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RESUMO- Objetivou-se determinar a taxa de transporte de populagdo de fungos associados
as sementes de pinhdo manso, a patogenicidade desses microrganismos a plantulas e frutos e
a transmissibilidade fruto-semente e semente-plantula. Avaliaram-se a taxa de transporte, por
meio de blotter test, de sementes produzidas nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia e
Tocantins. As sementes foram submetidas aos tratamentos: sem desinfestagdo com tegumento
(SDCT), sem desinfestacdo sem tegumento (SDST), com desinfestacdo com tegumento (CDCT)
e com desinfestagdo sem tegumento (CDST). A incidéncia (%) dos fungos foi avaliada sob
microscopio estereoscopico binocular. Para o teste de patogenicidade em plantulas e frutos
inocularam-se suspensdes de 10° esporos e discos de BDA com micélio, respectivamente. Para
os fungos fitopatogénicos avaliaram-se a transmissibilidade fruto-semente e semente-plantula.
O tratamento SDCT permitiu a detecgdo de maior nimero de fungos. Os fungos identificados
foram Colletotrichum gloeosporioides, C. capsici, Curvularia sp., Verticillium sp., Fusarium sp.,
Penicillium sp., Aspergillus sp., A. niger ¢ Rhizopus sp. Apenas as espécies de Colletotrichum
sdo patogénicas as plantulas e frutos. Para ambas espécies ha transmissibilidade fruto-semente,
entretanto ndo ¢ observada transmissdo semente-plantula.

Termos para indexagdo: Jatropha curcas L., patologia de sementes, Colletotrichum

TRANSPORT, PATHOGENICITY AND TRANSMISSIBILITY OF
FUNGI ASSOCIATED WITH PHYSIC NUT SEEDS

ABSTRACT - The objective of the present study was to determine the transport rate of a fungus
population associated with Jatropha curcas seeds and the pathogenicity of these microrganisms
to seedlings and fruit and also the fruit-seed and seed-seedling transmissibility. The transport rate
of seeds produced in Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia and Tocantins states was evaluated using
the blotter test. The seeds were submitted to the following treatments: without disinfestation,
with tegument (SDCT), without disinfestation, without tegument (SDST), with disinfestation,
with tegument (CDCT) and with disinfestations, without tegument (CDST). The incidence (%)
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of the fungi was assessed using a binocular stereomicroscope. Suspensions of 10° spores and
PDA discs with mycelium were inoculated for the pathogenicity tests on seedlings and fruits,

respectively. For the phytopathogenic fungi, the fruit-seed and seed-seedling transmissibility were

evaluated. The SDCT treatment allowed the detection of a greater number of fungi. The identified

fungi were Colletotrichum gloeosporioides, C. capsici, Curvularia sp., Verticillium sp., Fusarium

sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., A. Niger, Rhizopus sp. Only the Colletotrichum species is
pathogenic to seedlings and fruit. For both species there is fruit-seed transmissibility but no seed-

seedling transmission.

Index terms: Jatropha curcas L., seed pathology, Colletotrichum

INTRODUCAO

Atualmente a busca por fontes renovaveis de energia
tem se intensificado principalmente devido a escassez e
elevagdo do preco do petrdleo e as preocupagdes com
as mudangas climaticas globais. Nesse cendrio a espécie
Jatropha curcas L., popularmente conhecida por pinhdo
manso, ¢ considerada promissora para a producao de
biodiesel, produzindo em torno de 38% de 6leo em suas
sementes (Dias et al., 2007).

Apesar de ser considerada uma planta rustica,
adaptada a condigdes edafoclimaticas marginais, o
pinhdo manso necessita da aplicagdo de tecnologias de
cultivo (adubagdo, controle de pragas e doengas, praticas
de manejo e outros) para apresentar niveis econdomicos
de produgdo de frutos (Laviola e Dias, 2008).

As sementes dessa Euforbiacea sdo constituidas por
um tegumento denso e escuro, protegendo o embrido.
Os frutos sdo do tipo cépsula ovoide, com 1,5 a 3,0 cm
de diametro, trilocular, sendo uma semente por l6culo
(Saturnino et al., 2005; Dias et al., 2007).

De uma maneira geral, patdogenos associados as
sementes sdo transportados de duas maneiras: infecgdo
ou infestagcdo (contaminagdo). A infec¢do implica que o
patégeno ¢ transportado internamente, incrustrado nos
tecidos da semente. Quando um patdgeno ¢ transportado
passivamente, ele ¢ um contaminante ou infestante.
Neste caso, o patdégeno localiza-se sobre a superficie da
semente (Agarwal e Sinclair, 1987).

