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RESUMO

As sementes utilizadas para o cultivo de arroz irrigado no estado de Santa Catarina
(SC) raramente apresentam acompanhamento da qualidade da sanidade. O primeiro
estudo teve como objetivo quantificar e identificar os principais fungos patoganicos
associados a semente de arroz produzidas no sistema de cultivo pré-germinado na
Regido do Alto Vale do Itajai. Foram analisadas sementes de arroz de 479 lotes,
produzidas nas safras 2015/16 (139), 2016/17 (169) e 2017/18 (171). As sementes
de cada amostra foram submetidas ao teste de sanidade em meio de cultura batata-
sacarose-agar + Antibiético (BSA + A), mantidas em camaras de crescimento por sete a
dez dias a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. O principal fungo detectado foi M. albescens,
com 100% de prevaléncia e 54,9% de incidéncia média, nas trés safras.
Paralelamente, num segundo estudo, foi feita a confirmacdo de M. albescens pela
caracterizacdo molecular de isolados do fungo prevalecentes nas sementes
infectadas. O DNA gendmico foi extraido de colénias do fungo utilizando o kit de
purificacdo de DNA gendmico Wizard® de acordo com o0s protocolos do fabricante.
Foram analisadas as regides ITS, BTUB e RPB2. Pesquisas megablast foram
realizadas no National Center for Biotechnology Information (NCBI) para identificar
as sequéncias. As sequéncias foram alinhadas manualmente no programa MEGA X.
10.2.6. As arvores iniciais para a busca heuristica foram obtidas automaticamente
pela aplicagcdo dos algoritmos Neighbour-Join e BioNJ. O terceiro estudo teve como
objetivo quantificar a viabilidade de M. albescens em sementes de arroz
armazenadas nha entressafra e também determinar a localizagdo do fungo nas
principais estruturas da semente. As sementes foram mensalmente coletadas e
enviadas ao laboratorio para a realizacdo do teste de sanidade demonstrando que
M. albescens mantém 77,8% de viabilidade nas sementes apés nove meses de
armazenamento. Comprovou-se que o fungo é detectado em 48% na lema, 43,7%
na palea, 24,7% no endosperma e 20,7% no embrido. O quarto estudo teve como
objetivo quantificar a transmissdo de M. albescens de sementes naturalmente
infectadas para plantulas de arroz simulando mesmo sistema de cultivo pré-
germinado. As plantulas foram cuidadosamente arrancadas destacando-se coroa,
coleoptilo e primeira folha com posterior teste de sanidade. O fungo M. albescens foi
transmitido assintomaticamente numa taxa de 39,3%, 258% e 5,4%,

respectivamente para coroa, coledptilo e primeira folha, considerando a média de



quatro cultivares de arroz. O quinto estudo teve como objetivo avaliar o efeito da
incidéncia do fungo M. allbescens na qualidade fisiolégica das sementes de arroz.
Os lotes foram submetidos ao teste de sanidade de sementes, identificando-se
incidéncia superior a 40% e igual ou inferior a 40%, totalizando 24 lotes de
sementes. Foram avaliados germinacdo de semente, teste de envelhecimento
acelerado, emergéncia de plantas em casa de vegetacédo, indice de emergéncia,
velocidade de emergéncia, comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e
massa seca. Comprovou-se que o nivel de incidéncia do patdgeno na semente
interfere negativamente nos atributos de qualidade fisiologica. O sexto estudo teve
como objetivo avaliar a eficiéncia do tratamento de sementes com fungicidas no
controle de M. albescens. As sementes tratadas foram submetidas ao teste de
sanidade em meio BSA e ao teste de germinacdo. Fluazinam + tiofanato metilico e
metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil apresentaram controle de M. albescens
superior a 80% em ambos os sistemas de cultivo, garantindo germinacdo das

sementes acima de 90%.

Palavras-chave: Oryza sativa. Sanidade de sementes. Fungo. Viabilidade.

Transmissao. Tratamento de sementes.



ABSTRACT

Seeds used for the cultivation of irrigated rice in the state of Santa Catarina (SC)
rarely show health quality monitoring. The first study aimed to quantify and identify
the main pathogenic fungi associated with rice seed produced in the pre-germinated
cultivation system in the Alto Vale do Itajai region. Rice seeds from 479 lots,
produced in the 2015/16 (139), 2016/17 (169) and 2017/18 (171) crops were
analyzed. The seeds of each sample were submitted to the health test in potato-
sucrose-agar + antibiotic (PSA+A) culture medium, kept in growth chambers for
seven to ten days at 25°C and 12-hour photoperiod. The main fungus detected was
M. albescens, with 100% prevalence and 54.9% average incidence, in the three
harvests. At the same time, in a second study, M. albescens was confirmed by
molecular characterization of isolates of the fungus prevalent in infected seeds.
Genomic DNA was extracted from fungal colonies using the Wizard® Genomic DNA
Purification Kit according to the manufacturer's protocols. The ITS, BTUB and RPB2
regions were analyzed. Megablast searches were performed at the National Center
for Biotechnology Information (NCBI) to identify the sequences. The sequences were
manually aligned in the MEGA X program. 10.2.6. The initial trees for the heuristic
search were obtained automatically by applying the Neighbour-Join and BioNJ
algorithms. The third study aimed to quantify the viability of M. albescens in rice
seeds stored in the off-season and also to determine the location of the fungus in the
main structures of the seed. Seeds were collected monthly and sent to the laboratory
to carry out the health test, demonstrating that M. albescens maintains 77.8%
viability in the seeds after nine months of storage. It was found that the fungus is
detected in 48% in the lemma, 43.7% in the palea, 24.7% in the endosperm and
20.7% in the embryo. The fourth study aimed to quantify the transmission of M.
albescens from naturally infected seeds to rice seedlings simulating the same pre-
germinated cultivation system. The seedlings were carefully pulled out, highlighting
the crown, coleoptile and first leaf, with a subsequent health test. The fungus M.
albescens was transmitted asymptomatically at a rate of 39.3%, 25.8% and 5.4%,
respectively for crown, coleoptile and first leaf, considering the average of four rice
cultivars. The fifth study aimed to evaluate the effect of the incidence of the fungus
M. allbescens on the physiological quality of rice seeds. The lots were submitted to

the seed health test, identifying an incidence greater than 40% and equal to or less



than 40%, totaling 24 seed lots. Seed germination, accelerated aging test, plant
emergence in a greenhouse, emergence index, emergence speed, shoot length, root
length and dry mass were evaluated. It was proven that the level of incidence of the
pathogen in the seed interferes negatively in the attributes of physiological quality.
The sixth study aimed to evaluate the efficiency of seed treatment with fungicides to
control M. albescens. Treated seeds were submitted to the health test in BSA
medium and to the germination test. Fluazinam + methyl thiophanate and metalaxyl-
M + thiabendazol + fludioxonil showed control of M. albescens above 80% in both

cultivation systems, ensuring seed germination above 90%.

Keywords: Oryza sativa. Seed health. Fungi. Viability. Transmission. Seed
treatment.
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1 INTRODUCAO GERAL

O arroz (Oryza sativa L.) teve sua origem muito discutida entre 0s
pesquisadores, pois ndo se sabe ao certo se é originario da india ou da China.
Segundo a hipétese monofilética que se refere a individuos com 0s mesmos
ancestrais, ou seja, um unico local de origem propde que a domesticacdo ocorreu
em lugares como a india (nas provincias de Bengala e Assam), Mianmar, China e a
regido das montanhas do sudoeste da Asia. Entretanto a teoria polifilética defende
que tenha ocorrido em véarios locais e de forma independente, como nas planicies do
rio Ganges na india, norte da Tailandia, Laos, norte do Vietnam, superior da Burma
e o sul e sudeste da China (MATSUO, 1997).

No Brasil a espécie foi introduzida pelas embarcacdes dos colonizadores em
1500, mas o seu cultivo em territdrio nacional foi relatado apds 1530, na capitania de
Sao Vicente. Em 1904, em Pelotas, Rio Grande do Sul, surgiu a primeira lavoura
empresarial a qual ja dispunha de sistema de irrigac@o. A partir da década de 1990
passou a ter uma grande disperséo territorial (PEREIRA, 2002).

O arroz é uma espécie anual, pertencente a familia das poaceas, ao género
Oryza, classificada dentro do grupo de plantas com sistema fotossintético C3, sendo
a mesma adaptada ao ambiente aquatico. Porém esta adaptacao ocorreu devido a
presenca de aerénquima no colmo e nas raizes da planta, possibilitando a
passagem de oxigénio do ar para a camada da rizosfera (SOSBAI, 2018).

Este cereal € o alimento basico para grande parte dos seres humanos,
estando presente no grupo da base da cadeia alimentar em muitos paises,
fornecendo energia, lipidios, proteinas, vitaminas e minerais. Os maiores produtores
mundiais de arroz sdo: China, india, Indonésia, Bangladesh, Vietnd, Tailandia,
Myanmar, Filipinas, Brasil e Japdo (SOSBAI, 2018). E o terceiro cereal mais
cultivado no mundo com producéo estimada de 769 milhdes de toneladas em casca
na safra 2020/21, onde o Brasil se destaca como o maior produtor de arroz dentro
do bloco Mercosul, com uma area aproximada de 1,7 milhdes de hectares, e
producéo de 11,6 milhdes de toneladas (CONAB, 2021).
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No Brasil a producao € oriunda dos sistemas de cultivo irrigado e de sequeiro,
sendo o sistema irrigado responsavel por 70% da producdo nacional onde
aproximadamente 90% do arroz irrigado do pais € cultivado nos estados do Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, nas chamadas terras baixas (CONAB, 2021). Esse
indice de producdo nos dois estados vem mantendo-se constante desde 2004/05
(SOSBAI, 2018).

No estado de Santa Catarina a producéo de arroz concentra-se no litoral. A
maior area se localiza no Litoral Sul do estado (61,9%), seguido da regido
Médio/Baixo Vale do Itajai e Litoral Norte (25,2%). A regido do Alto Vale do Itajai
contribui com 9% da area e 94% da producdo (SOSBAI, 2018). Na safra 2020/21, o
estado catarinense cultivou uma &rea total de aproximadamente 149 mil hectares,
totalizando uma producgéo de 1,3 milhdes de toneladas (CEPA/EPAGRI, 2021).

Segundo o SIGEF, 2021 (Sistema de Gestdo Fundiaria) na safra 2020/21 o
estado de Santa Catarina foi o segundo maior produtor de sementes de arroz do
Brasil com uma area de 3.842,67 ha, e uma producdo de 33.144,70 toneladas,
ficando atrds somente do estado do Rio Grande do Sul que cultivou uma é&rea de
16.938,82 ha com uma producéo de 235.473,10 toneladas.

As condi¢des climaticas que favorecem o cultivo do arroz sdo também
propicias a ocorréncia de doencas. A ocorréncia de doencas restringe a producéo de
grédos e sementes de arroz. No estado de Santa Catarina, brusone (Pyricularia
oryzae Cav.) ainda € considerada a principal doenca, no entanto, ha relatos
crescentes da intensidade de mancha parda (Bipolaris oryzae Breda de Haan),
escaldadura das folhas (Microdochium albescens Hern. Restr. & Crous), mancha
das glumas (complexo de patdégenos), queima das bainhas (Rhizoctonia solani
Khun), mancha das bainhas (Rhizoctonia oryzae Riker & Gooch), podriddo das
bainhas (Sarocladium oryzae) e mancha estreita (Cercospora janseana Racib.)
(MIURA, 2002; SOSBAI, 2018; SILVA-LOBO et al., 2019).

De acordo com o Departamento Técnico da cooperativa Cravil do municipio
de Rio do Sul escaldadura tem sido constatada em alta intensidade nas lavouras de
arroz irrigado e consequentemente 0 seu agente causal detectado no teste de
sanidade de sementes no estado de Santa Catarina (SCHEIDT et al, 2020a).

A escaldadura das folhas é causada pelo fungo Microdochium

albescens (Hern. Restr. & Crous) sinbnimos, Gerlachia oryzae (Hashioka & Yokogi),



21

Monographella albescens (Thimen), Microdochium oryzae (Hashioka & Yokogi) e
Rhynchosporium oryzae (Hashioka & Yokogi) (INDEX FUNGORUM, 2021).

O género Microdochium inclui cerca de 20 espécies, mas apenas algumas
delas sdo bem conhecidos e tém sido estudadas (SEIFERT et al., 2011). Segundo
Hernandez-Restrepo et al. (2016), houve seis novas combina¢des em Microdochium
como M. albescens, M. consociatum, M. fusariisporum, M. maydis, M. opuntiae e M.
stevensonii.

Monographella por muitos anos foi considerada a forma sexual de
Microdochium. No entanto, com a implementacdo da nova nomenclatura foi mantido
s6é um nome. No entanto, Microdochium tem mais espécie, € mais comumente
encontrado, e o nome é mais frequentemente usado na literatura, desta forma com a
nova nomenclatura utiliza-se Microdochium albescens (HERNANDEZ-RESTREPO,
et al., 2016).

Estudos anteriores conectaram  Microdochium com a familia
Amphisphaeriaceae (PARKINSON et al. 1981, SAMUELS & HALLET 1983,
VONARX 1984, JAKLITSCH & VOGLMAYR 2012). Amphisphaeriaceae é uma
familia heterogénea que possui morfos assexuados semelhantes a pestalotiopsis
caracterizados por células conidiogénicas holoblasticas que produzem conidios
septados, marrons ou hialinos com apéndices em ambas as extremidades (TANAKA
et al. 2011, MAHARACHCHIKUMBURA et al. 2014). No entanto em um estudo
realizado por Hernadndez-Restrepo et al., (2016), Microdochium formou um clado
separado em Xylariales distinto de outras familias. Com base nesses resultados de
analises filogenéticas, Microdochium correspondem a uma nova familia denominada
como Microdochiaceae. Esta nova familia é caracterizada por morfos assexuados
gue produzem células conidiogénicas poliblasticas, simpodiais ou annelidicas com
conidios hialinos sem apéndices e morfos sexuais do tipo monographella.

A caracterizacdo morfologica é util, porém apresenta limitacdes devido ao
baixo nUmero de caracteres passiveis de serem analisados, da alta instabilidade e
da dependéncia da composi¢cdo do meio utilizado, das condigbes de incubacédo e
das variagdes intrinsecas ao patdogeno (FUNGARO, 2000). Contudo para a
identificacdo precisa das espécies de Microdochium € necessario realizar analise
molecular (HERNANDEZ-RESTREPO et al., 2016).
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Técnicas moleculares desenvolvidas a partir da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), como o sequenciamento de DNA, tém sido ferramenta atil na
identificagdo de varios organismos, dentre eles os fungos. Entre os marcadores
moleculares utilizados para este propdsito destaca-se o sequenciamento da regido
ITS (Internal Transcribed Spacer). Essa regido € altamente conservada
intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, 0 que possibilita a
distincdo ao nivel especifico (FUNGARO, 2000).

Apesar do uso frequente da regido ITS-rDNA para identificagdo molecular de
fungos, o uso individual dessa regido nem sempre distingue suficientemente
espécies fungicas de niveis taxondmicos mais elevados, devido as limitacbes, como
dificuldades no alinhamento de sequéncias (AVIS et al.,, 2006; KISS, 2012;
LINDNER et al, 2013). Dessa forma, regides génicas mais conservadas,
codificadoras de proteinas, também devem ser consideradas (GLASS et al., 2013).

O gene que codifica a segunda maior subunidade proteica da RNA
polimerase Il (RPB2) é considerado um marcador alternativo adequado para estudos
filogenéticos de fungos que apresentam niveis taxondmicos mais elevados. E um
gene bastante conservado, apresenta cépia Unica em fungos, fragmentos de
tamanho grande, sequéncias de nucleotideos facilmente alinhaveis e taxa de
evolucado conveniente para estudos filogenéticos mais aprofundados (MATHENY,
2005; VETROVSKY et al., 2016).

O gene da B-tubulina esta entre os mais proeminentes genes utilizados para o
diagnéstico fungico. Contudo, os bancos de dados para sequéncias desse gene nao
séo tdo abundantes quanto do DNA ribossomal (BRUNNER et al., 2007). Os genes
para B-tubulina estdo recebendo maior atencdo na investigacdo de relacdes
evolutivas, pois as tubulinas apresentam um alto grau de conservacado em nivel de
aminoacidos e nucleotideos, porém um alto grau de variabilidade nas regides
intrénicas (EINAX & VOIGT, 2003; LOPPNAU & BREUIL, 2003).

O sintoma caracteristico da escaldadura se manifesta nas extremidades
apicais das folhas mais velhas, inicialmente com o aparecimento de manchas de
coloracdo verde-oliva, sem margens bem definidas que evoluem formando
sucessoOes de faixas concéntricas, com alternancia das cores marrom-clara e escura.
As lesbes coalescem, causando necrose e morte da area foliar afetada. Como

consequéncia de reducdo da area foliar pode haver reducdo do crescimento das



23

plantas afetando a quantidade e a qualidade dos grdos. As plantas afetadas
apresentam amarelecimento generalizado com as pontas das folhas secas (FILIPPI
et al., 2005). Outro tipo de sintoma, que se manifesta quando as condi¢des
climaticas sdo menos favoraveis, é caracterizado por pontuacdes de cor marrom ao
longo das folhas, semelhante aos sintomas iniciais da mancha de graos (PRABHU et
al., 1995).

