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RESUMO: Em experimentos conduzidos em
laboratdrio, diferentes substratos [papel-filtro,
batata-dextrose-dgar (BDA), V-8-dgar, meio
dgar-dgua (AA)] foram comparados visando
selecionar o mais sensivel para deteccdo de
fungos em sementes de cinco cultivares de cebola
(Roxa IPA-03, Composto IPA-06, Franciscana
IPA-10, Vale ouro IPA-11 e Brisa IPA-12). Os
substratos foram testados sem e com congelamento
(=20 °C, durante 24 horas) das sementes. Foram
identificados os seguintes fungos: Aspergillus sp.,
A. niger, A. flavus, Penicillium sp., P. digitatum,
Colletotrichum gloeosporioides f. sp. cepae,
Fusarium sp., F. oxysporum, F. graminearum,
F. equiseti, Chaetomium globosum, Curvularia
lunata, Curvularia sp., Papilaria sp. e Rhizopus sp.
Aspergillus niger foi o mais frequentemente
detectado em todos os tratamentos estudados.
Sob congelamento, os meios mais sensiveis para
deteccdo de A. nigere A. flavus foram BDA e V8,
respectivamente. As cultivares [PA-11 e IPA-6
obtiveram altas percentagens de A. niger.

PALAVRAS-CHAVE: Allium cepa, patologia de
sementes, método blotter, meios de cultura.

Introducao

ABSTRACT: This work was carried out to compare
and evaluate different cultivars (Roxa IPA-03,
Composto IPA-06, Franciscana IPA-10, Vale ouro
IPA-11 e Brisa IPA-12) and culture media used in
the laboratory, with the purpose of selecting the
more sensitive detection of onion seed fungi. In
lab experiments, various methods for seed blotter
testing;, PDA medium; V-8 medium and water-agar
medium were compared regarding the detection
of pathogens in onion seeds. The following fungi
were identified: Aspergillus sp., A. niger, A. flavus,
Penicillium sp., P. digitatum, Colletotrichum
gloesporioides f. sp. cepae, Fusarium sp.,
F. oxysporum, F. graminearum, F. equiseti,
Chaetomium globosum, Curvularia lunata,
Curvularia sp., Papilaria sp. and Rhizopus sp.
Aspergillus niger was the most frequently detected
Sfungus in all treatments. Results showed that under
seed freezing (—20 °C for 24 hours), the selective
media were more sensitive in the detection of A.
niger and A. flavus, followed by BDA and V8,
respectively. The cultivars IPA-11 and IPA-6
presented large percentages of A. niger.

KEYWORDS: Allium cepa, seed pathology. blotter
test. culture media.

As sementes sdo eficientes meios de disseminagdo e
transmissdo de patégenos e, frequentemente os introduzem
em areas isentas (NEERGAARD, 1983). Com o advento do
livre comércio, muitos paises estdo redefinindo suas exigéncias
fitossanitdrias com o objetivo de prevenir a introducdo de
patégenos devastadores em seu pais. Independentemente da
metodologia de deteccdo, a especificidade, a sensibilidade, a
confiabilidade, a eficiéncia do ensaio e uma compreensao de
tolerancia de patdgenos em um lote de sementes precisam ser
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considerados antes de uma técnica ser aceita como um teste
clinico sanitario de semente. Quando aceitaveis, os testes
sanitdrios sdo ferramentas uteis para a gestdo de risco de
doenga e rotineiramente utilizados na avaliacio da qualidade
das sementes (MADDOX, 1998). Sendo assim, ha de se
considerar, também, a necessidade de estabelecimento de
padrdes sanitdrios de sementes no Brasil.

Na literatura, t€m sido publicados diversos trabalhos
relacionados a detecgdo de fungos em sementes de diferentes
culturas e métodos, sendo o teste com papel de filtro o mais
amplamente conhecido e utilizado, embora a incidéncia
de contaminantes, como fungos e bactérias, que crescem
rapidamente neste substrato, possa impedir a frutificagdo dos
fungos-alvo, dificultando a sua identifica¢do e quantificagao,
sobretudo os de crescimento lento (REIS et al., 1999;
ALMEIDA; REIS, 2009).