A partir de janeiro de 2008, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através
da Instrucdo Normativa n.4, autorizou a inscrigdo da
espécie J. curcas no Registro Nacional de Cultivares
(RNC). A proibicdo de cultivo da espécie decorria,
sobretudo, da auséncia de pesquisas sobre o desempenho
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agronomico da cultura e, entre elas, a auséncia de estudos
basicos de suas sementes (Pinto et al., 2009). Existem
poucos estudos relacionados a qualidade fitossanitaria de
sementes de pinhao manso no Brasil e mundo. Com base
nisso, o presente trabalho teve como objetivo realizar
um levantamento da populacdo flingica transportada
interna e externamente as sementes, a determinagao
da patogenicidade desses microrganismos a frutos e
plantulas e a sua transmissibilidade fruto-semente e
semente-plantulas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio
de Fitopatologia e em casa de vegetacdo da Universidade
Federal do Tocantins, campus de Gurupi-TO.

Transporte de fungos associados as sementes

O levantamento da populagdo fingica associada as
sementes de pinhdo manso foi realizado por meio do
método do papel de filtro ou “blotter test” (Brasil, 2009).
Para isso, utilizaram-se caixa acrilica tipo Gerbox,
desinfestada com alcool 70%, contendo em seu interior
duas folhas de papel de filtro esterilizadas e umedecidas
com 50 mL de 4gua destilada estéril com adi¢do de
100 ppm de sulfato de estreptomicina. As sementes de
pinhdo manso utilizadas foram provenientes dos estados
da Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo ¢ Tocantins, sendo
todas produzidas no ano agricola de 2008.

As sementes provenientes de cada lote foram
submetidas aos seguintes tratamentos: sem desinfestagcao
com tegumento (SDCT), sem desinfestagdo sem
tegumento (SDST), com desinfestagdo com tegumento
(CDCT) e com desinfestacdo sem tegumento (CDST).
As desinfestagdes foram realizadas emergindo as
sementes em uma sequéncia de solugdo de alcool 70%
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por 30 segundos, hipoclorito de soédio 2% por 2 minutos e
posteriormente agua destilada esterilizada. As sementes ndo
desinfestadas foram lavadas em dgua destilada esterilizada
durante 1 minuto. A remocdo do tegumento foi realizada
com auxilio de um bisturi esterilizado.

As sementes foram dispostas individualmente
e, posteriormente, acondicionadas em camara de
crescimento, tipo BOD, sob temperatura de 25 °C e
fotoperiodo de 12 horas durante sete dias. A avaliacdo
foi realizada sob microscopio estereoscoOpico, aos cinco
dias apds a incubagdo. Para identificagdo dos fungos
laminas foram preparadas e visualizadas em microscopio
de luz, anotando-se a incidéncia (%) de todos os fungos
encontrados. Os fungos foram isolados e cultivados
em meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA). As
espécies de Colletotrichum gloeosporioides e C. capsici
foram identificadas no Laboratério de Micologia da
ESALQ/USP, por meio de analise morfologica, cultura e
molecular.

Os experimentos seguiram o delineamento
inteiramente casualizado, com dez repeti¢cdes, cada
repeticdo consistiu de um Gerbox contendo dez
sementes.

Teste de patogenicidade em plantulas e frutos

A patogenicidade dos fungos transportados pelas
sementes foi avaliada por meio de inocula¢des na parte
aérea de plantulas e frutos dessa espécie oleaginosa.

Para obten¢do das plantulas, 20 sementes foram
desinfestadas, conforme descrito no item anterior, ¢
semeadas em bandejas plasticas contendo substrato
Plantimax® esterilizado. Apds 20 dias da realizacdo da
semeadura, a parte area de plantulas sadias foi pulverizada
com suspensdo de 10° esporos/mL. As suspensdes foram
preparadas a partir de colonias de fungos cultivadas em meio
BDA e incubadas por oito dias em BOD, sob temperatura
de 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. As plantulas inoculadas
foram acondicionadas em camara umida e escura por 72 h.
Ap6s esse periodo, as mesmas foram transferidas para casa
de vegetacdo, onde permaneceram por sete dias.