As condi¢cbes climéticas favoraveis ao desenvolvimento do patégeno sao
temperatura média entre 24°C e 28°C, periodos prolongados de orvalho, alta
densidade de plantas e adubacdo nitrogenada em excesso (OU, 1985; GROTH,
1992).

A escaldadura tem potencial de reduzir significativamente a producgéo pela
destruicdo da éarea foliar, sendo facilmente encontrada em percentuais variando de
20 a 50% (RIBEIRO, 1996).

Muitos patégenos da cultura do arroz sobrevivem e sdo disseminados pelas
sementes (AMARAL, 1987). Segundo Mew & Gonzalez (2002), 55 fungos estdo
associados a sementes de arroz, dentre eles se destacam: Alternaria padwicKii
(Ganguly), B. oryzae, C. janseana, Fusarium moniliforme (Sheldon), M. albescens, P.
oryzae, Sarocladium oryzae (Sawada), Phoma sorghina (Sacc.), e Tilletia barclayana
((Bref.) Sacc. & Syd) (MEW & GONZALES, 2002).

O fungo M. albescens pode sobreviver associado as sementes (OU, 1985;
GROTH, 1992) e aos restos culturais de arroz (FILIPPI et al., 2005). O fungo M.
albescens pode infestar ou infectar sementes de arroz (SINGH e SEN GUPTA,
1981; MIA e SAFEEULLA, 1984; THOMAS, 1984; MIA et al., 1986). No Brasil, no
estado do Rio Grande do Sul, foi relatado em associacdo a semente de arroz
irrigado com incidéncia variando de 6 a 31% (média 18%) (FRANCO et al., 2001) e 1
a 33% (média 4,99%) (FARIAS et al., 2007). Em outro estudo realizado no estado de
Santa Catarina foi relatado alta incidéncia média (55%) de M. albescens em
sementes de arroz irrigado (SCHEIDT et al., 2020a).

Microdochium albescens infecta folhas e bainhas, porém a infeccdo de
sementes também é importante porque reduz a germinacao de sementes e vigor das
plantulas (SINGH e GUPTA, 1985). Segundo Malavolta et al., (2002) os danos
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causados por M. albescens, devem-se a reducdo do numero de semente por
panicula e no seu peso, refletindo na qualidade das sementes cultivadas.

Sob condi¢cdes ambientais M. albescens pode sobreviver de trés a 18 meses
em sementes de arroz armazenadas (MIA et al.,, 1987; SINGH e GUPTA, 1986),
entretanto pode sobreviver até 11 anos a temperatura de 5 °C (MIA et al. al., 1985).
Todas as partes da semente de arroz sdo locais de infeccéo para M. albescens (KIM
et al., 1984; MIA et al., 1986), porém a localizacdo precisa do patdgeno na semente
pode ajudar a determinar a eficdcia dos tratamentos de sementes (FAIAD et al.,
1993).

As sementes sao consideradas fonte de inoculo primario (OU, 1985;
WEBSTER & GUNNELL, 1992), e a transmissédo do fungo em cultivo de sequeiro
ocorre através de sementes infectadas provocando descoloracdo nas plantulas
(FILIPPE et al., 2005; GUTIERREZ, 2008). Contudo ndo ha informacdes sobre a
transmissao no sistema de cultivo pré-germinado.

Em culturas como soja e milho, o tratamento de sementes (TS) vem sendo
utilizado visando o controle de fungos, associados a semente, entretanto, em arroz
esta pratica ndo ocorre com a mesma frequéncia, principalmente no sistema de
cultivo pré-germinado, onde ndo constam informacdes e indicacbes (SOSBAI, 2018).

O TS de arroz visa controlar fungos infectando e infestando sementes, fungos
de solo e também insetos em caso do uso de inseticida em adicdo ao fungicida,
protegendo, desta forma, a plantula nos estagios iniciais da cultura. E fundamental o
Seu uso para assegurar a germinacdo, emergéncia, formacdo da plantula, e
consequente populacéo de plantas, associado ao rendimento da cultura (MENTEN &
MORAES, 2010).

O TS é considerado uma das praticas culturais de baixo custo no controle de
patdbgenos em arroz de terras altas (KIMATI et al.,, 1997), porém, ndo constam
informacgdes na literatura sobre o efeito de fungicidas no TS visando o controle de M.
albescens no sistema de cultivo de arroz pré-germinado (SOSBAI, 2018).

Apesar disso, atualmente a importancia da qualidade sanitaria das sementes
de arroz esta subestimada devido a escassez de estudos que comprovem o real
impacto sobre a qualidade fisiolégica e o desempenho das plantulas. Portanto, o

conhecimento do efeito do in6culo na semente € importante para conhecimento do
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nivel de tolerancia do patdgeno pela semente e quanto compromete o desempenho
das plantulas.

Partindo desses pressupostos, o0 presente estudo teve por objetivos: i)
Identificar e quantificar fungos infectando sementes de arroz produzidas no Alto Vale
do Itajai, SC; iii) Caracterizar de forma molecular os isolados de M. albescens
oriundos das sementes de arroz irrigado produzidas na Regi&do do Alto Vale do Itajai;
iii) Quantificar a viabilidade de M. albescens em sementes de arroz irrigado
armazenadas durante o periodo da entressafra no estado de Santa Catarina e
guantificar a sua incidéncia nas estruturas da semente; iv) Quantificar a transmisséo
de M. albescens de sementes naturalmente infectadas para coroa, coleodptilo e
plumula da plantula em cultivares de arroz irrigado no sistema dde cultivo pré-
germinado; v) Avaliar o efeito da incidéncia do fungo M. allbescens na qualidade
fisiologica das sementes de diferentes cultivares de arroz irrigado; vi) Avaliar a
eficiéncia de fungicidas no tratamento de sementes de arroz pré-germinado e

sequeiro no controle de M. albescens.
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2 CAPITULO 1 - INCIDENCIA E PREVALENCIA DE FUNGOS EM SEMENTES
DE ARROZ IRRIGADO PRODUZIDAS NO SISTEMA DE CULTIVO PRE-
GERMINADO NA REGIAO DO ALTO VALE DO ITAJAI, SC.

2.1 RESUMO

Fungos em sementes de arroz irrigado podem afetar sua qualidade fisiol6gica e
constituir-se em fonte de inoculo para doencas. O objetivo deste trabalho foi
identificar e quantificar fungos infectando sementes de arroz irrigado no sistema de
cultivo pré-germinado na Regido do Alto Vale do Itajai, Santa Catarina, Brasil. Foram
analisados 479 lotes de sementes de arroz de diferentes cultivares durante as safras
2015/16, 2016/17 e 2017/18. As sementes de cada amostra foram desinfestadas em
hipoclorito de sodio (1%), enxaguadas em agua deionizada estéril e submetidas ao
teste de sanidade usando meio de cultura batata-sacarose-agar + Antibiético
(BSA+A). As sementes foram incubadas por sete dias em camara de crescimento a
25°C + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Foram consideradas infectadas as sementes
com presenca de coldnia e/ou estruturas dos fungos. O principal fungo detectado
nas trés safras foi Microdochium albescens, com 54,9% de incidéncia média,
seguido de Alternaria padwikii com 7,7%, Bipolaris oryzae com 3,3% e Curvularia sp.

com 3,1%.

Palavras-chave: Oryzae sativa, fungos, sanidade de sementes, Microdochium

albescens.

2.2 ABSTRACT

Fungi in irrigated rice seeds can affect their physiological quality and constitute a
source of inoculum for diseases. The aim of this work was to identify and quantify
fungi infecting irrigated rice seeds in the pre-germinated cropping system in the Alto
Vale do Itajai region, Santa Catarina, Brazil. 479 rice seed lots of different cultivars
were analyzed during the 2015/16, 2016/17 and 2017/18 harvests. The seeds of
each sample were disinfected in sodium hypochlorite (1%), rinsed in sterile deionized

water and subjected to the health test using potato-sucrose-agar + antibiotic
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(PSA+A) culture medium. The seeds were incubated for seven days in a growth
chamber at 25 + 2°C and a 12-hour photoperiod. Seeds with the presence of colony
and / or fungi structures were considered infected. The main fungus detected in the
three harvests was Microdochium albescens, with 54.9% of average incidence,
followed by Alternaria padwikii with 7.7%, Bipolaris oryzae with 3.3% and Curvularia
sp. with 3.1%.

Keywords: Oryzae sativa, fungi, seed health, Microdochium albescens

2.3 INTRODUCAO

A cultura do arroz tem grande importancia socioeconémica para o estado de
Santa Catarina que € o segundo maior produtor nacional do grdo e um dos principais
produtores de sementes (SOSBAI, 2018; CONAB, 2021).

As condicdes climaticas que favorecem o cultivo do arroz sdo também
propicias a ocorréncia de doencas. A ocorréncia de doencas restringe a producéo de
graos e sementes de arroz. No estado de Santa Catarina, brusone (Pyricularia
oryzae Cav.) ainda € considerada a principal doenca, no entanto, ha relatos
crescentes da intensidade de mancha parda (B. oryzae Breda de Haan),
escaldadura das folhas (M. albescens Thim. Hern. Restr. & Crous), mancha das
glumas (complexo de patdégenos), queima das bainhas (Rhizoctonia solani Khun),
mancha das bainhas (Rhizoctonia oryzae Riker & Gooch), podriddo das bainhas
(Sarocladium oryzae) e mancha estreita (C. janseana Racib.) (MIURA, 2002;
SOSBAI, 2018; SILVA-LOBO et al., 2019).

A planta de arroz em alguma fase de desenvolvimento esta sujeita a infec¢ao
por patdgenos que reduzem tanto a produtividade quanto a qualidade de graos.
Dentre alguns danos diretos, ocasionados pelas doengas no arroz, tem-se a reducao
do estande de plantas, reducdo geral na eficiéncia produtiva das plantas, gréos
manchados e menor nimero e/ou tamanho de grao (MIURA, 2002).

Entre os principais fungos patogénicos associados a semente destacam-se:

A. padwickii (Ganguly), B. oryzae, C. janseana, Fusarium moniliforme (Sheldon), M.
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albescens, P. oryzae, S. oryzae (Sawada), Phoma sorghina (Sacc.), e Tilletia
barclayana ((Bref.) Sacc. & Syd) (MEW & GONZALES, 2002).

O objetivo deste trabalho foi identificar e quantificar fungos infectando
sementes de cultivares de arroz irrigado no sistema de cultivo pré-germinado na

Regido do Alto Vale do Itajai, Santa Catarina, Brasil.

2.4 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de sementes de arroz irrigado de 479 lotes das
cultivares SCS 121 CL (165), SCS122 Miura (85), SCS116 Satoru (79), EPAGRI 109
(58), SCS BRS TioTaka (49), SCS118 Marqués (22), SCS117 CL (11) e Primoriso
CL (10) provenientes de areas de sementes dos municipios de Agronémica, Rio do
Sul, Taid, Pouso Redondo, Lontras, Agrolandia, Trombudo Central e Rio do Oeste,
estado de Santa Catarina. As sementes foram produzidas na safra 2015/16, 2016/17
e 2017/18, e beneficiadas pela Cooperativa Cravil de Rio do Sul. As lavouras
receberam aplicacbes de fungicidas conforme a indicacdo técnica para a cultura
(estrobirulina + triazol + benzotiazol), aplicados no emborrachamento tardio e a
segunda aplicacdo 15 dias apO6s (SOSBAI, 2018). Na cooperativa as sementes
ficaram armazenadas em sacos de polipropileno de 25 kg e mantidas em armazém
de alvenaria com umidade e temperatura ambiente.

As sementes, nao tratadas, foram coletadas por responsaveis da cooperativa,
identificando as cultivares e os lotes seguindo o padrdo de amostragem (Brasil,
2009), sendo enviadas ao Laboratorio de Fitopatologia do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina, CAV/UDESC, para
serem submetidas aos testes de sanidade.

Para a deteccédo dos fungos em geral foi utilizado o meio de cultura batata-
sacarose-agar + Antibiético (BSA+A = 200 mg L?). As sementes de cada cultivar,
lote e local de producéo foram desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sédio
(1%) durante dois minutos, com posterior enxague com agua destilada e estéril.
Todo o processo de desinfestacdo e semeadura foi realizado em camara asseéptica.
Para cada lote foram analisadas quatro repeticdes de 50 sementes (200 sementes),
sendo semeadas 10 sementes por placa de Petri. As sementes foram dispostas em
placas de Petri de acrilico (90 mm de didmetro) e mantidas em camaras de
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crescimento por sete a dez dias a 25°C e fotoperiodo de 12 horas. Na camara de
crescimento além da luz branca também foi utilizada luz negra para estimular a
esporulacédo de alguns fungos. A avaliacdo dos fungos foi realizada aos sete e dez
dias.

Especificamente para a deteccédo do fungo P. oryzae foi utilizado o método de
incubacdo em substrato de papel ou método do papel de filtro (“blotter test”)
(BRASIL, 2009). Foram selecionados aleatoriamente oito lotes de cada cultivar,
totalizando 48 lotes, sendo que nesse método as sementes foram dispostas em
caixas de acrilico tipo gerbox, contendo duas camadas de papel filtro umedecido
(papel mata borrdo). Posteriormente foram colocadas em camara de crescimento
com luz continua por sete dias a 27°C, mantendo umidade do papel pela adicdo de
agua quando necessario. A avaliacdo foi realizada aos 4 e 7 dias. Nos ultimos trés
dias utilizou-se a luz negra para induzir a esporulacdo. Para cada lote foram
analisadas 200 sementes, sendo semeadas 10 sementes por placa de Petri e 25
sementes por gerbox. Utilizou-se o0 delineamento experimental inteiramente
casualizado para ambos 0s experimentos.

Foram consideradas infectadas as sementes nas quais foi possivel identificar
a colbnia e/ou estruturas dos fungos sob lupa estereoscépica em aumento de 40
vezes. Para confirmar a presenca e identificacdo do fungo nas sementes foram
preparadas laminas e as mesmas visualizadas em microscépio 6ptico analisando-se
as estruturas fungicas e comparando com as descricbes na literatura (MEW &
GONZALES, 2002; BARNETT & HUNTER, 1998).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O fungo patogénico de maior incidéncia e prevaléncia associado as
sementes, na média das 479 amostras e dos trés anos, foi M. albescens com 54,9%
e 100%, respectivamente (Figura, 1), seguido de A. padwikii (7,7% / 90,6%), B.
oryzae (3,3% / 59,9%), Curvularia sp. (3,1% / 66,5%) e S. oryzae (2,7% / 49,40%)
(Tabela 1 e 2). Resultados similares foram encontrados em cultivares de arroz
irrigado em 350 amostras analisadas no estado do Rio Grande do Sul, safras de

1993 a 1998, detectando também os patdgenos, M. albescens (18,0%), Alternaria
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sp. (6,3%), C. lunata, (4,9%), B. oryzae (2,6%) (FRANCO et al., 2001). Em outro
estudo também no Rio Grande do Sul, nas regides de Cachoeirinha, Cachoeira do
Sul, Camaqud, Rosério do Sul, Pelotas e Uruguaiana, em 162 lotes de arroz, na
safra 2005/06, foram detectados os fungos Alternaria sp. (9,61%), Bipolaris sp.
(9,30%), Gerlachia sp. (4,99%) e Curvularia sp. (3,81%) (FARIAS et al., 2007).

Figura 1 — Reverso de uma placa de Petri mostrando a formac&o e a coloragéo de
colonias do fungo Microdochium albescens a partir de sementes de arroz
irrigado plaqueadas em meio de cultura contendo batata-sacarose-agar,
Lages 2018.

Fonte: Producao do préprio autor (2018).
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Tabela 1 - Incidéncia média de fungos associados a sementes de cultivares de arroz
irrigado produzidas na regido do Alto Vale do lItajai, Estado de Santa
Catarina. Lages, 2018.

