A. Curtis ex Cooke) Shoem. = Pyrenophora
chaetomioides Speg. (telemorfo); D dematioidea (Bubak &
Wréblewski ) Subram.; D. graminea (Rabenh. ex Schlecht.)
Shoem. = Pyrenophora graminea S. lto & Kurib. (telemorfo); B.
cynodontis (Maringoni) Shoemaker = Cochliobolus cynodontis
Nelson (teleformo); B. sacchari (E.J. Butler) Shoem.; B.
sorokiniana (Sacc.) Shoem. = Cochliobolus sativus (S. Ito &
Kurib) Drechsler ex Dastur (teleomorfo).

Os valores descritos na literatura para dimensdes
conidiais das espécies identificadas apresentam uma grande
amplitude de variagdo, conforme também foi observado no
presente estudo. Comparando-se os dois substratos, verificou-
se que, no geral, o comprimento de conidios foi maior no
substrato constituido de folhas de Typha do que em meio
agarizado (Tabela 1). Alguns estudos com outras espécies
destes géneros relataram variagbes em dimensbes
influenciadas pela nutricdo (ALCORN, 1988). SIVANESAN
(1987) observou que conidios de Bipolaris oryzae formados
sobre glumas de trigo ou em cultura sobre palha de trigo
apresentaram-se com maiores dimensdes e mais escuros do
que conidios formados sobre folhas como substrato.

A variabilidade fenotipica em relagcdo ao meio nutritivo
pode gerar dificuldade, em alguns casos, na identificagdo da
espécie baseando-se apenas nas dimensées conidiais, o que
torna necessaria a observagdo de outras caracteristicas
morfoldgicas e estruturais para uma identificagdo com maior
seguranga. D. dematioidea apresenta conidios com apices
arredondados de coloragdo mais escura e com paredes
espessas (Figura 1A). Em D. avenaceae verifica-se a
formacéo de conidiéforo geniculado na base (Figura 1B). No
caso de D. graminea € caracteristica a formagdo de
conidiéforo secundario (Figura 1C). Em B. cynodontis, ocorre a
formagéo de vesicula globosa antes do tubo germinativo,
sendo esta caracteristica facilmente observada (Figura 1D). B.
sorokiniana caracteriza-se pela formagdo de conideos
fuséides com paredes espessas (Figura 1E). B. sacchari
apresenta a formagéo de conideos em grupo (Figura 1F).

Patogenicidade em sementes e plantulas

Todas as espécies de Bipolaris e Drechslera exerceram
influéncia negativa na germinagéo, promovendo reducdo da
germinagdo no teste padrdo. B. sorokiniana foi o que mais
prejudicou a germinagdo, enquanto que D. dematioidea foi
menos agressivo, porém reduziu a germinacdo em 50% em
relagdo a testemunha (Tabela 2).
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Tabela 1 — Dimensbes e ndmero de septos (valor minimo, médio e maximo) de espécies de Bipolaris e Drechslera isoladas de
sementes de aveia-preta, cultivadas em dois substratos, comparados com relatos da literatura (n=100).

Fungo Substrato Comprimento largura N° septos
B. cynodontis BDA 29,6 (56) 81 11(16)22 3(7)11
Typha' 41(72)103 11(14)19 5(8)12
Literatura® 35(50)75 10(13)16 3(7)9
B. sacchari BDA 22(44)67 7(10)15 2(6)11
Typha 33(69)100 7(11)15 5(9)13
Literatura 35(65)96 9(13)17 5(8)9
B. sorokiniana BDA 40(60)81 11(20)22 3(6)10
Typha 26(65)89 15(19)26 2(6)11
Literatura 40(80)120 17(20)28 3(8)12
D. avenaceae BDA 33 (65)100 11(14)18 3(5)8
Typha 37(64)111 7(11)15 2(4)8
Literatura 25-140 12-22 2(6)9
D. dematioidea BDA 19(32)55 7(10)15 2(3)5
Typha 37(55)74 7(10)15 2(4)6
Literatura 20(36)70 10(14)16 2(3)7
D. graminea BDA 22(38)81 7(11)15 2(3)7
Typha 30(61)118 7(11)15 2(4)7
Literatura 27(70) 110 12(15)23 1-7

1 - Substrato de folhas de Typha esterilizadas dispostas em tubo de ensaio com 10 ml de agua

2 - ELLIS (1971, 1987) CHIDAMBARAM et al. (1973)