Outro método de deteccao de fungos, com possibilidade de
uso em andlises rotineiras de patégenos de sementes, sdo 0s
meios seletivos e semisseletivos (REIS et al., 1999). Entre os
protocolos indicados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento-MAPA (BRASIL, 2009) estdo a inspecdo
visual das amostras de sementes, exame da suspensdo de
lavagem, meio dgar s6lido (BDA ou MEA), método do papel
de filtro e especificos para determinadas espécies fungicas.
Para Lucca Filho (1987), os meios de cultura devem ser
utilizados quando outros ndo oferecam condi¢des adequadas
para crescimento vegetativo, esporulacdo e detecciao de
fungos que produzam coldnias caracteristicas. Os meios
de cultura favorecem a germinacdo das sementes, podendo
prejudicar a identificagdo dos fungos a elas associados
(COUTINHO et al., 2001). O meio dgar suco de tomate,
mais 6% de cloreto de sédio, é recomendado para detecgdo
de fungos de armazenamento, como o género Aspergillus,
que se desenvolve em alta concentragdo osmotica. Esse meio,
também, nao favorece a germinagdo das sementes, facilitando
a identificacdo de fungos ao examinar as sementes inteiras
(NEERGAARD, 1983).

Atualmente, poucos trabalhos relacionados a métodos
de deteccao de fungos em sementes de cebola tém sido
encontrados. Assim, o presente trabalho teve como objetivo
comparar e avaliar diferentes métodos para a detec¢do de
fungos em 5 cultivares de cebola.

Material e Métodos

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Patologia
de Sementes do Instituto Agrondmico de Pernambuco-IPA.
Utilizaram-se sementes de 5 cultivares de cebola (Roxa IPA-03,
Composto IPA-06, Franciscana IPA-10, Vale ouro IPA-11 e
Brisa IPA-12).

Os tratamentos foram constituidos de diferentes
substratos BDA (extrato de 200 g de batata + 20 g de
dextrose + 17 de 4gar/L), dgar-dgua — AA, V8 (meio com
200 mL suco + 2,0 g de CaCO,/L)) e papel de filtro e dois
métodos de incubacdo, sem e com congelamento.

Meétodo de incubacao de sementes sem
congelamento

As sementes foram desinfestadas com solucdo de NaClO 2%
por 3 minutos, dgua destilada esterilizada (ADE) na proporcao
de 1:3 (v:v) por 1 minuto e lavagem por duas vezes em ADE.
Em seguida, 20 sementes de cada cultivar foram colocadas
em placas de Petri, contendo os substratos citados acima e em
condicdes assépticas. Logo apds, as sementes foram incubadas
em luz fluorescente durante 7 dias, a temperatura de 28 +2 °C,
sob alternancia luminosa (12 horas claro/12 horas escuro), em
camara de crescimento.

Meétodo de incubacao de sementes com
congelamento

Depois da desinfestagdo das sementes, realizada da mesma
maneira descrita no item anterior, as sementes foram mantidas
em camara de crescimento a temperatura de 25 + 2 °C, sob
alternancia luminosa (12 horas claro/12 horas escuro), durante
24 horas. Depois desse periodo, foram congeladas a—20+2 °C,
pelo mesmo tempo, sendo, em seguida, submetidas aos
diferentes substratos e incubadas nas condi¢des ja referidas
anteriormente.