N° Incidéncia (%)
Cultivar
Lotes Mic Alt Cur Bip Sar Nig Pen Asp Altsp Cer Fus
Safra 2015/ 2016
SCS121 CL 57 619 60 66 73 22 08 11 0,7 0,1 0,2 0,0
SCS116 Satoru 33 723 29 17 16 22 16 13 12 04 03 0,0
SCSBRS Tio Taka 17 56 7,7 57 73 27 30 05 0,7 0,9 04 04
Epagri 109 11 681 20 20 25 39 12 21 23 10 00 0,0
SCS117 CL 11 605 90 39 51 25 14 04 03 05 04 00
SCS118 Marqués 10 572 76 96 33 37 07 18 18 0,0 0,2 0,0
Média (%) 626 58 49 45 28 14 12 1,2 0,5 0,3 01
Safra 2016 / 2017
SCS121 CL 55 530 74 30 2,7 42 09 06 10 0,7 12 0,1
SCS116 Satoru 33 506 91 24 28 27 0,7 13 19 0.9 0,8 0,2
Epagri 109 31 455 11,3 30 32 39 06 08 13 15 0,6 0,3
SCSBRS Tio Taka 26 62,7 65 25 34 34 07 05 07 10 05 03
SCS122 Miura 12 431 11,7 56 51 7,1 0,0 1,2 21 23 1,1 0,0
SCS118 Marqués 12 453 93 30 33 48 16 04 08 16 11 0,0
Média (%) 500 92 32 34 43 07 08 13 13 09 02
Safra 2017 / 2018
SCS122 Miura 73 535 72 1,7 16 11 0,6 01 00 03 12 0,0
SCS121 CL 53 516 59 08 33 05 0,8 01 02 04 10 01
Epagri 109 16 446 143 1,7 19 03 0,7 01 00 08 12 0,0
SCS116 Satoru 13 489 89 12 26 03 00 02 04 07 25 01
Primoriso CL 10 577 72 10 09 09 05 02 00 04 28 00
SCSBRS Tio Taka 6 562 45 07 25 22 03 03 00 03 12 0,0
Média (%) 521 80 12 21 09 05 02 01 05 16 0,0
Média Geral (%) 50 77 31 33 27 09 07 09 08 09 01

Mic - Microdochium albescens; Alt - Alternaria padwiicki; Cur - Curvularia sp.; Bip - Bipolaris oryzae;
Sar - Sarocladium oryzae; Nig - Nigrospora oryza; Pen - Penicillium spp.; Asp - Aspergillus flavus;
Altsp - Alternaria sp.; Cer - Cercospora janseana e Fus - Fusarium sp.
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O principal fungo detectado, M. albescens, é o agente causal da escaldadura
ou gueima das folhas na cultura do arroz (SOSBAI, 2018). O fungo foi relatado em
associacdo as sementes de arroz com incidéncia variando de 6 a 31% (média 18%)
(FRANCO et al., 2001) e 1 a 33% (média 4,99%) (FARIAS et al., 2007), de acordo
com as cultivares e safras agricolas avaliadas no estado do Rio Grande do Sul,
porém observa-se que sua incidéncia é inferior aos resultados obtidos neste trabalho
(54,9%) com sementes de arroz irrigado produzidas no estado de Santa Catarina.
Isto pode ter relacdo com o método utilizado para deteccdo do patégeno, pois, nos
trabalhos citados anteriormente utilizou-se o0 método do papel de filtro, e no trabalho
aqui apresentado, o teste de sanidade foi realizado em meio de cultura BSA+A. Os
meios agarizados sao considerados mais eficientes na detecgédo de M. albescens
(MISRA et al., 1994). Em outro estudo comparando quatro métodos para detec¢éo
de M. albescens, o meio BSA foi considerado o segundo mais sensivel para
deteccdo do fungo, sendo que o método do papel filtro foi considerado o menos
sensivel (GUTIERREZ et al.,, 2009). J& em um estudo realizado por Malavolta
(2007), utilizando método de papel filtro nos anos de 2003 e 2004 encontraram uma
elevada incidéncia de M. albescens, 24,6 e 29,8%, respectivamente.

O fungo M. albescens foi o Unico com prevaléncia em 100% dos lotes de
sementes analisados nas trés safras (Tabela 2). Ao analisar a incidéncia média do
fungo em cada cultivar de arroz constatou-se que a maior incidéncia ocorreu na
SCS116 Satoru com 72,3% na safra 2015/16 e a menor incidéncia na SCS122 Miura
com 43,1% na safra 2016/17. Nao ha informacdes sobre reacdo de resisténcia dos
genotipos para o fungo M. albescens na indicacdo técnica do cultivo do arroz
irrigado nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul (SOSBAI, 2018).
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Tabela 2 - Prevaléncia média de fungos associados a sementes de cultivares de arroz
irrigado produzidas na Regido do Alto Vale do lItajai, Estado de Santa
Catarina. Lages, 2021.

N° Prevaléncia (%)
Cultivar
Lotes Mic Alt Cur Bip Sar Nig Pen Asp Altsp Cer Fus
Safra 2015 /2016
SCS121 CL 57 100 84,7 66,7 39,4 63,2 36,4 333 485 21,2 91 0,0
SCS116 Satoru 33 100 100 70,6 76,5 57,6 64,7 294 235 17,7 17,7 0,0
SCSBRS Tio Taka 17 100 100 90,9 455 64,7 546 36,4 9,1 18,2 182 04
Epagri 109 11 100 36,4 455 54,6 818 27,3 546 636 273 91 0,0
SCS117 CL 11 100 89,5 895 77,2 72,7 26,3 456 22,8 88 140 0,0
SCS118 Marqués 10 100 90,0 100 50,0 70,0 40,0 50,0 40,0 0,0 10,0 0,0
Média (%) 100 834 77,2 57,2 68,3 416 416 34,6 155 130 0,1
Safra 2016 / 2017
SCS121 CL 55 100 89,1 80,0 63,6 63,6 236 27,3 364 32,7 40,0 3,6
SCS116 Satoru 33 100 90,9 69,7 60,6 455 21,2 485 424 364 212 6,1
Epagri 109 31 100 92,3 69,2 53,8 38,5 19,2 219 19,2 46,2 346 7,7
SCSBRS Tio Taka 26 100 96,8 77,4 67,7 58,1 16,1 32,3 452 548 323 97
SCS122 Miura 12 100 100 91,7 100 91,7 0,0 583 50,0 750 333 16,7
SCS118 Marqués 12 100 100 91,7 75,0 50,0 50,0 16,2 25,0 50,0 250 16,7
Média (%) 100 94,8 79,9 70,1 579 21,7 34,1 364 492 31,1 101
Safra 2017 / 2018
SCS122 Miura 73 100 86,8 26,4 66,0 189 226 5,7 7,6 189 32,1 57
SCS121 CL 53 100 100 53,1 69,2 154 23,1 154 154 30,8 53,8 0,0
Epagri 109 16 100 100 16,6 50,0 0,0 16,7 16,7 0,0 16,7 50,0 0,0
SCS116 Satoru 13 100 93,7 50,0 56,3 12,5 188 6,3 0,0 31,3 50,0 0,0
Primoriso CL 10 100 91,8 575 452 343 123 69 14 109 493 27
SCSBRS Tio Taka 6 100 90,0 50,0 30,0 50,0 0,0 10,0 0,0 20,0 90,0 0,0
Média (%) 100 93,7 42,3 528 219 156 10,2 41 214 542 14
Média Geral (%) 100 90,6 66,5 59,9 49,4 26,3 28,6 250 28,7 328 11,6

Mic - Microdochium albescens; Alt - Alternaria padwiicki; Cur - Curvularia sp.; Bip - Bipolaris oryzae;
Sar - Sarocladium oryzae; Nig - Nigrospora oryza; Pen - Penicillium spp.; Asp - Aspergillus flavus;
Altsp - Alternaria sp.; Cer - Cercospora janseana e Fus - Fusarium sp.
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O patégeno A. padwickii, incluido no grupo dos causadores de manchas nos
graos, obteve valores de incidéncia média nas trés safras de 7,7% e prevaléncia de
90,6%. A cultivar Epagri 109 foi quem apresentou a menor incidéncia (2,0%) na
safra 2015/16 e também a maior (14,3%) na safra 2017/18. Segundo Ou (1972), o
fungo A. padwickii € detectado em sementes de arroz em diversos paises, incluindo
o Brasil, e mais especificamente no estado do Rio Grande do Sul (RIBEIRO, 1989).
Franco et al. (2001), avaliando a sanidade de sementes de arroz no Rio Grande do
Sul verificaram que a incidéncia de Alternaria sp. variou de 0,4% até 20,6%, porém
0s autores ndo denominaram a espécie de Alternaria. Malavolta (2007), nos anos de
2003 e 2004 no municipio de Taubaté, em condicBes de cultivo irrigado por
inundacédo detectou incidéncia média de A. padwickii de 8,2 e 1,6% nos respectivos
anos. Em outro estudo realizado com 388 lotes de sementes de arroz no Egito,
india, Coréia, Nepal e Tailandia, constatou-se a presenca de sementes infectadas
com Trichoconis padwickii (Sin. A. padwickii) em 282 lotes (MATHUR et al., 1972).

O fungo B. oryzae apresentou maior incidéncia média na cultivar SCS121 CL /
SCSBRS Tio Taka (7,3%) na safra 2015/16, e menor valor médio na cultivar
Primoriso CL (0,9%) na safra 2017/18 (Tabela 1). Entretanto a maior prevaléncia
(100%) foi na safra 2016/17 para cultivar SCS122 Miura, e menor (30%) para cultivar
SCSBRS Tio Taka na safra 2017/18 (Tabela 2). Em um estudo realizado por
Malavolta (2007), em testes de sanidade de sementes no cultivo inundado obteve
uma alta incidéncia (13,6%) de B. oryzae nas sementes, superior ao encontrado
neste estudo.

O fungo Curvularia sp. obteve o menor valor de incidéncia meédia (0,7%) na
cultivar SCSBRS Tio Taka na safra 2017/18 e o maior valor (9,6%) na cultivar
SCS118 Marqués na safra 2015/16 (Tabela 1). A cultivar com maior prevaléncia
(100%) foi SCS118 Marqués na safra 2015/16 e com menor (16,6%) a Epagri 109 na
safra 2017/18 (Tabela 2). Nao foi possivel identificar a espécie de Curvularia uma
vez que nao foi realizada a caracterizacdo morfologica e molecular. Espécies de
Curvularia podem ser detectadas em sementes de arroz, entre elas: C. eragrostidis
(P. Henn) e C. lunata, como agentes de descoloracéo, leséo e, ou, deformagéo de
graos (LIMA & FURTADO, 2007). Em outro estudo realizado com 377 lotes de
sementes de arroz do Egito, Gana, india, Ird, Jap&o, Nepal, Nigéria, Holanda,

Filipinas, Portugal, Tailandia e Paquistdo Ocidental, foram encontrados 12 diferentes
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espécies de Curvularia, sendo: C. eragrostidis, C. intermeria, C. sidiquii, C. oryzae,
C. lunata, C. pallescens, C. trifolii, C. clavata, C. geniculata, C. inaequalis, C.
uncinata e C. cymbopogonis (BENOIT & MATHUR, 1970).

Além destes quatros principais patdogenos detectados no teste de sanidade de
sementes outros fungos também foram identificados, com incidéncias médias mais
baixas nas trés safras, como: S. oryzae (2,7%), Nigrospora oryzae (0,9%),
Penicillium spp. (0,7%), Aspergillus flavus (0,9%), Alternaria sp. (0,8%), C. janseana
(0,9%) e Fusarium sp. (0,1%) (Tabela 1). Esses fungos em sementes de arroz
irrigado também foram encontrados em outros trabalhos no estado do Rio Grande
do Sul (FRANCO et al., 2001; FARIAS et al., 2007). No presente estudo o niumero
de amostras por cultivares nao foi uniforme, o que gerou um coeficiente de variagao
elevado, mesmo apds homogeneizacdo da amostra, ndo permitindo revelar
diferencas de incidéncia para as cultivares. Respostas semelhantes foram obtidas
por Soave et al. (1997) ao estudarem o comportamento de cultivares de arroz em
relacdo aos fungos causadores de manchas em sementes, e por Farias et al.,
(2007), ao estudarem incidéncia de fungos associados a sementes de arroz em seis
regides produtoras do Rio Grande do Sul.

Mesmo sendo considerado o agente causal da principal doenca do arroz
irrigado (SOSBAI, 2018), P. oryzae nao foi detectada na patologia de sementes, iSso
pode ser explicado pelo fato de que a maioria dos cultivares recomendados para o
estado de Santa Catarina apresenta no minimo resisténcia moderada ao patégeno
(SOSBAI, 2018). O fungo também néo foi detectado por Farias et al., (2007), ao
analisar 162 amostras, sendo detectado por Franco et al. (2001) em baixa incidéncia
com 0,04% em um estudo realizado com 350 amostras de sementes de arroz,
ambos no estado do Rio Grande do Sul.

Este foi o primeiro levantamento de fungos associados a sementes de arroz
irrigado no sistema de cultivo pré-germinado realizado em Santa Catarina, servindo
como base para futuros trabalhos relacionados a importancia de transmissao,

germinacao, vigor, resisténcia genética e tratamento de sementes.
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2.6 CONCLUSOES

Os fungos detectados com maior incidéncia em sementes de arroz irrigado na
Regido do Alto Vale do Itajai sdo M. albescens, A. padwikii, B. oryzae e Curvularia
sp.

Microdochium albescens € o principal fungo detectado em sementes de arroz

irrigado produzidas na Regido do Alto Vale do Itajai com prevaléncia de 100%.
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3 CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ISOLADOS DE
Microdochium albescens ORIUNDOS DE LAVOURA DE ARROZ IRRIGADO
PRODUZIDAS NO ALTO VALE DO ITAJAI

3.1 RESUMO

A caracterizacdo molecular € de suma importancia para a definicho de uma
determinada espécie. O objetivo deste estudo foi realizar a caracterizacdo molecular
de isolados de Microdochium albescens obtidos de sementes de arroz de lavouras
do Alto Vale do Itajai, SC. A obtencdo do fungo de sementes de diferentes
cultivares, lotes e locais de producéo foi feita pelo teste de sanidade de sementes
em meio de cultura batata-sacarose-agar + antibiotico (BSA+A). Foram obtidos 16
isolados do fungo. O DNA gendmico foi extraido de coldnias crescendo em meio
BSA utilizando o kit de purificagcdo de DNA gen6mico Wizard®. Foram andlisadas as
regides ITS, BTUB e RPB2. Pesquisas megablast foram realizadas no National
Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias foram alinhadas usando
as configuracdes padréo e ajustadas manualmente no softwer MEGA X. 10.2.6. Para
as trés regides (BTU, ITS e RPB2) a historia evolutiva foi inferida usando o método
de acordo com a regido. As arvores iniciais para a busca heuristica foram obtidas
automaticamente pela aplicacéo dos algoritmos Neighbour-Join e BioNJ. As andlises
evolutivas foram conduzidas no MEGA X. 10.2.6. O suporte nodal foi avaliado por
analise de bootstrap de 1000 réplicas. Valores de bootstrap iguais ou superiores a
70% foram considerados significativos. De acordo com as analises moleculares os
16 isolados deste trabalho 127AVISC, I30AVISC, I139AVISC, 1450AVISC, I850AVISC,
[433AVISC, 1437AVISC, 141AVISC, I8AVISC, I9AVISC, I806AVISC, I115AVISC,
[420AVISC, I63AVISC, I5S6AVISC sao da espécie M. albescens.

Palavras chaves: Semente de Arroz, Microdochium albescens, Isolados, Alto Vale

do Itajai.
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3.2 ABSTRACT

Molecular characterization is of paramount importance for the definition of a
particular species. The aim of this study was to carry out the molecular
characterization of Microdochium albescens isolates obtained from rice seeds from
crops in Alto Vale do Itajai, SC. Obtaining the fungus from seeds of different
cultivars, lots and places of production was performed using the seed health test in
potato-sucrose-agar + antibiotic (PSA+A) culture medium. Were obtained 16 isolates
of the fungus. Genomic DNA was extracted from colonies growing in PSA medium
using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit. The ITS, BTUB and RPB2 regions
were analyzed. Megablast surveys were conducted at the National Center for
Biotechnology Information (NCBI). The sequences were aligned using default
settings and manually adjusted in the MEGA X softwer. 10.2.6. For the three regions
(BTU, ITS and RPB2) the evolutionary history was inferred using the method
according to region. The initial trees for the heuristic search were obtained
automatically by applying the Neighbour-Join and BioNJ algorithms. Evolutionary
analyzes were conducted in MEGA X. 10.2.6. Nodal support was evaluated by
bootstrap analysis of 1000 replicas. Bootstrap values equal to or greater than 70%
were considered significant. According to the molecular analysis, the 16 isolates of
this work 127AVISC, 130AVISC, I39AVISC, 1450AVISC, I850AVISC, 1433AVISC,
1437AVISC, 141AVISC, I8AVISC, I9AVISC, I806AVISC, I15AVISC, 1420AVISC,
I63AVISC, I5S6AVISC are of the species M. albescens.

Keywords: Molecular, Regions, Isolates, Primers, DNA, Fungi.

3.3 INTRODUCAO

O género Microdochium inclui cerca de 20 espécies, mas apenas algumas
delas sdo bem conhecidas e tém sido estudadas (SEIFERT et al., 2011). Segundo
Hernandez-Restrepo, et al., (2016) houve seis novas combinacbes em
Microdochium como M. albescens, M. consociatum, M. fusariisporum, M. maydis, M.

opuntiae e M. stevensonii.
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Monographella por muitos anos foi considerada a forma sexual de
Microdochium. No entanto, com a implementacao da nova nomenclatura foi mantido
Microdochium, pois 0 mesmo tem mais espécie, € mais comumente encontrado, e 0
nome €& mais frequentemente usado na literatura. Desta forma com a nova
nomenclatura utiliza-se Microdochium albescens (Hernandez-Restrepo, et al., 2016).

Estudos anteriores  conectaram  Microdochium com a familia
Amphisphaeriaceae (Parkinson et al. 1981, Samuels & Hallet 1983, VonArx 1984,
Jaklitsch & Voglmayr 2012). No entanto em um estudo realizado por Hernandez-
Restrepo, et al., (2016) Microdochium formou um clado separado em Xylariales
distinto de outras familias. Com base nesses resultados de analises filogenéticas,
Microdochium correspondem a uma nova familia introduzida como Microdochiaceae.

Toda via faz-se necessario a identificacdo correta da espécie. Desta forma a
caracterizacdo morfolégica € Uutil, porém apresenta limitacdes devido ao baixo
namero de caracteres passiveis de serem analisados, da alta instabilidade e da
dependéncia da composi¢cdo do meio utilizado, das condigbes de incubacéo e das
variacfes intrinsecas ao patdogeno (FUNGARO, 2000). Contudo a caracterizacéo
molecular é outra forma de classificacdo taxondmica que permite conhecer uma
determinada espécie (MICHELMORE et al., 1991; LOPES et al., 2002).