Tabela 2 — Germinagédo de sementes e morte de plantulas sob
a influéncia de inoculagdo com suspensido de
esporos (2000 conidios/ml) de diferentes espécies
de fungos causadores de helmintosporiose, isolados
de sementes de aveia-preta oriundo do Estado do
Rio Grande do Sul

S =
Espécie inoculada % germinagao % plantulas

mortas
Testemunha 89 5,8
Bipolaris cynodontis 17 20,8
Bipolaris sacchari 35 40,8
Bipolaris sorokiniana 8 51,6
Drechslera avenaceae 22 19,2
Drechslera dematioidea 43 37,5
Drechslera graminea 20 16,6

Todas as espécies de fungos apresentaram-se
patogénicas em plantulas de aveia-preta, retratando os
sintomas tipicos de helmintosporiose em 100% dos individuos
inoculados. A agressividade, na forma de promogéo de morte
de plantulas, variou entre as espécies entre de 20 a 50% de
plantulas mortas. D. graminea foi menos agressivo as
plantulas enquanto que B. sorokiniana provocou 0 mais alto
percentual de plantulas mortas, bem como o menor percentual
de germinagcdo de sementes (Tabela 2). Plantas da
testemunha também apresentaram necrose nas folhas devida,
provavelmente, a contaminagdo das plantulas com fungos
naturalmente presentes no interior da semente ou no
ambiente, resultando em morte de 5,8% de plantas. Os
reisolamentos dos fungos nas plantas inoculadas, confirmaram
a presencga do patdgeno previamente inoculado.

Os fungos B. cynodontis e B. sacchari estao sendo
pela primeira vez relatados em sementes do género Avena. B.
cynodontis € de ocorréncia comum em Cynodon dactylon (L.)
Pers, conhecida como grama-bermuda ou grama-seda. A
ocorréncia desse fungo ja foi relatada em outras gramineas
como Agropiron, Hordeum, Oryza, Panicum, Pennisetum,
Triticum, Zea, Festuca e Secale. O fungo B. sacchari, agente
causal da doengca mancha-ocular na cana-de-agucar, foi
também relatado associado as sementes de plantas de Zea,
Cynodon, Pennisetum e Panicum. A ocorréncia de B.
sorokiniana e sua alta agressividade pode ser resultado de
sua presenga nha regido, causando a mancha marrom ou
helminstoporiose do trigo, um cereal extensivamente cultivado
no sul do Brasil na mesma regido de onde se originaram os
lotes contaminados.

Estudos para identificacdo de patdgenos veiculados por
sementes de espécies forrageiras séo incipientes e deve ser
dispensada maior atengdo a associacao de patégenos com as
sementes. LUCCA-FILHO (1999), em azevém-anual, observou
que a presenga de D. oryzae e D. dyctyioides provocou
redugdo no vigor e germinagdo de sementes, influenciando
negativamente o estabelecimento da pastagem. De acordo
com os resultados deste trabalho, fungos de diferentes
espécies dos géneros Bipolaris e Drechslera ocorrem
associados as sementes de aveia-preta e, potencialmente,
podem trazer prejuizos no estabelecimento da cultura, além de
se transmitirem para as plantas e infectarem as sementes ao
final do ciclo, servindo de veiculo para introdugdo destes
patégenos em areas isentas dos mesmos. Estudos estdo
sendo conduzidos para se verificar a patogenicidade destas
espécies em outros cereais de inverno de maior importancia
econdmica cultivados na regio.
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Figura 1 - Conidios e conidiéforos de espécies de fungos causadores de helmintosporiose isolados de sementes de aveia-preta
produzida no Rio Grande do Sul: A — Drechslera dematioidea ; B — D. avenacea; C — D. gramineae; D — Bipolaris
cynodontis; E — B. sorokiniana; F — B. sacchatri.
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ABSTRACT

Fungal isolates of helminthosporiosis-inducing fungi were found
associated with black-oat seeds surveyed in several regions of the
State of Rio Grande do Sul, Brazil. Observations of morphological
aspects led to determine the following fungal species: Bipolaris
sacchari, B. cynodontis, B. sorokiniana, Drechslera avenaceae, D.
dematioidea and D. gramineae. Artificially inoculated seeds showed
reduced germination on standard test. All species were pathogenic to
black-oat seedlings with 20-50% of mortality. B. sorokiniana was the
most aggressive species. Conidia grown on agar media showed lower
length than those grown on Typha leaves as substrate. This is the first
report of B. cynodontis and B. sacchari associated with Avena sp.
seeds.

Key words: Bipolaris, Drechslera, phenotipic variation
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