As avaliagdes dos sintomas foram realizadas dez
dias apo6s a inocula¢do. Posteriormente, realizou-se o
isolamento indireto do fungo, de acordo com Alfenas e
Mafia (2007), com a finalidade de confirmagdo do agente
causal. O experimento seguiu o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), com dez tratamentos (fungos) e 20
repeti¢des. Cada repeticdo consistiu em uma plantula.

Para o teste de patogenicidade em frutos utilizaram-
se apenas os fungos que foram capazes de causar doenga

em plantulas, sendo Colletotrichum gloeosporioides ¢ C.
capsici. Utilizaram-se frutos em estadios semi-maduros,
com coloracdo verde-amarela, colhidos no municipio de
Gurupi-TO. Os frutos foram submetidos a uma assepsia
com hipoclorito de sodio (1%) e, posteriormente, lavados
em agua estéril. Esses foram perfurados superficialmente
com o auxilio de uma agulha esterilizada. Posteriormente,
foi depositado um disco de BDA de cinco mm de
diametro, contendo crescimento micelial de cada fungo.
Utilizaram-se como in6culo estruturas de fungos com
dez dias. Os frutos inoculados foram acondicionados em
Gerbox, conforme metodologia descrita para a incubacao
das sementes. Os experimentos foram instalados em
delineamento inteiramente casualizado, com dez
repeticdes, sendo cada repeticdo composta por dois
Gerbox, contendo cada um cinco frutos. Os frutos foram
avaliados diariamente, por um periodo de 10 dias, quanto
a incidéncia de sintomas. Para a confirmagdo do agente
causal, foi realizado o isolamento do fungo de acordo com
a metodologia descrita para plantulas.

Transmissibilidade fruto-semente e
plantula

Para os fungos que foram patogénicos a frutos,
investigaram-se a transmissdo as suas sementes. Para
isso, os frutos foram inoculados e incubados conforme
descrito anteriormente para o teste de patogenicidade
em frutos. Aos 10 dias apds a inoculagdo, as sementes
foram retiradas do interior dos frutos e submetidas ao
método do papel de filtro ou “blotter test” e incubadas
durante trés dias. As sementes foram analisadas
individualmente sob microscopio estereoscopico e
para identificagdo do fungo laminas foram preparadas
e visualizadas ao microscopio de luz. Os fungos foram
isolados e cultivados em meio de cultura BDA para
confirmagdo. Posteriormente, avaliaram-se a incidéncia
(%) de sementes contaminadas com o fungo inoculado
em frutos. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado. Para cada fungo testado foi utilizado trés
repeticdes, sendo cada repeticdo composta por cincos
frutos. Os frutos testemunhas foram perfurados, porém
receberam discos de BDA sem nenhuma estrutura
flngica.

Quando houve comprovagdo da transmissdo
fruto-semente, outros frutos foram inoculados, e as
sementes obtidas foram semeadas para observagdo
da transmissibilidade semente-plantula. As sementes
infestadas foram semeadas em bandejas plasticas com
28 x 43 c¢m de dimensao, contendo substrato Plantimax®

semente-
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esterilizado. As bandejas foram acondicionadas em casa
de vegetagdo. A umidade do substrato foi mantida por
meio de irriga¢des didrias. Aos dez dias apds a semeadura
avaliaram-se a incidéncia (%) de plantulas sintomaticas,
observando cotilédones, hastes ou folhas. Para confirmacgao
do agente causal da doenga foi realizado o isolamento
indireto do fungo.

Foram utilizadas, para cada fungo, quatro repeticdes,
sendo uma bandeja com dez sementes uma repeti¢do. Para
cada fungo testado, utilizaram-se como testemunha uma
bandeja contendo dez sementes provenientes de frutos
nao inoculados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Transporte de fungos associados as sementes de
pinhdo manso.

De acordo com a Tabela 1, a detec¢do de populagdes
de fungos em sementes de pinhdo manso so6 foi possivel
naquelas que foram submetidas aos tratamentos que
preconizaram a manutengdo do tegumento, onde naquelas
desinfestadas a incidéncia de fungos foi maior. Essa
observacao indica que o tegumento funciona como uma
barreira fisica a infecgdo desses microrganismos em
sementes dessa oleaginosa.

TABELA 1. Taxa de transporte (%) de fungos associados a sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas) submetidas
aos tratamentos sem desinfestacio com tegumento (SDCT), sem desinfestacio sem tegumento (SDST),
com desinfestacio com tegumento (CDCT) e com desinfestacio sem tegumento (CDST), originarias
dos estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia e Tocantins.