Técnicas moleculares desenvolvidas a partir da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) como o sequenciamento de DNA, tém sido ferramentas Uteis na
identificacdo de varios organismos, dentre eles os fungos. Entre os marcadores
moleculares utilizados para este propdésito destaca-se o sequenciamento da regiao
ITS (Internal Transcribed Spacer). Essa regido € altamente conservada
intraespecificamente, mas variavel entre diferentes espécies, 0 que possibilita a
distincdo ao nivel especifico (Fungaro, 2000).

Apesar do uso frequente da regido ITS-rDNA para identificagdo molecular de
fungos, o uso individual dessa regido nem sempre distingue suficientemente
espécies fungicas de niveis taxondmicos mais elevados, devido as limitacées, como
dificuldades no alinhamento de sequéncias (AVIS et al., 2006; KISS, 2012;
LINDNER et al., 2013). Dessa forma, regides génicas mais conservadas,

codificadoras de proteinas, também devem ser consideradas (GLASS et al., 2013).
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O gene que codifica a segunda maior subunidade proteica da RNA
polimerase Il (RPB2) é considerado um marcador alternativo adequado para estudos
filogenéticos de fungos que apresentam niveis taxondmicos mais elevados. E um
gene bastante conservado, apresenta coOpia Unica em fungos, fragmentos de
tamanho grande, sequéncias de nucleotideos facilmente alinhaveis e taxa de
evolucdo conveniente para estudos filogenéticos mais aprofundados (MATHENY,
2005; VETROVSKY et al., 2016).

O gene da B-tubulina esta entre os mais proeminentes genes utilizados para o
diagnéstico fungico. Contudo, os bancos de dados para sequéncias desse gene ndo
sdo tdo abundantes quanto do DNA ribossomal (BRUNNER et al., 2007). Os genes
para B-tubulina estdo recebendo maior atencdo na investigacdo de relacdes
evolutivas, pois as tubulinas apresentam um alto grau de conservagdo em nivel de
aminoacidos e nucleotideos, porém um alto grau de variabilidade nas regides
intrénicas (EINAX & VOIGT, 2003; LOPPNAU & BREUIL, 2003).

O objetivo deste estudo foi caracterizar molecularmente isolados de M.
albescens oriundos de lavouras sementeiras de arroz irrigado produzidas no Alto
Vale do Itajai, SC.

3.4 MATERIAL E METODOS

Obtencéo dos Isolados

Os isolados usados neste estudo foram obtidos de sementes de arroz irrigado
produzidas na Regido do Alto Vale do Itajai. Foram obtidos quatro isolados de cada
variedade (SCSBRS Tio Taka, EPAGRI 109, SCS116 Satoru e SCS121 CL), sendo
dois isolados para cada municipio (Agronémica e Pouso Redondo) totalizando 16
isolados: [127AVISC, 130AVISC, I39AVISC, 1450AVISC, I850AVISC, 1433AVISC,
1437AVISC, 141AVISC, I8AVISC, I19AVISC, I806AVISC, I15AVISC, [420AVISC,
I63AVISC, I56AVISC e I53AVISC. Para a deteccdo do patégeno as sementes de
cada cultivar, lote e local de producdo foram desinfestadas com solucdo de
hipoclorito de sodio (1%) durante dois minutos, com posterior enxague com agua
destilada e estéril colocando em meio de cultura batata-sacarose-agar + antibiético
(BSA+A) e incubadas a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas por 10 dias.
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Isolamento, amplificacéo e analises de DNA

O DNA gendmico foi extraido de colonias de fungos crescendo em meio BSA
utilizando o kit de purificacdo de DNA gendmico Wizard® (Promega, Madison, EUA),
de acordo com os protocolos do fabricante. A Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) para amplificacdo de cada regido foi realizada separadamente. Para a analise
da regido Internal Transcribed Spacer (ITS) foram utilizados os primers ITS4 (5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’)
(WHITE et al., 1990) para amplificar a regido contendo ITS1, 5 £ 8S e sequéncias
ITS2 entre o rDNA 18S e 28S. Parte da B-tubulina regido do gene (BTUB) foi
amplificada e sequenciada usando 0S primers Btub526F (5'-
CGAGCGYATGAGYGTYTACTT-3) e Btub1332R (5-TCATGTTCTTGGGGTCGAA-
3) (QEWELL & HSIANG 2013), e os primers RPB150F (5-
CTGGGGWGATCARAAGAAGG-3') (JEWELL & HSIANG 2013) e fRPB2-7Cr (5-
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3’) (LIU et al. 1999) foram usados para a segunda
maior RNA polimerase Il gene da subunidade (RPB2).

As condi¢cdes de amplificacdo para ITS seguiram Crous et al. (2013) e para
BTUB e RPB2 Jewell & Hsiang (2013). Pesquisas megablast foram realizadas
comparando com as sequéncias de nucleotideos do banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) para identificar as sequéncias
correspondentes mais proximas. As sequéncias foram alinhadas usando as
configuracbes padrdo e ajustadas manualmente em MEGA X. 10.2.6. (KUMAR,
2018). Para as trés regides (BTU, ITS e RPB2) a histdria evolutiva foi inferida
usando o método de méaxima verossimilhanca e o0 modelo Tamura 3-paramenter
(TAMURA, 1992) (BTU e RPB2), e Kimura de 2 parametros (KIMURA, 1980) (ITS).

As arvores iniciais para a busca heuristica foram obtidas automaticamente
pela aplicacdo dos algoritmos Neighbour-Join e BioNJ a uma matriz de distancias
pareadas estimadas usando o modelo Tamura 3-paramenter (BTU e RPB2) e
abordagem de maxima verossimilhanca composta (ITS). Em seguida foi selecionado
a topologia com valor log de verossimilhanca superior. Uma distribuicio Gama

discreta foi usada para modelar as diferencas de taxa evolutiva entre os locais (5



42

categorias (+ G, parametro = 0,0838)) (BTU e RPB2) e (+ G, parametro = 1,3152))
(ITS). Esta andlise envolveu 25 (BTU) e 32 (ITS e RPB2) sequéncias de
nucleotideos. Havia um total de 827 (BTU), 633 (ITS) e 1005 (RPB2) posi¢cdes no
conjunto de dados final. As analises evolutivas foram conduzidas no MEGA X.
10.2.6. (KUMAR, 2018). O suporte nodal foi avaliado por analise de bootstrap de
1000 réplicas. Valores de bootstrap iguais ou superiores a 70% foram considerados

significativos.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, as sequéncias de nucleotideos de trés regides gendmicas
foram usadas para explorar as diferencas entre espécies. As duas regifes de
codificagdo de proteinas examinadas (B-tubulina e RPB2) formaram clados
separados com forte suporte de bootstrap para a espécie M. albescens nos isolados
deste estudo (Figura 3, 7). Para a regido ITS também houve o agrupamento de um
clado separado, no entanto com suporte de bootstrap inferior a B-tubulina e RPB2
para os mesmos isolados (Figura 5).

Houve a amplificacdo dos 16 isolados para as trés regides BTU, ITS e RPB2
(Figura 2). Observa-se que foi gerado um fragmento em média de 500 pb para a
regido BTU, 550 pb para ITS e 750 pb para RPB2. Em um estudo realizado por
Hernandez-Restrepo, et al., (2016) o isolado M. albescens strain CBS 243.83 gerou
um fragmento com 552 pb para regido da BTU, o isolado M. albescens strain CBS
290.79 gerou um fragmento com 567 pb para regido ITS e o isolado M. albescens

strain CBS 291.79 gerou um fragmento com 810 pb para a regido RPB2.
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Figura 2 - Resultado da anélise de eletroforese para deteccdo molecular dos
isolados de Microdochium albescens referente as regides BTUB, ITS e
RPB2. Lages, SC, 2020.
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Fonte: Producédo do préprio autor (2019).

A faixa 1 corresponde ao marcador de peso molecular de 100 bp. A faixa 2 é o controle que ndo tem
DNA molde. As faixas 4 a 19 sdo isolados de M. albescens 127AVISC, I30AVISC, I39AVISC,
1450AVISC, I850AVISC, [433AVISC, 1437AVISC, 141AVISC, I8AVISC, I[9AVISC, I806AVISC,
I15AVISC, 1420AVISC, 163AVISC, I56AVISC e I53AVISC, respectivamente. A faixa 3 contém isolado
de M. albescens.

Na figura 3 sdo mostrados os agrupamentos dos isolados referente a regiao
BTU. Observa-se o agrupamento em um clado formado pelos isolados 127AVISC,
I30AVISC, I39AVISC, 1450AVISC, I1850AVISC, 1433AVISC, 1437AVISC, 141AVISC,
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IBAVISC, 19AVISC, I806AVISC, I15AVISC, 1420AVISC, I63AVISC, I56AVISC e

I53AVISC juntamente com o isolado Microdochium albescens Strain CB2290.79

KP859078 originario da Costa do Marfim com forte suporte de bootstrap (96%).
Observa-se que M. seminicola, M. sorghi, M. novae-zelandae, M. bolleyi, M.

majus, M. nivale e M. tainanense agruparam separadamente dos isolados deste
trabalho.

Figura 3 - Arvore filogenética bayesiana inferida a partir dos dados de sequéncia de
DNA da regido BTUB de espécies de Microdochium. Os nomes das
espécies sdo mostrados ao direito da arvore. A arvore foi enraizada com
Microdochium tainanense.
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Fonte: Producao do préprio autor (2019).
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Na figura 4 sdo mostrados os agrupamentos dos isolados referente a regiao
ITS. Observa-se a o agrupamento em um clado formado pelos isolados 127AVISC,
ISB0AVISC, I139AVISC, 1450AVISC, I850AVISC, 1433AVISC, 1437AVISC, 141AVISC,
IBAVISC, I806AVISC, I15AVISC, [1420AVISC, I63AVISC, I56AVISC e I53AVISC
juntamente com os isolados M. albescens Strain CBS 291.79 KP858996, M.
albescens Strain CBS 290.79 KP859014, Monographella albescens AJ132508.1 e
Monographella albescens AJ132505.1 originarios da Africa Ocidental e
Monographella sp. DX-FOR2 KC871045.1 originario da China com suporte de
bootstrap de 83%. O isolado I9AVISC néao esté relacionado na arvore da regiao ITS,
pois, 0 mesmo apresentou qualidade inferior aos demais no sequenciamento.

Na mesma figura observa-se que os isolados Microdochium sp. Isolate G687
ML247945, Monographella sp. 68 FJ228195, M. seminicola strain KAS3157
KP859033.1, M. seminicola strain CBS 122707 KP859011, M. seminicola strain
KAS1512 KP859022, M. seminicola strain MFG60139 MN759670, Monographella
sp. C4 7 ING88923, Microdochium sp. Strain MFG58962 MN759664, Microdochium
sp. KS00012 FJ536210, M. citrinidiscum CBS 109067 NR 155373, M. citrinidiscum
strain CBS 109067 KP859003 e M. sorghi strain ILB 356 MH384910 agruparam

separadamente dos isolados deste trabalho.
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Figura 4 - Arvore filogenética bayesiana inferida a partir dos dados de sequéncia de
DNA da regido ITS de espécies de Microdochium. Os nomes das
espécies sdo mostrados ao direito da arvore. A arvore foi enraizada com
Microdochium sorghi.

Mcrodochium albescens | 39AVISC

Microdochium abescens |L.53AVISC

Microdochium abescens |L5GAVISC
Microdochium albescens LE3AVISC
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Microdochium albescens | 850AVISC
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Microdochium aibescens 1 30AVISC
Mcrodochium albescens | BOSAVISEC
Moncgrapheta sp. DX-FOR2 KC371045.1
Microdochium aibescens stran CBS 290.79 KP852014 1
= Microdochium albescens L15SAVISC

Microdochium aibescens stran CBS 291.79 KPS58S66 .1
b Microdochium albescens | 27TAVISC
Monographela albescens AJ132508 1
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b Microdochium sp. strain MFGS8962 MNTS9564
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—

ag%

Fonte: Producédo do préprio autor (2019).

Na figura 5 sdo mostrados os agrupamentos dos isolados referente a regido
RPB2. Observa-se o agrupamento em um clado formado pelos isolados 127AVISC,
I30AVISC, I39AVISC, 1450AVISC, 1850AVISC, 1433AVISC, 1437AVISC, 141AVISC,
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IBAVISC, I806AVISC, I15AVISC, I420AVISC, 163AVISC, I56AVISC e I53AVISC
juntamente com os isolados M. albescens CBS 291.79 KP859105.1 e M. albescens
CBS 290.79 KP859123.1 originarios da Africa Ocidental e M. albescens CBS 243.83
KP859103.1 originario de um pais desconhecido com suporte de bootstrap de 99%.
Na mesma figura observa-se que os isolados M. seminicola KAS1518
KP859135.1, M. seminicola CBS 122706 KP859116.1, M. seminicola KAS1516
KP859134.1, M. seminicola KAS3156 KP859141.1, M. seminicola KAS1473
KP859128.1, M. poae LIM1192 MH740911.1, M. poae LIM985 MH740905.1, M.
colombiense CBS 624.94 KP859108.1, M. bolleyi partial LT990643.1, M. bolleyi
07019 JX280562.1, M. citrinidiscum CBS 109067 KP859112.1 e M. sorghi CBS 691
96 KP859109.1 agruparam separadamente dos isolados deste trabalho, ou seja, de

M. albescens.
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Figura 5 - Arvore filogenética bayesiana inferida a partir dos dados de sequéncia de
DNA da regido RPB2 de espécies de Microdochium. Os nomes das
espécies sdo mostrados ao direito da arvore. A arvore foi enraizada com
Microdochium sorghi.
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Fonte: Producao do préprio autor (2019).

M

.
M.

M.
M.

Microdochium albescens |L56AVISC
Microdochium albescens |.8AVISC
M.

seminicola KAS1518 KF859135.1
seminicola CBS 122706 KP859116.1
seminicola KAS1516 KP859134 1
seminicola KAS3156 KP859141.1

poae LIM11892 MHT40911 .1

poae LIMOBS MHT408051
colombiense CBS 624 94 KPS59108 1
bolleyi CBS 540,92 KP859118.1

bolley partial LT990643 1

bolley 07019 JX280562 1

citrinidiscurn CBS 109067 KP859112.1
sorghi CBS 69196 KPB59109.1

Todos os isolados presentes nas trés arvores sao do mesmo género, contudo

sao de espécies diferentes formando agrupamentos separados.

Os resultados deste estudo corroboram com o estudo feito por Hernandez-

Restrepo, et al., (2016) com diferentes isolados de Microdochium, onde a espécie de

M. albescens formou um clado separado das demais espécies.
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3.6 CONCLUSOES

Os isolados de Microdochium 127AVISC, 130AVISC, I139AVISC, 1450AVISC,
IB50AVISC, 1433AVISC, 1437AVISC, I141AVISC, I8AVISC, I9AVISC, I806AVISC,
I15AVISC, 1420AVISC, I63AVISC, I5S6AVISC oriundos de sementes de arroz irrigado
produzidas na Regido do Alto Vale do Itajai, Santa Catarina, sdo da espécie M.

albescens.
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4 CAPITULO 3 - VIABILIDADE E LOCALIZACAO DE Microdochium albescens
EM SEMENTES DE ARROZ IRRIGADO PRODUZIDAS NO SISTEMA DE
CULTIVO PRE-GERMINADO

4.1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi quantificar a viabilidade de Microdochium albescens em
sementes de arroz irrigado armazenadas durante o periodo da entressafra no estado
de Santa Catarina e quantificar a sua incidéncia nas estruturas das sementes.
Sementes de arroz irrigado das cultivares SCS122 Miura e SCS121 CL,
armazenadas durante o periodo da entressafra 2018/19, em sacos de polipropileno
em unidade de beneficiamento de sementes, foram mensalmente coletadas e
enviadas para laboratorio para teste de sanidade. Para cada cultivar foram
analisados oito lotes de sementes, 400 sementes por lote, desinfestadas em
hipoclorito de sédio (1%), semeadas em meio de cultura de batata-sacarose-agar +
antibiotico (BSA+A) e incubadas por sete dias a 25°C e 12 h de fotoperiodo. Os
dados de incidéncia do fungo em funcdo do tempo de armazenamento foram
submetidos a analise de regressdo. A determinacdo da localizacdo do fungo nas
sementes foi quantificada em duas amostras de 400 sementes das mesmas
cultivares, separando-se lema, palea, endosperma e embrido, com posterior
desinfestacdo e plagueamento em meio de cultura. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo de médias. O fungo M.
albescens apresentou durante 10 meses de armazenamento das sementes
viabilidade de 77,8%, considerando a média das duas cultivares. Nao houve
diferenca estatistica entre cultivares considerando a localizacdo do fungo na
semente, entretanto, houve diferenca entre estruturas da semente, sendo na média
48% de deteccdo na lema, 43,7% na palea, 24,7% no endosperma 24,7% e 20,7%
no embrido. O fungo M. albescens mantém a viabilidade infectando sementes de
arroz irrigado durante o periodo de entressafra e o micélio é detectado com maior

incidéncia nos tecidos externos da cariopse.