O teste de patogenicidade foi realizado com os fungos
detectados no levantamento que apresentaram maior frequéncia
e importancia, para tanto foram cultivados em meio BDA
por sete dias. Em seguida, as sementes foram imersas, por
30 minutos, em uma suspensao de 10° conidios/mL de cada
fungo, secas a temperatura ambiente e submetidas ao teste do
papel de filtro. Das sementes ou plantulas que desenvolveram
sintomas, foram retirados fragmentos e realizado o isolamento.
A avaliacdo da patogenicidade foi feita verificando-se os
sintomas causados pelos fungos inoculados com o auxilio de
microscépio Optico.

As avaliagdes quantitativa e qualitativa dos fungos
associados as sementes foram realizadas apés 7 dias de
incubagdo, examinando-se, individualmente, as sementes
ao microscopio estereoscOpico e microscopio Optico. Os
géneros dos fungos foram identificados com base em suas
caracteristicas morfoldgicas e as espécies, com o auxilio
de literatura especifica. O delineamento estatistico foi o
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cdes/tratamento. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey,
ambos a 5% e transformados em arco-seno raiz ((x + 1)/100).

Resultados e Discussao

No geral, foram identificados nas sementes de cebola
os seguintes fungos: Aspergillus sp., A. niger, A. flavus,
Penicillium sp., P. digitatum, Colletotrichum gloeosporioides
f. sp. cepae, Fusarium sp., F. oxysporum, F. graminearum,
F. equiseti, Chaetomium globosum, Curvularia lunata,
Curvularia sp., Papilaria sp. e Rhizopus sp. (Figura 1). No
teste de patogenicidade realizado com os fungos A. niger,
A. flavus, Penicillium sp., Curvularia lunata, Fusarium sp. e
Chaetomium globosum, apenas o dltimo ndo foi patogénico.
Nos meios BDA e V8, observou-se ampla gama de espécies
flingicas nas sementes e, para alguns deles, alta incidéncia,
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quando comparados com os demais substratos (Tabela 1).
A Curvularia lunata apresentou maior incidéncia sobre o
meio AA, independente da cultivar e temperatura utilizada.
Aspergillus flavus e C. gloeosporioides f. sp. cepae foram
detectados nas cultivares IPA-3 e IPA-10, respectivamente.
A presenca do género Colletotrichum, mesmo com uma
incidéncia menor nas cultivares estudadas, demonstra a
necessidade do monitoramento e controle da qualidade
sanitdria na produgdo de sementes, devido a importancia desse
patégeno para a cultura da cebola e por constituir uma das
formas de transmissdo e disseminacio da antracnose, ou mal
de sete voltas, nos campos de producdo (MASSOLA JUNIOR;
JESUS JUNIOR; KIMATI, 2005; HILL, 2008).
Observou-se a associacdo de diferentes espécies de
Fusarium as sementes das cultivares de cebola, contudo, a
importancia patolégica e epidemioldgica desta associacio
tem sido pouco estudada (BOFF et al., 1995). Segundo
(MANNERUCCI et al., 1987; KLOKOAAR-SMIT et al.,
2008), as espécies mais frequentemente associadas a podriddo
de cebola no campo e armazenamento sao F. oxysporium f.sp.

cepa, F. solani e F. proliferatum, causando, respectivamente,
a podridao basal, retardando o crescimento inicial e producio
de importantes micotoxinas.

Em todos os tratamentos estudados, independente do
meio utilizado e das mesmas terem sido congeladas ou nao,
constatou-se maior incidéncia de A. niger que diferiu das
demais espécies identificadas (Tabela 2). Estes resultados estdo
de acordo com El-Nagerabi e Abdalla (2004) que, utilizando
os substratos BDA e papel de filtro, identificaram 19 géneros,
destacando-se o Aspergillus, com, aproximadamente, 42,1%
das coldnias fingicas encontradas. Entre as espécies deste
género, mais de 19% das coldnias detectadas eram de A. niger.
Ainda de acordo com esses autores, o meio BDA apresentou
maior quantidade e diversidade de fungos do que no papel de
filtro.