Taxa de transporte (%)

Origem Fungos SDCT SDST  CDCT CDST
Colletotrichum capsici 7 - - -
Curvularia sp. 3 - - -
Verticillium sp. 6 - - _
Minas Gerais Fusarium sp. 25 - - -
Penicillium sp. 7 - - -
Aspergillus sp. 6 - 2 -
Alternaria sp. 6 - - -
Curvularia sp. 3 - -
Verticillium sp. 87 - - -
. Fusarium sp. 7 - 1 -
Séo Paulo .
Aspergillus sp. 11 - 2 -
Alternaria sp. 11 - - -
Rhizopus sp. 2 - 2
Aspergillus sp. - - 2 -
. A. Niger - - 2 -
Tocantins R
Verticillium sp. - - - -
Penicillium sp. - - 1 -
C. gloeosporioides 10 - - -
Curvularia sp. 3 - - -
Verticillium sp. 4 - - -
Fusarium sp. 7 - - -
Bahia Penicillium sp. 10 - - -
Aspergillus sp. 50 - 2 -
A. niger 2 - - -
Rhizopus sp. 3 - - -
Alternaria sp. 60 - - -

- Auséncia de fungos
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Para o género Colletotrichum determinadas espécies
ficam externamente, outras internamente na semente.
Estudos histopatologicos em sementes de soja infectadas
por C. truncatum mostram que este fungo usualmente
coloniza o tegumento da semente, formando acérvulos,
mas raramente os tecidos do embrido (Schneider et
al. 1974; Rodriguez-Marcano e Sinclair, 1978). No
entanto, a espécies C. kikuchii causa mancha purpura
em sementes de soja, porém penetra o tegumento através
do funiculo (Sinclair ¢ Backman, 1989). Em sementes
de algodao inoculada com Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, Tanaka et al. (1989) observaram que
o contato das sementes com o inoculo, a partir de 12 até
48 horas, resultou em associacgao tipo infec¢do, decorrente
da penetragdo do fungo pelo tegumento.

Os fungos transportados pelas sementes proveniente
de Minas Gerais foram Colletotrichum capsici, Curvularia,
Verticillium, Fusarium, Penicillium, Aspergillus e
Alternaria. Com excecao de Colletotrichum e inclusdo
de Rhizopus, todos os demais fungos foram encontrados
associados também as sementes oriundas de estado de
Sdo Paulo. Para as sementes provenientes do estado do
Tocantins, apenas os fungos dos géneros Aspergillus,
Verticillium, Penicillium e A. niger foram detectados.

Santos et al. (2009) ao avaliar a qualidade
fitossanitaria de sementes de pinhdo manso produzidas no
Norte de Minas Gerais, detectaram os géneros Fusarium,
Aspergillus, Penicillium e Colletotrichum.

As maiores incidéncias de fungos encontrados
nas sementes provenientes do estado de Minas Gerais
(Tabela 1) foram os géneros Fusarium (25%) e
Colletotrichum (7%). Ja para as sementes oriundas de
Sao Paulo os fungos mais frequentes foram Verticillium
(87%), Alternaria e Aspergillus, ambos com incidéncia
de 11%. Para aquelas produzidas no estado do Tocantins
destacaram os fungos Aspergillus (52%) e Penicillium
(49%). Os fungos com maiores incidéncias em sementes
do estado da Bahia foram Aspergillus (50%), Alternaria
(60%), Colletotrichum gloeosporioides e Penicillium,
ambos com 10%.

Os géneros Fusarium e Aspergillus também foram
encontrados com alta incidéncia em sementes de pinhao
manso em trabalho realizado por Melo et al. (2007) e
Neves et al. (2009), o que corrobora os resultados aqui
encontrados.

Kobayasti et al. (2009) avaliaram a incidéncia de
fungos fitopatogénicos em sementes de pinhdo manso,
produzidas no Mato Grosso, colhidas em frutos secos

e maduros, com e sem desinfestacdo. Em todos os
tratamentos foi possivel a detec¢do de diversos fungos,
fitopatogénicos e nao-fitopatogénicos. A espécie
Colletotrichum gloeosporioides foi encontrada em
sementes ndo desinfestadas produzidas em frutos secos.