Palavras-chave: Viabilidade, incidéncia, localizacédo, sementes, M. albescens.
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4.2 ABSTRACT

The aim of this work was to quantify the viability of M. albescens in irrigated rice
seeds stored during the off-season in the state of Santa Catarina and to quantify its
incidence in the seed structures. Irrigated rice seeds from cultivars SCS122 Miura
and SCS121 CL, stored during the off-season 2018/19, in polypropylene bags in a
Seed Processing Unit, were collected monthly and sent to the laboratory for health
testing. For each cultivar, eight seed lots, 400 seeds per lot, were disinfected in
sodium hypochlorite (1%), sown in potato-sucrose-agar + antibiotic culture medium
(BSA + A) and incubated for seven days at 25°C and 12 h of photoperiod. Data on
the incidence of the fungus as a function of storage time were subjected to
regression analysis. The determination of the location of the fungus in the seeds was
quantified in two samples of 400 seeds of the same cultivars, separating the lemma,
pale, endosperm and embryo, with subsequent disinfestation and plating in culture
medium. The data obtained were subjected to analysis of variance and means
comparison test. The fungus M. albescens showed 77.8% viability for 10 months of
seed storage, considering the average of the two cultivars. There was no statistical
difference between cultivars considering the location of the fungus in the seed,
however, there was a difference between seed structures, with an average of 48%
detection in the lemma, 43.7% in the palea, 24.7% in the endosperm 24.7% and
20.7% in the embryo. The fungus M. albescens maintains viability infecting irrigated
rice seeds during the off-season period and the mycelium is detected with greater

incidence in the external tissues of the caryopsis.

Keywords: Viability, incidence, location, seeds, M. albescens.

4.3 INTRODUCAO

A ocorréncia de doencas restringe a producdo de graos e sementes de arroz.
Em Santa Catarina, brusone (Pyricularia oryzae Cav.) ainda € considerada a

principal doenca, no entanto, h& relatos crescentes da intensidade de escaldadura
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das folhas (Microdochium albescens Hern. Restr. & Crous) (MIURA, 2002; SOSBAI,
2018). A planta de arroz em alguma fase de desenvolvimento esta sujeita a infeccao
de patdgenos que reduzem tanto a qualidade como a quantidade de gréaos.

Dentre alguns danos diretos, ocasionados pelas doencas no arroz, tem-se a
reducdo do estande de plantas, reducdo geral na eficiéncia produtiva das plantas,
graos manchados e menor nimero e/ou tamanho de gréo (MIURA, 2002).

Microdochium albescens infecta folhas e bainhas, porém a infeccdo de
sementes também é importante porque reduz a germinacao de sementes e vigor das
plantulas (SINGH e GUPTA, 1985). Sob condi¢cdes ambientais M. albescens pode
sobreviver de trés a 18 meses em sementes de arroz armazenadas (MIA et al.,
1987; SINGH e GUPTA, 1986), entretanto pode sobreviver até 11 anos a
temperatura de 5 °C (MIA et al. al., 1985). Todas as partes da semente de arroz séo
locais de infeccdo para M. albescens (KIM et al., 1984; Mia et al., 1986), porém a
localizacéo precisa do patdgeno na semente pode ajudar a determinar a eficacia dos
tratamentos de sementes (FAIAD et al., 1993).

O objetivo deste trabalho foi quantificar a viabilidade de M. albescens em
sementes de arroz irrigado armazenadas durante o periodo da entressafra no estado

de Santa Catarina e quantificar a sua incidéncia nas estruturas das sementes.

4.4 MATERIAL E METODOS

Experimento | - Incidéncia e viabilidade de M. albescens em sementes de arroz

irrigado.

Embora as sementes de arroz irrigado figuem armazenadas por um periodo
médio de sete meses na entressafra, esse estudo foi conduzido por nove meses
desde marco a novembro de 2018. Foram utilizados oito lotes das sementes de
arroz irrigado das cultivares SCS122 Miura (7/8/12/14) e SCS121 CL
(404/407/408/410) infectadas naturalmente pelo fungo M. albescens provenientes da
Cooperativa CRAVIL, unidade Rio do Sul/SC.

As amostras de sementes ndo apresentavam tratamento quimico e estavam
armazenadas em sacos de polipropileno com capacidade de 25 kg, suportada por
paletes, no interior de armazéns de alvenaria com controle parcial de temperatura,

umidade do ar e ventilagao natural. A coleta e homogeneizagédo das amostras seguiu
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as exigéncias indicadas pelas Regras de Analises de Sementes (RAS) (BRASIL,
2009). Amostras de quatrocentas sementes das diferentes cultivares foram
desinfestadas em solucédo de hipoclorito de sédio 1% + agua esterilizada, lavadas
em agua estéril e secas sobre papel filtro. As sementes foram semeadas em placas
de acrilico contendo meio de cultura batata-sacarose-agar + antibiotico (BSA+A)
com quatro repeticdes de 100 sementes por amostra totalizando 400 sementes por
tratamento. As sementes foram mantidas em camara de crescimento na temperatura
de 25+2°C e fotoperiodo de 12 horas por sete dias.

A identificacdo das sementes infectadas por M. albescens foi realizada com
lupa estereoscoOpica (aumento de 40x) e quando necessario pela montagem de
laminas para visualizacdo das estruturas reprodutivas do patdgeno em microscopio
otico. A viabilidade de M. albescens foi avaliada a cada 30 dias durante 0os nove
meses de armazenamento.

Os dados da incidéncia de M. albescens em sementes foram submetidos a
analise de variancia (Tukey, p < 0,05). Os resultados da relagéo entre incidéncia de
M. albescens e tempo de armazenamento foram submetidos a analise de regressao.
A viabilidade do fungo foi calculada utilizando-se regra de trés simples, segundo a

formula;
V (%) = [ix100/1]-100

Considerando que V é a viabilidade do fungo ao final do periodo de
armazenamento, i € a incidéncia inicial e |1 é a incidéncia final do fungo em cada

cultivar e lote.
Experimento Il - Localizagdo do fungo M. albescens na semente

Foram utilizados dois lotes das variedades SCS121 CL e SCS122, onde
foram retiradas 400 sementes por lotes e separados a lema, palea, endosperma e
embrido (Figura 2). Posteriormente as estruturas foram desinfestadas em solugéo de
hipoclorito de sédio 1% + agua esterilizada, lavadas em agua estéril e secas sobre
papel filtro e semeadas em placas de acrilico contendo meio de cultura batata-
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sacarose-agar + antibiotico (BSA+A) com quatro repeticdes de 100 estruturas por

cultivar em um delineamento inteiramente casualizado.

Figura 6 - Detalhe da Lema, Pélea, Endosperma e Embrido separados para
avaliacao da incidéncia de Microdochium albescens, Lages 2018.

Embrido

Fonte: Producao do préprio autor, 2018.

As sementes foram mantidas em camara de crescimento na temperatura de
25+2°C e fotoperiodo de 12 horas por sete dias. A determinacdo das sementes
infectadas por M. albescens foi realizada com lupa estereoscopica (aumento de 40x)
e quando necessario pela montagem de laminas para visualizacdo das estruturas
reprodutivas do patégeno em microscopio Optico. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo de médias (Tukey, p <
0,05).

4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento | - Incidéncia e viabilidade de M. albescens em sementes de arroz

irrigado.
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O fungo M. albescens foi detectado em ambas as cultivares de arroz irrigado
em todas as amostras durante o periodo de entressafra, com significativa reducao
na deteccdo a medida que aumentou o periodo de armazenamento. O fungo
manteve a viabilidade nas sementes de arroz irrigado ao final do armazenamento.

Nas sementes da cultivar SCS121 CL as reducdes da incidéncia média do
inicio ao final do armazenamento foram de 67,5% para 53,5% no lote 404, de 66,0%
para 48,0% no lote 407, de 65,5% para 53,5% no lote 408 e 72,0% para 47,0% no
lote 410. Nas sementes das cultivar SCS122 Miura verificaram-se reducdes de
incidéncia média de 63,0% para 52,0% no lote 7, de 61,5% para 52,0% no lote 8, de
68,5% para 48,0% no lote 12 e 71,0% para 61,0% no lote 14 (Figura 1).

Considerando 100% de viabilidade de M. albescens na primeira avaliagéo, ao
final do armazenamento observou-se viabilidade de 77,8% na média de todos os
lotes e cultivares (Tabela 1). De acordo com Telles Neto et al., (2007) ao armazenar
sementes de trigo durante 12 meses a incidéncia do fungo Fusarium graminearum
pode chegar a zero. Reis et al. (1995) ap6s um periodo de armazenamento de 22
meses nao mais detectaram o fungo Pyricularia grisea Cooke (Sacc.) em duas
cultivares de trigo. Casa et al., (2012) também detectaram a presenca de A.
alternata nas sementes de trigo durante seis meses de armazenamento obtendo
uma reducdo média de 49,5% de viabilidade no final do periodo de armazenamento.
No presente estudo, M. albescens teve uma reducdo na viabilidade de apenas
22,2% durante os nove meses de armazenamento, demonstrando sua grande

importancia na semente.
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Tabela 3 - Viabilidade de Microdochium albescens em sementes de arroz irrigado
durante o armazenamento nas Unidades de Processamento de
Sementes da Cooperativa CRAVIL de Rio do Sul - SC.

Cultivar Lote Incidéncia Incidéncia Viabilidade
Inicial Final Final

......................................... 0D et rteee e
SCS121 CL 404 67.5 53.5 79.3
SCS121 CL 407 66.0 48.0 72.7
SCS121 CL 408 65.5 53.5 81.7
SCS121 CL 410 72.0 47.0 65.3
Média 67.8 50.5 74.7
SCS122 Miura 7 63.0 52.0 82.5
SCS122 Miura 8 61.5 52.0 84.5
SCS122 Miura 12 68.5 48.0 70.1
SCS122 Miura 14 71.0 61.0 85.9
Média 66.0 53.3 80.8
Média geral 66.9 51.9 77.8

Cultivar SCS121 CL: Lote 404y =-1.80x + 70.20 R?2=0.92 / Lote 407 y = -2.80x + 67.93 R2=0.97 /
Lote 408 y = -1.61x + 66.54 R2=0.90 / Lote 410 y = -3.30x + 76.76 R? = 0.98. Cultivar SCS122
Miura: Lote 7 y = 65.05* - 0.04 x* R>= 0.88 / Lote 8 y = 60.19* - 0.04 x* R?= 0.87 / Lote 12y =
73.57*-0.08 x* R2=0.97 / Lote 14y =72.57* - 0.03 x* R?=0.82.

Um estudo, realizado por Sanchez et al., 1979 observou-se a presencga de M.
albescens em sementes de arroz durante dois anos de armazenamento. Em outro
estudo realizado por Mia et al., (1985) indicou sobrevivéncia de M. albescens nas
sementes em até 11 anos quando armazenadas a 5 °C. Segundo Manandhar (1999)
ocorre um declinio na sobrevivéncia de M. albescens ao longo do armazenamento.

Ao analisar as sementes da cultivar SCS121 CL, M. albescens apresentou
74,7% de viabilidade no final do armazenamento enquanto que na cultivar SCS122
Miura o valor foi de 80,8% (Tabela 1). Os resultados mostram que M. albescens
sobrevive infectando sementes de arroz irrigado armazenadas em temperatura
ambiente desde o beneficiamento até o0 momento da semeadura na regido do sul do
pais. A sobrevivéncia de M. albescens em sementes de arroz naturalmente
infectadas diminui em funcdo das condi¢cdes de armazenamento (MIA et al., 1987,
SINGH e GUPTA, 1986).
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Normalmente analises de sanidade de sementes sdo efetuadas préximas da
data de semeadura, o que corresponde no sul do Brasil um tempo aproximado de
seis a oito meses de armazenamento. Considerando este fato espera-se uma
reducdo na incidéncia de M. albescens, entretanto o fungo ainda se mantém viavel.
Uma das maneiras para eliminacdo desse fungo seria através do tratamento de

sementes (TS).

Experimento Il - Localizacdo do fungo M. albescens na semente

Os quatro componentes de sementes das duas cultivares foram infectados
com o fungo M. albescens (Figura 7). Ndo houve diferenca estatistica entre as
cultivares, entretanto houve diferenca entre os componentes. A localizacdo do fungo
€ considerada a mais importante no processo de transmissdo (MAUDE, 1996;
AGARWAL e SINCLAIR, 1997). Em estudo realizado por Singh e Sen Gupta (1981)
o fungo M. albescens foi encontrado apenas em sementes n&do desinfestadas,
indicando apenas sua localizacdo externa. Contudo o fungo encontra-se também
internamente a semente (MIA et al. 1986; MAUDE, 1996).

Quando separou a Lema da pélea (componentes que formam a gluma) ndo
teve diferenca entre si, entretanto as mesmas diferenciaram estatisticamente do
endosperma e embrido. Média de infeccdo na lema foi de 48%, palea 43,7%,
endosperma 24,7% e embrido 20,7%. Resultados encontrados por Manandhar
(1999) relataram média de infeccdo por M. albescens de 5,8% no endosperma, 4,3%
na lema, 2,7% nas glumas basais, 1,8% na palea e 0,9% no embrido. Outro trabalho
realizado por Mia et al.,, (1986) relatou maior frequéncia de infeccdo por M.

albescens nas glumas.



58

Figura 7 - Incidéncia média de Microdochium albescens em lema, palea,
endosperma e embrido de semente de arroz considerando os cultivares
SCS121 CL e SCS122 Miura.
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Fonte: Producédo do préprio autor (2019).

O conhecimento da localizacdo do patdogeno na semente de arroz é de suma
importancia, pois auxiliard em trabalhos futuros relacionados a germinacao, vigor,
transmissao e estratégias de controle, seja ele quimico ou bioldgico.

Este € o primeiro trabalho analisando a viabilidade e a localizagdo de M.
albescens em sementes de arroz irrigado no Brasil, servindo como base para futuros
trabalhos relacionados a importancia de transmissao, germinacgao, vigor, resisténcia
genética e tratamento de sementes.

4.6 CONCLUSOES

As sementes de arroz irrigado mantém a sobrevivéncia e a viabilidade de M.
albescens no periodo de entressafra da cultura no estado de Santa Catarina.

O micélio de M. albescens é detectado com maior incidéncia nos tecidos
externos da cariopse do arroz.
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5 CAPiTULQ 4 - TRANSMISSAO DE Microdochium albescens DE SEMENTES
PARA PLANTULAS DE ARROZ IRRIGADO NO SISTEMA DE CULTIVO PRE-
GERMINADO.

5.1 RESUMO

O fungo Microdochium albescens € um dos principais patdégenos associados a
semente de arroz irrigado no estado de Santa Catarina. O objetivo deste trabalho foi
quantificar a transmissdo de M. albescens de sementes naturalmente infectadas
para coroa, coleoptilo e plumula da plantula em cultivares de arroz irrigado no
sistema pré-germinado. Utilizaram-se sementes das cultivares SCSBRS Tio Taka,
Epagri 109, SCS116 Satoru, SCS118 Marqués, SCS121 CL e SCS122 Miura,
produzidas no Alto Vale do Itajai referentes a safra 2016/17. A semeadura foi
realizada em substrato isento do fungo utilizando quatro lotes de sementes nao
tratadas para cada cultivar. Aos 14 dias apés a semeadura as plantulas foram
cuidadosamente arrancadas destacando-se coroa, coledptilo e primeira folha, ambas
desinfestadas e plaqueados em meio de cultura batata-sacarose-agar + Antibiético
(BSA+A). O fungo M. albescens foi transmitido assintomaticamente numa taxa de
39,3%, 25,8% e 5,4%, respectivamente para coroa, coleoptilo e primeira folha,
considerando a média das cultivares. Comprova-se que M. albescens é transmitido
da semente infectada para plantulas de arroz irrigado.

Palavras-chave: Oryza sativa, semente infectada, taxa de transmissao.

5.2 ABSTRACT

The fungus M. albescens is one of the main pathogens associated with irrigated rice
seed in the state of Santa Catarina. The aim of this work was to quantify the
transmission of M. albescens from naturally infected seeds to crown, coleoptile and
seedling seedling in irrigated rice cultivars in the pre-germinated system. Seeds of
cultivars SCSBRS Tio Taka, Epagri 109, SCS116 Satoru, SCS118 Marqués,
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SCS121 CL and SCS122 Miura, produced in Alto Vale do ltajai for the 2016/17
season were used. Sowing was carried out on a substrate free of the fungus using
four lots of untreated seeds for each cultivar. At 14 days after sowing, the seedlings
were carefully plucked, highlighting the crown, coleoptile and first leaf, both
disinfected and plated in potato-sucrose-agar + antibiotic (BSA+A) culture medium.
The fungus M. albescens was transmitted asymptomatically at a rate of 39.3%,
25.8% and 5.4%, respectively for crown, coleoptile and first leaf, considering the
average of the cultivars. It is proven that M. albescens is transmitted from the

infected seed to irrigated rice seedlings.

Keywords: Oryza sativa, infected seed, transmission rate.

5.3 INTRODUCAO

No Brasil o cultivo do arroz predomina nos estados de Santa Catarina e Rio
Grande do Sul, ambos com producéo estimada em 1,2 e 8,2 milhdes de toneladas,
respectivamente (CONAB, 2021).

As condicbes climaticas que favorecem o cultivo do arroz no sul do Brasil sdo
também propicias a ocorréncia de doencas (SOSBAI, 2018). A associacao de
agentes patogénicos com as sementes € um mecanismo eficiente de disseminacao
do inéculo por longas distancias, podendo ser introduzidos em novas areas de
cultivo constituindo-se em fonte de inéculo primario (MALAVOLTA et al., 2002).