Os resultados demonstram que, no tratamento com
congelamento (=20 °C por 24 horas), os meios mais
sensiveis para deteccdo de A. niger e A. flavus, foram BDA
e V8, respectivamente (Figura 2). Em estudo com sementes
Pterogyne nitens, utilizando-se diferentes métodos de detecgio,

Figura 1. Alguns fungos detectados em sementes de cebola, a) e b) Aspergillus niger; c) Aspergillus flavus; d) Curvularia lunata; e) e f) Chaetomum globosum;
g) Penicillium sp.; h) Fusarium sp.

Tabela 1. Incidéncia média dos fungos detectados em diferentes substratos, independente da cultivar e do congelamento ou nio das sementes de cebola.

Incidéncia de fungos (%)

Substrato

An Af F Fe Fg Fo P Pd Cg C Cl Co Pa R
BDA 0,50a 5240a 040ab 0,10a 0,00a 005a 000a 0,05ab 0,00a 0,05a 020a 0,00b 0,10a 0,00a 045ab
V8 0,00a 3520b 0,85a 0,00a 0,05a 0,00a 005a 0,10ab 0,00a 0,00a 0,05a 0,00b 020a 005a 025b
AA 0,00a 24,05c¢ 0,10a 0,00a 0,05a 000a 000a 000b 005a 0,00a 0,10a 020a 000a 000a 0,00b
Blotter test 0,55a 3,05d 0,10a 0,00a 0,00a 0,00a 000a 025a 0,15a 000a 000a 000b 0,00a 000a 1,05a
CV (%) 40,51 24,39 3566 13,89 10,05 694 694 1941 14778 6,94 1288 13,02 18,37 694 3883

A=Aspergillus spp.; An=Aspergillus niger; Af =Aspergillus flavus; F = Fusarium spp.; Fe = Fusarium equisete; Fg = Fusarium graminearum; Fo= Fusarium oxyporium;
P = Penicillium spp.; Pg = Penicillium digitatum; C = Curvularia spp.; Cl = Curvularia lunata; Co = Colletotrichum gloesporioides f. sp. cepae. Pa = Papilaria;
R = Rhizopus spp. Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna sdo estatisticamente iguais, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Dados transformados

para Arco-seno raiz ((x + 1)/100).
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Figura 2. Incidéncia média dos fungos em sementes de diferentes cultivares de cebola, com ou sem congelamento. BDA = batata-agar-dextrose; AA = dgar-dgua;

V8 =suco V8- CaCO3; BT = método do blotter test.

verificou-se que, no papel de filtro com congelamento, houve
reducdo na incidéncia dos fungos dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Cladosporium (NASCIMENTO et al., 2006).
Na incidéncia média de A. niger, foi observada uma
interagdo significativa entre cultivar, substratos e congelamento,
observando-se maior incidéncia nas cultivares IPA-11 e IPA-6
(Tabela 3). Também se constatou no meio BDA, com ou sem

congelamento, incidéncia de A. niger de 49,9% e 54,9%,
respectivamente, que diferiu significativamente dos demais
meios. A presenca de Aspergillus em alta porcentagem reduz
a viabilidade das sementes, por causar a perda da capacidade
germinativa com a morte do embrido (MENTEN, 1995). De
acordo com Lorbeer, Ransom e Tuffley (2000), A. niger pode
ser capaz de infectar sementes de cebola através das flores do
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Tabela 2. Incidéncia média de fungos em sementes de diferentes cultivares de cebola independente do substrato e congelamento empregados.