Os fungos Aspergillus spp., Rhizopus e Penicillium
spp. estdo relacionados na maioria das vezes as condi¢des
inadequadas de armazenagem, ocorrendo geralmente
apos a colheita ou durante o armazenamento das sementes
(Dhingra et al., 1980; Machado, 1988).

Teste de patogenicidade em pliantulas e frutos

Entre os fungos transportados externamente
as sementes de pinhdo manso apenas as espécies
Colletotrichum gloeosporioides e C. capsici foram
patogénicas as plantulas e frutos (Tabela 2 e Figura 1). Os
demais géneros, alguns conhecidos como fitopatogénicos,
ndo foram aptos a incitarem doencas nas condi¢des
experimentais utilizadas.

TABELA 2. Patogenicidade a plantulas e frutos de
pinhio manso de fungos transportados por
sementes de pinhio manso.

Fungos Plantula Fruto

Colletotrichum capsici + +
Colletotrichum gloeosporioides + +
Curvularia - -
Verticillium - -
Fusarium - -
Penicillium - -
Aspergillus - -
Alternaria - -
A. niger - -
Rhizopus - -

(+) Fungo patogénico, (-) Fungo ndo patogénico

Os sintomas incitados em plantulas de pinhdo manso
pelas espécies Colletotrichum capsici e C. gloeosporioides
foram idénticos, consistiram de lesdes irregulares com
coloragdo castanho-clara a castanho-escura acompanhada
de necrose das nervuras, culminando com a necrose dos
tecidos lesionados (Figural A e B). Estes sintomas sdo
semelhantes aos citados por (Franco e Gabriel 2008;
Freire e Parente 20006).
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FIGURA 1. Sintomas de antracnose ocasionados por Colletotrichum gloeosporioides e C. capsici em plantulas de
pinhdo manso. Aspecto da lesdo dois dias (A) e cinco dias apos a inoculaciao (B).

Transmissibilidade fruto-semente e semente-
plantula

A inoculagdo de frutos maduros de pinhdo manso com
os fungos Colletotrichum capsici ¢ C. gloeosporioides
proporcionou 100% de transmissdo destes patdgenos as

suas sementes (Tabela 3, Figura 2). No entanto, ndo houve

transmissibilidade semente-plantula para estes fungos.
Provavelmente, esta falha na transmissao seja decorrente
de dois fatores, a rapida liberacdo do tegumento pelas
sementes durante o processo de germinacdo e ao fato
destes fungos terem sido detectados apenas externamente
as sementes de pinhdo manso (Tabela 1).

TABELA 3. Transmissibilidade (%) fruto-semente e semente-plantula de espécies de Colletotrichum em pinhao

manso.

Transmissao (%)

Fungos

Fruto-semente Semente-plantula

Colletotrichum capsici
Colletotrichum gloeosporioides

100 -
100 -

(-) sem transmissao

FIGURA 2. Antracnose em frutos e sementes de pinhio manso decorrente da inoculacio de frutos com as espécies
Colletotrichum capsicie C. gloeosporioides. (A) Frutonecrosadocomesporulacdoalaranjadanasuperficie,
(B) Acérvulos na superficie de semente infectada, (C) estrutura acervular de Colletotrichum.
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Entre os agentes patogénicos, os fungos sdo os mais
ativos, tendo uma maior habilidade em penetrar diretamente
nos tecidos vegetais e se alojarem internamente. O in6culo
fungico pode ser transportado via semente, na forma de
micélio e/ou de esporos, mas a taxa de transmissdo do
patdégeno, depende fundamentalmente da quantidade e
localizac¢ao do inoculo na semente. A presenca do patdogeno
no embrido da semente ¢ a maneira mais eficiente de se
garantir a infec¢do da plantula que dela sera originada
(Neergaard, 1979; Machado, 1988; Menten, 1991; Tanaka
e Machado, 1985).

Dessa forma, o tegumento da semente de pinhdo manso
parece funcionar como uma barreira natural impedindo
a penetragdo (infecgdo) de patogenos a sementes. Novos
estudos serdo necessarios para elucidar essa protecao.

CONCLUSOES

Os fungos transportados pelas sementes do pinhdo
manso encontram-se externamente ao tegumento.

As espécies C. capsici e C. gloeosporioides sao
patogénicos a plantulas e frutos de pinhao manso

Os fungos C. capsici e C. gloeosporioides sdo
transmitidos de frutos a sementes, mas ndo sao de sementes
para plantulas de pinhdo manso.
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