A escaldadura, causada pelo fungo M. albescens tem sido relatada em todas
as regides produtoras de arroz no mundo (FARR et al.,, 2008). As sementes sdo
consideradas fonte de indculo primario (OU, 1985; WEBSTER & GUNNELL, 1992), e
a transmissdo do fungo em cultivo de sequeiro ocorre através de sementes
infectadas provocando descoloracdo nas plantulas (FILIPPE et al.,, 2005;
GUTIERREZ, 2008). A escaldadura reduz o niumero, peso e qualidade fisiol6gica de
sementes (MOURA et al., 2014), causando até 30% de danos no rendimento
(THOMAS, 1984).

Testes de sanidade de sementes de arroz irrigado provenientes de lavouras

catarinenses, realizados no Laboratorio de Fitopatologia da Universidade do Estado
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de Santa Catarina nas safras 2015/16, 2016/17 e 2017/18 revelaram prevaléncia de
100% de M. albescens e incidéncia média superior a 50% (SCHEIDT et al., 2020a).

O aumento da doenca € constante nas lavouras, no entanto, ha poucas
informacdes sobre a epidemiologia desta doenca nas condicfes de sul do Brasil e
especificamente sobre a importancia da semente infectada na introducdo do
patégeno nas lavouras de arroz irrigado no sistema pré-germinado.

O presente estudo teve por objetivo quantificar a transmissao de M. albescens
de sementes naturalmente infectadas para coroa, coleoptilo e primeira folha da

plantula em cultivares de arroz irrigado no sistema pré-germinado.

5.4 MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se sementes das cultivares SCSBRS Tio Taka, Epagri 109,
SCS116 Satoru, SCS118 Marqués, SCS121 CL e SCS122 Miura, produzidas no Alto
Vale do Itajai na safra 2016/17 e fornecidas pela cooperativa Cravil. Varios lotes de
sementes foram submetidos ao teste de sanidade para deteccdo do fungo,
identificando-se quatro lotes por cultivar com infeccdo natural de M. albescens,
sendo dois lotes acima e dois lotes abaixo de 50% de incidéncia, totalizando 24 lotes
de sementes néo tratadas.

As semeaduras foram realizadas em casa de vegetacdo com substrato isento
do fungo na proporcao 3:1, constituido pela mistura de solo e areia grossa. A mistura
foi acondicionada em 48 bandejas de plastico (54,5 cm de comprimento, 37 cm de
largura e 9 cm de altura), sendo alagada 30 dias antes da semeadura. Antes da
semeadura, as sementes foram previamente imersas em agua durante 36 horas,
com posterior retirada e manutencdo das mesmas sobre papel germitest no escuro
por mais 36 horas visando induzir o processo de germinagdo. Decorrido esse
tempo, as sementes se apresentavam no “ponto de agulha”’, que € o estadio
fenoldgico ideal para semeadura no sistema pré-germinado (SOSBAI, 2018). As
sementes pré-germinadas de todos os lotes foram semeadas em uma lamina de
agua de um centimetro, contendo 50 sementes por bandeja. A temperatura da casa
de vegetacdo durante a conducdo do experimento foi de 26 + 2°C. Aos 14 dias apos
a semeadura foram coletadas quatro repeticdes de 25 plantulas por lote de semente.
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As plantulas foram removidas e lavadas em agua corrente para retirada do
substrato sendo encaminhadas ao Laboratorio de Fitopatologia para posterior
andlise. Com o auxilio de um bisturi esterilizado foram removidos de cada plantula, a
coroa, 0 coledptilo e a plumula (Figura 5), ambos desinfestados em solugdo de
hipoclorito de sédio (1%) por dois minutos, seguidos de enxague em agua destilada
estéril e de secagem sobre papel germitest dentro da camara de fluxo laminar. Com
uma pinca flambada as estruturas vegetais foram acondicionadas em placas de Petri
(plasticas), com 8,5 cm de diametro, contendo meio de cultura BSA, acrescido de
antibiotico (sulfato de estreptomicina, 3 g em 100 mL de agua destilada e esteril,
retirando 12 mL para cada litro de meio de BSA). As placas foram incubadas durante
sete dias em camara de crescimento a temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12
horas.

Considerou-se infectado a estrutura vegetal sob o qual foi possivel identificar
a colbnia e/ou estruturas do fungo M. albescens (GROTH, 1992), observadas sob

lupa binocular com aumento de 50 vezes e/ou lamina em microscépio 6ético.

Figura 8 - Detalhe da coroa, coledptilo e plumula separados para avaliacdo da
transmissao de Microdochium albescens, Lages 2018.

=

Coroa Coledptilo  Plumula

Fonte: Producéo do préprio autor (2017).

Os dados obtidos para cada cultivar e lote foram expressos em percentagem
de transmissdo do fungo da semente para cada estrutura em funcdo de sua
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incidéncia na semente e no 6rgdo. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com quatro repetices de 25 estruturas vegetais para cada cultivar e
lote de semente. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias da
taxa de transmissdo de cada estrutura vegetal foram comparadas pelo teste de
Tukey (p<0,05) com o auxilio do Software R (R CORE TEAM, 2017), verséo 3.4.1.

5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia média do fungo M. albescens nos 24 lotes de sementes das seis
cultivares de arroz irrigado foi de 48% (Tabela 1), variando de 32,7% na cultivar
SCS122 Miura a 57,5% na cultivar SCS116 Satoru. Independente da cultivar
avaliada, a taxa de transmissdao foi maior para a coroa, decrescendo
respectivamente para coleoptilo e primeira folna. Na média dos lotes e cultivares
houve transmisséo de 39,3% (0,393:1) para coroa, 25,8% (0,258:1) para o coleoptilo
e 5,4% (0,054:1) para a primeira folha. Considerando cada estrutura vegetal a taxa
de transmisséao variou de 30% a 50% na coroa, de 18,7% a 50% no coledptilo e de
0% a 19,2% na plumula, conforme a cultivar e o lote de semente (Tabela 1).
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Tabela 4 - Incidéncia de Microdochium albescens em sementes e taxa de
transmissdo do fungo da semente para plantulas de cultivares de arroz
irrigado. Lages, SC, 2018.

Lote Cultivar Incidéncia Taxa de Transmissao (%)!
na semente Coroa Coledtilo Plimula
(%)

1 SCSBRS Tio 80

Taka 50,0 21,9 0,0
2 SCSBRS Tio 28

Taka 31,2 17,9 0,0
3 SCSBRS Tio 33

Taka 34,1 18,9 0,0
4 SCSBRS Tio 88

Taka 36,9 19,9 0,0
Média 57,3 38,1la 19,7b 0,0c
5 EPAGRI 109 19 39,5 26,3 13,2
6 EPAGRI 109 73 47,9 29,1 51
7 EPAGRI 109 73 34,2 22,3 51
8 EPAGRI 109 13 48,1 38,5 19,2
Média 44,5 42,4 a 29,1 b 10,7 c
9 SCS116 82

Satoru 41,2 24,4 3,0
10 SCS116 36

Satoru 41,7 24,3 6,9
11 SCS116 25

Satoru 30,0 30,0 50
12 SCS116 87

Satoru 37.4 18,7 57
Média 57,5 37,6 a 24,4 b 52c¢
13 SCS118 86

Marqués 46,5 29,1 0,0
14 SCS118 26

Marqués 43,3 28,8 0,0
15 SCS118 28

Marqués 35,7 26,8 0,0
16 SCS118 85

Marqués 35,3 20,6 0,0
Média 56,3 40,2 a 26,3 b 0,0c
17 SCS121 CL 18 34,7 27,8 13,9
18 SCS121 CL 76 39,5 21,4 49
19 SCS121 CL 64 41,0 23,4 59
20 SCS121 CL 10 50,0 50,0 12,5
Média 42,0 41,3 a 30,6 b 93¢
21 SCS122 Miura 43 29,1 20,4 5,8

22 SCS122 Miura 23 32,6 217 54
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23 SCS122 Miura 23 38,0 27,2 10,9
24 SCS122 Miura 42 44,6 29,7 59
Média 32,7 36,1a 25,0b 70c
Média Geral 48,4 393a 258b 54c
C.V (%) 42,0

LAvaliado em plantulas com aos 14 dias apés a semeadura; Taxa calculada com base na incidéncia
do fungo na semente e incidéncia de deteccdo do fungo na estrutura vegetal.
* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A menor taxa de transmissdo para coroa (36,1%) foi observada na cultivar
SCS122 Miura, enquanto que a maior taxa nesta mesma estrutura foi de 42,4% na
cultivar Epagri 109. Para o coledptilo a menor taxa ocorreu para SCSBRS Tio Taka
com 19,7% enquanto SCS121 CL obteve a maior taxa com 30,6%. As cultivares
SCSBRS Tio Taka e SCS118 Marqués ndo apresentaram transmissao do fungo
para primeira folha, enquanto que foram observados valores de até 10,7% para
cultivar Epagri 109 neste mesmo 6rgao.

Ao analisar as plantulas, ndo foram observados sintomas referentes a
descoloracdo, escurecimento, clorose e lesdes necroéticas, independentemente do
local, coledptilo, coroa ou plimula. Houve neste caso a comprovacdo da
transmissdo do fungo de forma assintoméatica até os 14 dias apos a semeadura.

A taxa de transmisséo de M. albescens para coroa nao tem relagdo com sua
incidéncia nos graos, ou seja, pode haver maior taxa de transmissdo em lotes de
menor incidéncia do fungo. Neste estudo as taxas de transmisséo para coroa em
ambas as cultivares mantiveram-se em propor¢des semelhantes, proximas a 40%.
Por outro lado, em estudo de Gutiérrez (2008) o fungo M. albescens foi detectado 30
dias apds a semeadura, a uma taxa de transmissao de 2,2% para o coleéptilo em
sementes com incidéncia de 55%.

A transmissado de fungos das sementes para plantulas pode ser afetada por
diversos fatores, entretanto, a localizagdo do fungo é considerada a mais importante
no processo de transmissdo (MAUDE, 1996; AGARWAL e SINCLAIR, 1997). Em
estudo realizado por Singh e Sen Gupta (1981) o fungo M. albescens foi encontrado
apenas em sementes nao desinfestadas, indicando apenas sua localizacdo externa.
Contudo o fungo encontra-se também internamente a semente (MIA et al. 1986;
MAUDE, 1996).
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5.6 CONCLUSOES

H& transmissdo assintomatica de M. albescens de sementes de arroz para
coroa, coleoptilo e plumula.

A semente é considerada uma das principais fontes de indculo primario para a
ocorréncia de escaldadura nas lavouras de producdo de grdos ou de sementes de

arroz irrigado no sistema pré-germinado no estado de Santa Catarina.

6 CAPITULO 5 - EFEITO DA INCIDENCIA DO FUNGO Microdochium
allbescens NA QUALIDADE FISIOLOGICA DAS SEMENTES DE
DIFERENTES CULTIVARES DE ARROZ IRRIGADO.

6.1 RESUMO

O conhecimento do efeito do indculo na semente € importante para conhecimento do
nivel de tolerancia do patégeno pela semente. Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da incidéncia do fungo Microdochium allbescens na qualidade
fisiologica das sementes de diferentes cultivares de arroz irrigado. O estudo foi
realizado no laboratério de andlises de sementes (LAS) e na casa de vegetacao,
localizado no Centro de Ciéncias Agroveterinarias (CAV/UDESC) em Lages - SC.
Utilizaram-se sementes dos cultivares SCSBRS Tio Taka, Epagri 109, SCS116
Satoru, SCS118 Marqués, SCS121 CL e SCS122 Miura, produzidas na Regido do
Alto Vale do Itajai na safra 2016/17. Os lotes foram submetidos ao teste de
sanidade de sementes, identificando-se quatro lotes por cultivar com incidéncia
natural de M. albescens, sendo designado dois lotes de cada cultivar com incidéncia
superior a 40% e igual ou inferior a 40% de incidéncia, totalizando 24 lotes de
sementes. Foram realizadas as seguintes avaliagdes nos lotes: germinacao, teste de
envelhecimento acelerado, emergéncia em casa de vegetacdo aos 14 dias, indice
de velocidade de emergéncia (IVE), velocidade de emergéncia (VE), comprimento

de parte aérea, comprimento de raiz e massa fresca. O delineamento experimental
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utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial. Houve interacéo
significativa entre cultivar e nivel de incidéncia apenas nas variaveis germinacao,
vigor e comprimento de raiz. Para germinacdo, emergéncia e comprimento de raiz
apenas a cultivar SCSBRS Tio Taka foi afetada. A massa fresca, comprimento da
parte aérea e IVE nao foram afetados, independente do cultivar e incidéncia do
fungo na semente. Ha influéncia do nivel de incidéncia do patdégeno M. albescens na
semente sobre a qualidade fisiolégica. Os cultivares de arroz irrigado SCS118
Marqués e SCSBRS Tio Taka sdo suscetiveis a alta incidéncia (> 40%) do fungo M.

albescens.

Palavras-chave: Germinagédo, vigor, desempenho de plantula, patologia de

sementes, Oryza sativa.

6.2 ABSTRACT

The knowledge of the effect of the inoculum on the seed is important for knowledge
of the level of tolerance of the pathogen by the seed. Therefore, the aim of this work
was to evaluate the effect of the incidence of the fungus M. albescens on the
physiological quality of the seeds of different cultivars of irrigated rice. The study was
carried out in the seed analysis laboratory (LAS) and in the greenhouse, located at
the Center for Agricultural Sciences (CAV / UDESC) in Lages - SC. Seeds from
cultivars SCSBRS Tio Taka, Epagri 109, SCS116 Satoru, SCS118 Marqués,
SCS121 CL and SCS122 Miura, produced in the Alto Vale do Itajai Region in the
2016/17 harvest, were used. The lots were submitted to the seed health test,
identifying four lots per cultivar with a natural incidence of M. albescens, being
designated two lots of each cultivar with incidence greater than 40% and equal to or
less than 40% incidence, totaling 24 seed lots. The following evaluations were
carried out on the lots: germination, accelerated aging test, emergence in a
greenhouse at 14 days, emergency speed index (ESI), emergency speed (ES), shoot
length, root length and mass fresh. The experimental design used was completely

randomized in a factorial arrangement. There was a significant interaction between
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cultivar and level of incidence only in the variables germination, vigor and root length.
For germination, emergence and root length, only the SCSBRS Tio Taka cultivar was
affected. Fresh mass, shoot length and IVE were not affected, regardless of cultivar
and fungus incidence in the seed. There is an influence of the level of incidence of
the pathogen M. albescens in the seed on the physiological quality. The irrigated rice
cultivars SCS118 Marqués and SCSBRS Tio Taka are susceptible to a high
incidence (> 40%) of the fungus M. albescens.

Keywords: Germination, vigor, seedling performance, seed pathology, Oryza sativa.

6.3 INTRODUCAO

Apesar dos niveis de produtividade de arroz irrigado do Estado de Santa
Catarina estar entre os mais altos do Brasil, em alguns anos ocorre o decréscimo da
produtividade devido as condicbes climaticas e meteorolégicas adversas que
favorecem a ocorréncia de doencas (SOSBAI, 2018).

No Sul do Brasil, as doencas conhecidas como mancha-parda (Bipolaris
oryzae (Breda de Haan) Shoem) e escaldadura (M. albescens Hern. Restr. & Crous)
tem ocorrido com maior frequéncia (CELMER et al., 2007), principalmente a
escaldadura em altos niveis em todas as regibes produtoras de arroz do Brasil
(LUDWIG et al., 2009).

As sementes sdo consideradas fonte de inéculo primario (WEBSTER &
GUNNELL, 1992), e séo responsaveis pela disseminacdo de inUmeros patdégenos
que causam importantes doencas na cultura do arroz (SILVA et al., 2014).
Microdochium albescens é transmitido da semente para plantula de arroz irrigado
(SCHEIDT et al., 2020b) provocando descoloracdo nas plantulas (GUTIERREZ,
2008). Os danos causados por M. albescens, devem-se a reducdo do numero de
semente por panicula e no seu peso, refletindo na qualidade das sementes
cultivadas e ocasionando a diminuigdo do percentual de germinacdo (MALAVOLTA
et al., 2002).
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Apesar disso, atualmente a importancia da qualidade sanitaria das sementes
de arroz esta subestimada devido a escassez de estudos que comprovem o real
impacto sobre a qualidade fisiolégica e o desempenho das plantulas.

Testes de sanidade de sementes de arroz irrigado provenientes de lavouras
catarinenses nas safras 2015 a 2018, realizados no Laboratorio de Fitopatologia da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC) revelaram prevaléncia de
100% e incidéncia média superior a 50% de M. albescens (SCHEIDT et al., 2020a).

Portanto, o conhecimento do efeito do in6éculo na semente € importante para
conhecimento do nivel de tolerancia do patdgeno pela semente e quanto
compromete o desempenho das plantulas. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito da incidéncia do fungo M. allbescens na qualidade fisiol6gica das

sementes de diferentes cultivares de arroz irrigado.

6.4 MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de andlise de sementes (LAS) e em casa
de vegetacdo, localizada no Centro de Ciéncias Agroveterinarias. da Universidade
do Estado de Santa Catarina, Lages, SC, Brasil. Foram utilizadas sementes das
cultivares SCSBRS Tio Taka, Epagri 109, SCS116 Satoru, SCS118 Marqués,
SCS121 CL e SCS122 Miura, produzidas no Alto Vale do Itajai na safra 2016/17 e
fornecidas pela cooperativa CRAVIL.