Fungo Cultivar (%)

IPA-3 IPA-6 IPA-10 IPA-11 IPA-12
Aspergillus spp. 0,63 a 0,38 a 0,13 a 0,19 a 0,00 a
A. niger 23,38 b 39,56 a 16,44 ¢ 42,63 a 21,40
A. flavus 1,06 b 0,38 b 0,19b 0,19b 0,00 b
Fusarium spp. 0,00 a 0,00 a 0,19 a 0,00 a 0,06 a
F. equisete 0,06 a 0,00 a 0,06 a 0,00 a 0,00 a
F. graminearum 0,00 a 0,00 a 0,06 a 0,00 a 0,00 a
F. oxysporium 0,00 a 0,00 a 0,06 a 0,00 a 0,00 a
Penicillium spp. 0,00 a 0,19 a 0,19 a 0,13 a 0,00 a
P. digitatum 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,25 a
Chaetomium globosum 0,06 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
Curvularia spp. 0,06 a 0,00 a 0,15a 0,00 a 0,00 a
C. lunata 0,00 a 0,00 a 0,19 a 0,00 a 0,06 a
Colletotrichum gloesporioides f. sp. cepae 0,00 b 0,00 b 0,31 a 0,06 ab 0,00 b
Papilaria spp. 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,25 a
Rhizopus spp. 0,38 ab 1,00 a 0,00 b 0,25 ab 0,56 ab
CV (%) 35,86 27,53 30,33 26,85 29,57

Médias seguidas de mesma letra mintdscula na coluna sdo estatisticamente iguais, de acordo com o teste de Tukey (p < 0,05). Dados transformados para arco-seno

raiz ((x + 1)/100).

Tabela 3. Incidéncia média do Aspergillus niger em sementes de cultivares de cebola, com e sem congelamento, sob diferentes substratos.

Sem congelamento

Com congelamento

Cultivar Substratos Substratos Médi;.i geral
Cultivares
BT AA BDA V8 BT AA BDA V8

Roxa IPA 03 0.5 Bc 8,0 cdC 53,5aA 36,5 aB 0.5aC 17,5 bB 37,0 cA 33,5bA 23,38b
Composto IPA 06 4.0 abC 30,5 abB 53,5 aA 49,5 aA 1.5aC 43,5 aB 68,5 aA 65,5 aA 39,56 a
Franciscana IPA 10 0.0 bC 1,0dC 49,0 aA 18,0 bB 0.5 aB 1,0 cB 52,5 bA 9,5¢cB 16,44 b
Vale ouro IPA 11 13.5aC 37,0 aB 63,0 aA 43,0 aB 8.5aD 44,0 aC 75,5 aA 56,5 aB 42,63 a
Brisa IPA 12 0.0 bB 22,0 abA 30,5 bA 22,0 bA 1.5aC 36,0aA  41,0bcA  18,0cB 21,38 b
Total dos substratos 18,0 D 19,7C 49,9 A 33,8 B 12,5D 28,4 C 549 A 36,6 B

CV (%) =24,48

BT = método do blotter test; AA = meio dgar — dgua; BDA = meio batata —dextrose — dgar; V8 = suco de V8 — CaCO, — dgar. Médias seguidas de mesma letra
mindscula na coluna e maitiscula na linha sdo estatisticamente iguais, de acordo com o teste de Tukey (p <0,05). Dados transformados para Arco-seno raiz ((x+1)/100).

A interagdo cultivar x substrato x temperatura foi significativa.

periodo, apds desdobramento da bainha (a partir da umbela
e com floretes fechados), até a formacdo de capsula. Além
disso, o A. niger pode ser transmitido de sementes de cebola
infestadas para sementes e solo (KOYCU; OZER, 1997). A
maior incidéncia deste patdgeno indica possiveis problemas de
armazenamento das cultivares de cebola estudadas, ja que este
¢ influenciado por diversos fatores, dentre eles, temperatura e
umidade relativa (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Conclusodes

* O meio BDA foi o substrato que melhor proporcionou
maior desenvolvimento fingico, nos métodos estudados;

* No congelamento de sementes de cebola, BDA e V8 foram
os substratos mais sensiveis para deteccdo de A. niger e
A. flavus, respectivamente;

* Aspergillus niger foi o fungo mais frequentemente
detectado em todos os tratamentos estudados; e
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e Ascultivares [PA-11 e IPA-6 obtiveram altas percentagens
de A. niger.
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