Varios lotes foram submetidos ao teste de sanidade das sementes no
laboratorio de fitopatologia, onde as sementes foram semeadas em meio de cultura
batata-sacarose-agar + antibiotico (BSA+A). As sementes foram desinfetadas com
solucéao de hipoclorito de sédio (1%) por dois minutos, com posterior enxague com
agua destilada e esterilizada. Para cada lote, foram analisadas quatro repeti¢cdes de
100 sementes. As sementes foram colocadas em placas de Petri de acrilico e
mantidas em camaras de crescimento por sete a dez dias a 25°C e fotoperiodo de
12 horas. Posteriormente, foram identificadas quatro parcelas por cultivar com
incidéncia natural de M. albescens, sendo dois lotes de cada cultivar com incidéncia

maior que 40% e dois lotes igual ou menor que 40%.
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A incidéncia média geral dos lotes abaixo e acima de 40% foram 30,5 e
84,0% (SCSBRS Tio Taka), 27,0 e 85,5% (Epagri 109), 30,5 e 84,5% (SCS116
Satoru), 14,0 e 70,0% (SCS118 Marqués), 16,0 % e 73,0% (SCS121CL), 23,0% e
42,5% (SCS122 Miura).

Para os testes de qualidade fisiol6gica realizados no LAS, as sementes foram
inicialmente desinfestadas em solucao de hipoclorito de sédio 1,5% por 3 minutos,
seguida de lavagem com &agua estéril. Germinagdo era realizada com quatro
repeticbes de 100 sementes para cada cultivar e incidéncia menor e maior que 40%
do fungo na semente, em papel germitest umedecido trés vezes o peso do papel
seco e levado ao germinador a 25 ° C (BRASIL, 2009).

A primeira contagem ocorreu aos sete dias e a final ao décimo quarto dia,
apos a semeadura. No final do teste, o nUmero de mudas normais, mudas anormais
e sementes mortas foi registrado.

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado em caixas de germinacéao,
utilizando quatro repeticdes de 100 sementes para cada cultivar, estas separadas
em lotes com incidéncia acima e abaixo de 40% do fungo M. albescens. As
sementes foram dispostas em grade de aco inoxidavel sobre 40 mL de agua
destilada e deionizada dentro das caixas gerbox e mantidas em céamara de
envelhecimento acelerado a 41°C por 120 horas (ZUCHI & BEVILAQUA, 2012).
ApOGs esse periodo, as sementes foram desinfetadas e distribuidas em rolos de
papel germitest, umedecidos com agua trés vezes o seu peso seco, e mantidos em
germinador a 25 ° C (KRZYZANOWSKI et al., 1991). Em seguida, essas mesmas
sementes foram submetidas ao teste de germinacdo conforme descrito acima.

A emergéncia da casa de vegetacdo consistiu ha semeadura em quatro
repeticbes de 50 sementes pré-germinadas de cada cultivar e incidéncia em
bandejas contendo 5 cm de agua. A pré-germinacdo foi realizada embebendo as
sementes em agua por 36 horas, seguida de outras 36 horas a sombra até o estagio
de crescimento “S2” (SOSBAI, 2018). O indice de emergéncia (IE), velocidade de
emergéncia (VE), porcentagem de emergéncia aos 14 dias (E), comprimento da
parte aérea e da raiz e massa fresca foram avaliadas.

O indice de emergéncia (IE) foi determinado pela contagem do numero de
mudas emergidas no mesmo horario todos os dias. No final do teste, o IE foi

calculado usando a formula de Maguire (1962).
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p=1y G2y Gn
N, N, N

T

onde: IE = indice de emergéncia; G = numero de mudas observadas em cada
contagem; N = numero de dias desde o plantio até a contagem.

A férmula foi aplicada a cada repeticdo e a média aritmética calculada apo6s
todos os testes para obtencdo do IE do lote de sementes. A avaliacdo da
emergéncia de sementes pode seguir uma dimensdo menos proporcionalidade.

A velocidade de emergéncia (VE) também foi calculada com base no numero
de mudas emergidas observadas no mesmo horario todos os dias, utilizando a

formula proposta por Edmond & Drapala (1958):

_ (NJ_GJ_:] + (N:E:j—l_"'—l_(N?!G?!j
G, +6G,+0G,

VE

onde: VE = velocidade de emergéncia (dias); G = nimero de mudas observadas em
cada contagem; N = nimero de dias desde o plantio até a contagem. O resultado foi
expresso em dias.

Os comprimentos da parte aérea e da raiz foram medidos em 20 plantas por
repeticdo com paquimetro digital e os resultados expressos em milimetros. E depois
foi determinada a massa fresca das plantas por meio de pesagem em balanca e
massa seca em estufa a 50 ° C por 48 horas, as quais foram pesadas e 0s
resultados expressos em gramas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em arranjo
fatorial. As médias de germinagédo e IVE foram transformadas por logRatio e qui-
quadrado, respectivamente, para atender a homogeneidade. Posteriormente, foram
submetidos ao teste de Tukey (5% de significancia) por meio do software R (R
CORE TEAM, 2017), versao 3.5.1.
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre cultivares e nivel de incidéncia nas
variaveis germinacao, vigor e comprimento de raiz. A germinacdo dos lotes com
incidéncia de fungo na semente superior a 40% variou de 78% a 90%, enquanto 0s
lotes com incidéncia igual ou inferior a 40% variaram de 82% a 89%. As cultivares
SCSBRS Tio Taka e SCS118 Marqués tiveram sua germinacdo afetada
negativamente, diferindo  estatisticamente, apresentando 78% e 81%,
respectivamente (Tabela 1).

Nas demais cultivares ndo houve efeito sobre o nivel de infestacdo do
patdgeno. Ao contrario do observado por Prabhu & Vieira (1989) que relataram que
a intensidade da mancha marrom nas sementes afeta a germinacado, apresentando
uma relacéo linear negativa. Como Malavolta et al. (2002) que também observaram
que B. oryzae causando a mancha marrom afeta negativamente a germinagcédo de
sementes de arroz.

O vigor devido ao envelhecimento acelerado dos lotes com incidéncia de
fungos na semente superior a 40% variou de 71% a 83%, enquanto nos lotes com
incidéncia igual ou inferior a 40% variou de 63% a 85 %. Apenas as cultivares
SCS116 Satoru e SCS109 Epagri diferiram estatisticamente, apresentando 63% e
75% do vigor, respectivamente, na incidéncia do fungo igual ou inferior a 40%
(Tabela 1). Esse comportamento poderia ter ocorrido se o0 patdgeno tivesse
infestado uma regido proxima ao embrido, o que afetaria o desempenho dessas
sementes.

A emergéncia em casa de vegetacdo de cultivares com incidéncia de fungo
na semente superior a 40% variou de 95% a 99%, enquanto em lotes com incidéncia
igual ou inferior a 40%, apresentou em torno de 98%. Apenas a cultivar SCSBRS Tio
Taka foi afetada negativamente, com emergéncia de 95% em uma incidéncia maior
gue 40% (Tabela 1).
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Tabela 5 - Germinacéo, Vigor pelo envelhecimento acelerado, emergéncia, massa
fresca, comprimento de parte aérea, comprimento de raiz, indice de
velocidade de emergéncia e velocidade de emergéncia de sementes

infectadas pelo fungo Microdochium albescens.

cutvar |15 | g | eo | oo | @ | @m | e | VE | @
SCS122 >40% | 83a? 78 a 99 a 13ns |224ns | 11.6a |402ns| 15a
Miura <40% 82a 8la 100a | 1.2ns | 222ns | 1144a |430ns| 13a
SCS118 > 40% 78Db 8la 99 a 13ns | 233ns | 135a |425ns| 13D
Marqués <40% 82a 79 a 98 a l1lns | 225ns | 121a (37.2ns| 1l6a
SCSBRS | >40% 8lb 83a 95 b 1l1ns | 221ns | 10.1b |389ns| 16D
Tio Taka <40% 84 a 82 a 99 a lilns | 230ns | 128a |33.6ns| 19a
SCS121 > 40% 83 a 83 a 97 a 12ns | 226ns | 11.2a (37.2ns| l1l6a
ClearField | <40% 89 a 85a 99 a lins | 241ns | 10.2a |378ns| 16a
SCS116 > 40% 87 a 71la 100a | 1.2ns | 245ns | 10.6a |352ns| 1l.7a
Satoru <40% 85a 63 b 99 a 12ns | 229ns | 10.2a |{359ns| 1.6a
Epagri 100 > 40% 90 a 83 a 99 a 13ns | 220ns | 126a (38.1ns| l1l6a
<40% 87 a 75b 98 a 13ns | 230ns | 11.7a | 354ns| 1.7a

CV (%) 7.1 7.2 2.8 17.0 9.0 16.2 11.8 17.7
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IMédias seguidas pela letra minlscula na coluna nao diferem entre si na cultivar pelo teste de Tukey
a 5%.

IS (Incidéncia na semente); G (Germinagéo); EA (Vigor pelo envelhecimento acelerado); E
(Emergéncia); MF (Massa fresca); PA (Parte aérea); R (Raiz); IE (Indice de emergéncia); VE
(Velocidade de emergéncia).

Conforme observado nas cultivares SCS118 Marqués e SCSBRS Tio Taka, a
presenca de determinados patdgenos nas sementes pode resultar em efeitos
diretos, como reducdo do potencial de germinacéo, vigor, emergéncia, periodo de
armazenamento e até produtividade (ITO & TANAKA, 1993) .

Porém, para nas demais cultivares ndo houve influéncia da incidéncia do
patbgeno na qualidade fisiolégica. Como o fungo M. albescens tem maior
capacidade de infectar o endosperma do que o embrido (MANANDHAR, 1999;
SCHEIDT et al.,, 2020c), que é a parte vital da semente, ele consegue se
desenvolver e formar uma muda normal.

A massa fresca, o comprimento da parte aérea e o indice de emergéncia nao
foram afetados, independentemente da cultivar e da incidéncia do fungo na semente
(Tabela 1). Semelhante ao observado por Malavolta et al. (2007) que também n&o
observaram diferenca significativa na altura das mudas infectadas com B. oryzae.

O comprimento da raiz na cultivar SCSBRS Tio Taka ficou comprometido,
diferindo estatisticamente e mostrando uma reducdo para 10 cm de raiz na
incidéncia do fungo na semente acima de 40% (Tabela 1), indicando que o
patégeno, neste caso, limitou a desenvolvimento da raiz da muda, possivelmente
devido a sua localiza¢do na semente.

As cultivares SCS118 Marqués e SCSBRS Tio Taka diferiram
estatisticamente na velocidade de emergéncia no nivel de incidéncia do fungo na
semente maior que 40%, apresentando aproximadamente 1,3 e 1,6 dias
respectivamente para emergir (Tabela 1). Nessas cultivares, a colonizagédo de M.
albescens no endosperma da semente pode ter sido uma barreira fisica ao
desenvolvimento da muda, limitando o comprimento da raiz. Porém, ha influéncia do
nivel de incidéncia do patdogeno M. albescens na semente sobre a qualidade

fisiologica.
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6.6 CONCLUSOES

Existe influéncia do nivel de incidéncia do patdégeno M. albescens na semente
sobre a qualidade fisiolégica.

A presenga de M. albescens infectando sementes de arroz irrigado pode
afetar negativamente a qualidade fisiolégica das sementes, com reducdo na

germinacao, vigor, comprimento de raiz e velocidade de emergéncia.

7 CAPITULO 6 - CONTROLE DE Microdochium albescens EM TRATAMENTO
DE SEMENTES DE ARROZ IRRIGADO NO SISTEMA DE CULTIVO PRE-
GERMINADO E SEQUEIRO.

7.1 RESUMO

O fungo Microdochium albescens pode interferir na germinacdo de sementes e na
emergéncia de plantulas de arroz, porém néo ha indicacao técnica para seu controle
via tratamento de semente. Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de
fungicidas em tratamento de sementes de arroz pré-germinado e sequeiro no
controle de M. albescens. Sementes dos cultivares Epagri 109, SCS116 Satoru,
SCS121 CL e SCS122 Miura foram tratadas com fluazinam + tiofanato metilico (9,45
+ 63 g de i.a.), piraclostrobina + tiofanato metilico (5 + 45 g de i.a.), carboxina + tiram
(60 + 60 g de i.a.), metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil (3 + 22,5 + 3,75 g de i.a.),
carbendazim + tiram (45 + 105 g de i.a.), carbendazim (45 g de i.a.) por 100 kg-1 de
sementes. As sementes tratadas foram semeadas em meio de cultura batata-

sacarose-agar + antibiético (BSA+A) e incubadas a 25 + 2°C e fotoperiodo de 12
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horas por 14 dias. Sementes tratadas também foram submetidas ao teste de
germinacao. Fluazinam + tiofanato metilico e metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil
apresentaram maior controle de M. albescens, nao diferindo estatisticamente entre
si, nas quatro cultivares e nos dois sistemas de cultivo. Os fungicidas testados

proporcionaram germinacao das sementes superior a 90% nas quatro cultivares.

Palavras-chave: Oryza sativa, sistema de cultivo, fungicida, sementes.

7.2 ABSTRACT

The fungus M. albescens can interfere in the germination of seeds and in the
emergence of rice seedlings, however there is no technical indication for its control
via seed treatment. This work aimed to evaluate the efficiency of fungicides in pre-
germinated and upland rice seed treatment in the control of M. albescens. Seeds
from the cultivars Epagri 109, SCS116 Satoru, SCS121 CL and SCS122 Miura were
treated with fluazinam + methyl thiophanate (9.45 + 63 g ia), pyraclostrobin + methyl
thiophanate (5 + 45 g ia), carboxine + tiram (60 + 60 g ia), metalaxyl-M +
thiabendazole + fludioxonil (3 + 22.5 + 3.75 g ia), carbendazim + tiram (45 + 105 g
ia), carbendazim (45 g ai) per 100 kg-1 of seeds. The treated seeds were sown in a
potato-sucrose-agar + antibiotic (PSA+A) culture medium and incubated at 25 + 2°C
and a photoperiod of 12 hours for 14 days. Treated seeds were also submitted to the
germination test. Fluazinam + methyl thiophanate and metalaxyl-M + thiabendazole +
fludioxonil showed greater control of M. albescens, which did not differ statistically
between them, in the four cultivars and in the two culture systems. The tested

fungicides provided seed germination greater than 90% in the four cultivars.

Keywords: Oryza sativa, cultivation system, fungicide, seeds.

7.3 INTRODUCAO

A escaldadura, causada pelo fungo M. albescens, tem sido relatada em todas

as regides produtoras de arroz no mundo (FARR et al., 2008). As sementes sao
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consideradas fonte de inoculo primario (OU, 1985; WEBSTER & GUNNELL, 1992), e
a transmissdao do fungo em cultivo de sequeiro ocorre através de sementes
infectadas provocando descoloracdo nas plantulas (FILIPPE et al., 2005;
GUTIERREZ, 2008). A escaldadura reduz o nimero, peso e qualidade fisioldgica de
sementes (MOURA et al., 2014), causando até 30% de danos no rendimento
(THOMAS, 1984). Contudo, as empresas buscam atender aos padrbes de
comercializagdo de sementes e com isso adotam medidas para o controle de
qualidade utilizando testes fisioldégicos, como o teste de germinacdo e de vigor, e
alternativas para manutencao da qualidade através do tratamento de sementes.

Testes de sanidade de sementes de arroz irrigado provenientes de lavouras
catarinenses, realizados no Laboratério de Fitopatologia da Universidade do Estado
de Santa Catarina nas safras 2015/16, 2016/17 e 2017/18 revelaram prevaléncia de
100% de M. albescens e incidéncia média superior a 50% dos lotes analisados
(Scheidt, et al., 2020a). De acordo com o Departamento Técnico da Cooperativa
Cravil, responséavel pela maior producédo de sementes de arroz irrigado no estado de
Santa Catarina, a ocorréncia da escaldadura aumentou consideravelmente nas
lavouras de arroz irrigado no sistema de cultivo pré-germinado.

Em culturas como soja e milho, o tratamento de sementes (TS) vem sendo
utilizado visando o controle de fungos, associados a semente, entretanto, em arroz
esta pratica ndo ocorre com a mesma frequéncia, principalmente no sistema de
cultivo pré-germinado, onde néo constam informacdes e indicacées (SOSBAI, 2018).

O TS de arroz visa controlar fungos infectando e infestando sementes, fungos
de solo e também insetos em caso do uso de inseticida em adicdo ao fungicida,
protegendo, desta forma, a plantula nos estagios iniciais da cultura. E fundamental o
seu uso para assegurar a germinacdo, emergéncia, formacdo da plantula, e
consequente populacao de plantas, associado ao rendimento da cultura (MENTEN &
MORAES, 2010).

O TS é considerado uma das praticas culturais de baixo custo no controle de
patdbgenos em arroz de terras altas (KIMATI et al.,, 1997), porém, ndo constam
informagdes sobre o efeito de fungicidas no TS visando o controle de M. albescens
no sistema de cultivo de arroz pré-germinado (SOSBAI, 2018). Acredita-se que o

produto seja diluido em agua e tenha sua eficiéncia reduzida e/ou que haja uma
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possivel eliminacdo dos patdégenos no processo de pré-germinacdo e subsequente
semeadura em lamina de agua nas lavouras. Contudo, o fungo € transmitido da
semente para a plantula neste sistema (SCHEIDT et al., 2020b), indicando que a
eliminag&o dos patdgenos das sementes ndo ocorre pela imersdo delas em agua.
Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de fungicidas em
tratamento de sementes de arroz pré-germinado e sequeiro no controle de M.

albescens.

7.4 MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos in vitro no Laboratério de Fitopatologia da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), Lages-SC, sob delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 7 x 2 (sistemas de cultivo X
tratamento de sementes x dias de avaliagcao do efeito do TS).

Utilizaram-se sementes dos cultivares Epagri 109, SCS116 Satoru, SCS121
CL e SCS122 Miura, produzidas no Alto Vale do Itajai na safra 2017/18. Cada
cultivar constituiu um estudo isolado. Para cada cultivar foram avaliados sete
tratamentos de semente, sendo seis fungicidas e uma testemunha, onde: T1-
fluazinam + tiofanato metilico (9,45 + 63 g de i.a. (Certeza®); T2- piraclostrobina +
tiofanato metilico (5 + 45 g de i.a.) (Standak Top®); T3- carboxina + tiram (60 + 60 g
de i.a.) (Vitavax Thiram®); T4- metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil (3 + 22,5 +
3,75 g de i.a) (Maxim Advanced®); T5- carbendazim + tiram (45 + 105 g de i.a)
(Derosal Plus®); T6- carbendazim (45 g de i.a) (Carbendazim Nortox®) em doses de
produtor comercial 100 kg de semente-1 e T7- testemunha, ndo tratada (Figura 4). O
TS foi realizado em laboratoério, via umida (2% de calda), utilizando-se 1 kg de
sementes por tratamento. ApOs a aplicacdo dos produtos, as sementes foram
acondicionadas em sacos plasticos, para homogeneizacdo. Em seguida, foram
postas para secagem a sombra e embaladas em sacos de papel, até o inicio dos

testes.
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Figura 9 - Detalhe das sementes de arroz tratadas com fungicidas, Lages 2018.

Fonte: Producgédo do préprio autor (2018).

Apés tratadas, foram separadas 400 sementes de cada tratamento para
simular cada sistema de cultivo, onde, no sistema pré-germinado as sementes foram
previamente imersas em agua (proporcdo 1:10, semente:agua) durante 30 horas,
com posterior retirada e manutencdo das mesmas em bandeja plastica na sombra
pelo mesmo periodo para induzir o processo germinativo (sementes no “ponto de
agulha”) estadio fenoldgico para semeadura S3 (COUNCE, 2000; SOSBAI, 2018).
Para o0 sistema de sequeiro as sementes foram tratadas e ndo submetidas ao
processo de pré-germinacgao.

As sementes tratadas foram submetidas ao teste de sanidade semeando-as
em meio de cultura batata-sacarose-agar + antibiotico (BSA+A). As placas foram
incubadas durante sete e quatorze dias em camara de crescimento sob temperatura
de 25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas. Consideraram-se infectadas as sementes
sob as quais foi possivel a identificagdo morfologica de colbnias e/ou estruturas do
fungo M. albescens observadas sob lupa binocular e/ou lamina em microscopio

6tico.
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Para a andlise da germinacao foram utilizadas, para cada tratamento, quatro
repeticbes de 100 sementes semeadas em papel germitest®, umedecido com agua
destilada em trés vezes o peso do papel, mantidos a 25°C em camaras proprias
para germinagcdo. A contagem das plantulas normais foi realizada apds sete e
quatorze dias da semeadura, computando-se a percentagem de plantulas normais.

As variaveis avaliadas foram submetidas a analise de variancia e quando
constatadas interacbes ou efeitos simples significativos as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. Foram verificadas
as pressuposicdes da normalidade dos residuos e homogeneidade de variancia
através da analise de diagnéstico. Quando necessario, realizaram-se

transformacdes para arc sen V(x / 100) para atender as pressuposigdes.
7.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as cultivares apresentaram germinacao superior a 80% em ambos 0s
tratamentos, valor este, minimo exigido para a comercializacdo de sementes de
arroz no Brasil (BRASIL, 2013). Nenhum TS utilizado ocasionou reducédo da
germinacdo em relacdo a testemunha, demonstrando que ndo houve fitotoxidade
nas doses utilizadas (Tabela 1). Fitotoxidade também néo foi observada por Lobo
(2008) quando utilizou TS com carboxim + thiram (60 + 60g i.a), tricyclazole (2259
I.a), azoxystrobin (100g i.a) e pyroquilon (400g i.a).

Tabela 6 - Porcentagem de germinacdo de sementes de arroz das cultivares
SCS121 CL, SCS122 CL, Epagri 109 e SCS116 Satoru, submetidas a
diferentes tratamentos de sementes.

SCS121 CL SCS122 Miura
Tratamento
Normal Anormal Morta Normal Anormal Morta
T1 90 ab 4 ab 6 ab 91b 4c¢ 5b
T2 88 bc 6 ab 6 ab 85c 10 a 5b
T3 90 ab 3bc 7 a 94 ab 3cC 3b
T4 92 a lc 7 a 95 a 0d 5b
T5 92 a 3bc 5ab 92 ab 4c 4b

T6 91 ab 5ab 4b 91b 5 bc 4b
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T7 86 ¢ 7a 7a 83c 8 ab 9a
Média 90 A 4B 6B 90A 5B 5B
EPAGRI 109 SCS116 Satoru
T1 92 bc 6a 2b 92 bc 4 ab 4 ab
T2 91c 5ab 4b 88 cd 7a 5ab
T3 94 ab 3 bc 3b 94 b 3b 3b
T4 96 a lc 3b 97 a lc 2b
T5 92 bc 5ab 3b 92 bc 4 ab 4 ab
T6 93 bc 3 bc 4b 93b 4 ab 3ab
T7 86d 6a 8a 88d 6a 6a
Média* 92 A 4B 4B 92 A 4B 4B
CV (%) 16,4 16,4

T1) fluazinam + tiofanato metilico; T2) piraclostrobina + tiofanato metilico; T3) carboxina + tiram; T4)
metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil; T5) carbendazim + tiram; T6) carbendazim; T7) testemunha.

*Médias seguidas da mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O fluazinam + tiofanato metilico, carboxina + tiram, metalaxil-M + tiabendazol
+ fludioxonil, carbendazim + tiram e carbendazim mantiveram os melhores
percentuais de germinacao para o cultivar SCS121 CL, no entanto, piraclostrobina +
tiofanato metilico e carboxina + tiram nao diferiram da testemunha (Tabela 1).

Para o cultivar SCS122 Miura, carboxina + tiram, metalaxil-M + tiabendazol +
fludioxonil e carbendazim + tiram apresentaram 0s maiores e piraclostrobina +
tiofanato metilico o menor percentual de germinagcdo ndo diferindo da testemunha
(Tabela 1). Segundo Prabhu & Vieira (1989) sementes de arroz, tratadas com
carboxim + tiram apresentaram manutencao da germinacao e melhor sanidade das
plantulas. O mesmo foi observado em sementes de algodao (FARIA et al., 2003), e
de sorgo (NETTO et al., 1977) utilizando-se dos mesmos ativos. Lenz (2008),
utilizando tratamento de sementes com carboxina + thiram observou que o mesmo
nao interferiu nas caracteristicas de germinagédo, emergéncia e indice de velocidade
de emergéncia de plantulas de arroz.

Para os cultivares SCS122 Miura e Epagri 109 todos os tratamentos tiveram a
percentagem menor de plantulas mortas em comparacdo com a testemunha. A

maior percentagem de plantulas anormais foi verificada no cultivar SCS122 Miura
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com o tratamento piraclostrobina + tiofanato metilico, onde né&o diferiu da
testemunha.

Independentemente do cultivar, o fungicida carbendazim teve a mesma
incidéncia do fungo e controle aos 7 e 14 dias. Isso se deve ao fato que aos sete
dias todas as sementes da placa de petri estavam com algum fungo presente nelas,
principalmente fungos da familia dematiaceae, onde carbendazim ndo tem acéo
fungitoxica sobre os mesmos.

Nas cultivares Epagri 109 e SCS116 Satoru o TS com metalaxi-M +
tiabendazol + fludioxonil se destacou com o0s maiores valores percentuais de
germinacdo, porém na cultivar Epagri 109, fluazinam + tiofanato metilico,
piraclostrobina + tiofanato metilico, carbendazim + tiram e carbendazim n&o tiveram
diferengas estatisticas. Para cultivar SCS116 Satoru a piraclostrobina + tiofanato
metilico obtiveram os menores valores de germinacdo nao diferindo da testemunha
(Tabela 1).

A incidéncia de M. albescens presente nas sementes utilizadas no
experimento foi suficiente para discriminar os fungicidas quanto a sua eficiéncia
(Tabela 2). Todos os tratamentos testados obtiveram percentuais de controle do
fungo associado as sementes, no entanto, houve diferencas significativas de

controle em funcéo do ingrediente ativo (Tabela 3).

Tabela 7 - Percentual de incidéncia de Microdochium albescens (%) com diferentes
tratamentos de sementes de arroz pré-germinado e de sequeiro das
cultivares SCS121 CL, Epagri 109, SCS116 Satoru e SCS122 Miura.
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SCS 121 CL Epagri 109
Trat Sequeiro Pré-germinado Sequeiro Pré-germinado
14 7 14 7 14 7 14

T1 55dAl  6,0dAl 50dAl 6,5eAl 45cAl  55eAl 50dAl 55eAl
T2 255cBl  320bAl 550bBV 650aAV 20,0bBlI 26,0cAl 400bAV  455bAV
T3 6,0dBI 22,0cAl  20,0cBV 38,0cAV 75cBl  165dAl 150cBV 31,5cAV
T4 6,5dBl  11,0dAl 75dAl  10,0eAl 8,0cAl 85deAl 9,0cdAl 120deAl
T5 55dBlI  215cAl  175cAV 22,0dAl 8,0cAl 125deAl 115cdAl 155dAl
T6  36,0bAl 360bAl 595bAV 595bAV  27,0bAl 27,0bAl 515bAV 515bAV
T7 520aAl 520aAl 750aAV 750aAV 450aAl 450aAl 600aAV 60,0aAV
Média 19,6 BI 274 Al 342BV  424AV 173Bl 214 Al 26,8 BV 31,6 AV
CV. (%) 10,73 16,87
SCS 116 Satoru SCS 122 Miura
T1 45cAl 6,0 eAl 55dAl 6,5dAl 50dAl  55dAl 5,0eAl 6,0 eAl
T2 285bBlI  350bcAl 380cBV 43,0bAl 220cBlI 37,0bAl 500bBV 575bAV
T3 55cBl  18,0cAl 95dBI 220cAV 6,0dBlI 230cAl 285cBV  37,0cAl
T4 7,5cAl 9,0deAl 85dAl 105dAl 70dAl  85dAl 5,0eAl 7,0eAl
T5 95cBlI  150dAl  13,0dBlI  19,0cAl 70dBI  20,0cAl 165dBV  24,0dAl
T6 280bAl 280cAl 580bAV 580aAV 320bAl 320bAl 500bAV 50,0bcAV
T7 470aAl  470aAl 66,0aAV 66,0aAV 62,0aAl 62,0aAl 780aAV 780aAV
Média 18,6 BI 248 Al 276BV  333AV 1978BI 29,6 Al 32,9BV 37,6 AV
CV. (%) 14,03 16,25

T1) fluazinam + tiofanato metilico; T2) piraclostrobina + tiofanato metilico; T3) carboxina + tiram; T4)
metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil; T5) carbendazim + tiram; T6) carbendazim; T7) testemunha.
*Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas na coluna, mailsculas na linha e nimeros romanos
entre sistemas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Independente da cultivar, os ingredientes ativos fluazinam + tiofanato metilico
e metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil ndo apresentaram diferencas estatisticas
para as variaveis dias e sistemas de cultivo, obtendo os menores percentuais de
incidéncia (Tabela 2) e maior controle do fungo (Tabela 3), comprovando a maior

eficiéncia e persisténcia destes produtos em relacdo aos demais.

Tabela 8 - Percentual de controle de Microdochium albescens com diferentes
tratamentos de sementes de arroz das cultivares SCS121 CL, Epagri
109, SCS116 Satoru e SCS122 Miura, nos sistemas de cultivo,
sequeiro e pré-germinado.
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SCS 121 CL Epagri 109

Trat Sequeiro Pré-germinado Sequeiro Pré-germinado
14 7 14 7 14 7 14

T1 89,4 88,5 933 913 900 878 910 908
T 50,9 38,0 26,7 133 555 42,2 33 242
T3 88,5 57,0 733 507 833 633 750 475
T4 87,5 7838 900 867 822 811 850 800
TS 89,4 58,6 766 707 822 722 800 742
T6 30,8 30,8 207 207 400 400 14,2 14,2
Média(%) 728 586 634 556 722 644 631 552

SCS 116 Satoru SCS 122 Miura

T1 90,4 87,2 917 902 910 911 930 923
T 39,4 255 24 348 645 403 358 263
T3 88,3 61,0 856 660 903 629 635 5255
T4 84,0 80,8 871 841 887 863 936 910
5 797 68,1 803 712 887 67,7 788 692
T6 40,4 40,4 1212 1212 484 484 359 359
Média (%) 704 60,5 665 597 786 66,1 668 612

T1) fluazinam + tiofanato metilico; T2) piraclostrobina + tiofanato metilico; T3) carboxina + tiram; T4)

metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil; T5) carbendazim + tiram; T6) carbendazim; T7) testemunha.

Contudo, os tratamentos com piraclostrobina + tiofanato metilico e
carbendazim apresentaram maior percentual de incidéncia de fungos nas sementes,
caracterizando menor controle, para ambos os sistemas. De acordo com Garcia
Junior (2008) os fungicidas tiabendazole e tiofanato metilico foram superiores ao
triflumizol e triadimenol no tratamento de sementes de trigo para controle de
Fusarium graminearum. Segundo Agostinetto et al. (2018) as misturas de fungicidas
com a presencga de carbendazim e/ou do carboxina + tiram tiveram maior controle de
F. graminearum em sementes de cevada. Da mesma forma, Henning et al. (2009),
utilizando tratamento de sementes em aveia preta determinaram que os fungicidas
carbendazim + tiram erradicaram os fungos do género Fusarium das sementes.

Os ingredientes ativos carboxina + tiram e carbendazim + tiram foram mais
eficientes no controle até aos sete dias, no sistema de cultivo de sequeiro em
relacdo ao sistema pré-germinado, porém mesmo em sequeiro, ndo foram
persistentes até os 14 dias (Tabela 2 e 3). Lobo (2008), ao avaliar a qualidade
fitossanitaria de sementes de arroz sob o tratamento quimico com carboxim + thiram

(60 + 60g i.a.) e tricyclazole (225g i.a) observou controle de 100% para M. albescens
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guando este incidia em 22,5% das sementes (testemunha). Vale ressaltar que a
incidéncia média de M. albescens neste estudo é elevada (maior ou igual a 45%), o
que reduz a possibilidade de ocorréncia de controles de 100%.

A incidéncia média de M. albescens nas sementes da testemunha foi maior no
sistema de cultivo pré-germinado, independente do cultivar. Isso pode ser explicado
porque ao colocar as sementes para pré-germinar, o embrido, inicialmente protegido
e possivelmente infectado, se exterioriza. Desta forma, h4 um aumento na
probabilidade de deteccdo em relacdo as sementes de sequeiro, ja que, o fungo
internamente a semente se exterioriza junto a radicula (Tabelas 2).

Ndo existem informagdes para o tratamento quimico de sementes de arroz
irrigado no sistema de cultivo pré-germinado. Desta forma, as informagfes obtidas
nesse estudo sdo de grande importancia para o manejo de M. albescens neste
sistema. Indica-se a realizacdo de trabalhos visando avaliar ingredientes ativos de
forma isolada assim como diferentes doses a fim de dar maior suporte a esta

pesquisa.

7.6 CONCLUSOES

Os tratamentos de sementes com fluazinam + tiofanato metilico, carboxina +
tiram, metalaxil-M + tiabendazol + fludioxonil, carbendazim + tiram apresentam
controle superior a 70% do fungo M. albescens até aos sete dias apds a semeadura
de sementes de arroz pré-germinado e sequeiro em meio de cultura BSA+A.

Os ingredientes ativos fluazinam + tiofanato metilico e metalaxil-M +
tiabendazol + fludioxonil apresentam maior eficiéncia e persisténcia aos 7 e 14 dias
ap0s a semeadura de sementes de arroz pré-germinado e sequeiro em meio de
cultura BSA+A em comparacdo a piraclostrobina + tiofanato metilico, carboxina +

tiram, carbendazim + tiram e carbendazim com controle superior a 80%.

8 CONSIDERACOES FINAIS

A escaldadura tem se tornado uma das doencas de maior frequéncia e
importancia nas lavouras de arroz irrigado no Sul do Brasil. A dificuldade de controle

da doenca devido a monocultura faz aumentar ainda mais o inéculo no campo. O



86

fungo Microdochium albescens vem sendo encontrado com frequéncia nos testes de
sanidade de sementes de arroz irrigado. Contudo ha caréncia de informacdes sobre
esse patossistema.

Com base nos resultados deste trabalho pode-se concluir que o fungo M.
albescens: é o principal patdgeno encontrado nas sementes de arroz irrigado no
sistema de cultivo pré-germinado no Estado de Santa Catarina; ha sua transmisséo
da semente para a plantula no sistema de cultivo pré-germinado; sobrevive nas
sementes durante a entressafra; afeta a qualidade fisiolégica das sementes e ha
moléculas quimicas disponiveis com alta eficiéncia para o tratamento de sementes.

As informac0fes obtidas serdo relevantes para futuros estudos relacionados a

resisténcia genética e principalmente para o manejo correto da escaldura.
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