Ciéncia Rural, Santa Maria, v.43, n.5, p.764-770, mai, 2013

ISSN 0103-8478

Incidéncia e viabilidade de sementes crioulas de milho naturalmente infestadas com
fungos em pré e pés-armazenamento

Incidence and viability of creole seeds of corn naturally infested with fungi in pre-and
post-storage
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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a qualidade
sanitaria e fisiologica de quatorze variedades de sementes de
milho crioulas em pré e pos-armazenamento em embalagens de
polietileno tereftalato (PET). Houve efeito das variedades e das
épocas de avaliagdes sobre a incidéncia de fungos e germinagdo.
Dentre a micobiota observada, Fusarium moniliforme (88%),
Penicillium spp. (6,9%) e Aspergillus spp. (2,1%) tiveram a
maior porcentagem de incidéncia. Apos o armazenamento, houve
decréscimo de F. moniliforme (69%) e aumento de Penicillium
spp. (35%) e Aspergillus spp. (22%). A incidéncia desses fungos
ndo comprometeu a qualidade fisiologica das sementes, que
apresentaram elevadas porcentagens de vigor e germinagdo.

Palavras-chave: Zea mays, teste de sanidade, fungos patogénicos,
germinagdo, vigor.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the sanitary
and physiological quality of fourteen varieties of creole corn seeds
in pre-and post-storage in packaging of polyethylene terephthalate
(PET). Among the mycobiota observed Fusarium moniliforme
(88%,), Penicillium spp. (6,9%) and Aspergillus spp. (2,1%) had
the highest incidence. After storage there was a slight decrease
in the percentage of F. moniliforme (69%) and a increase of
Penicillium spp. (35%) and Aspergillus spp. (22%). The incidence
of these fungi did not compromise the physiological quality of seeds
that showed high percentages of vigor and germination.
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INTRODUCAO

O milho ¢ um dos cereais mais cultivados
em todo o mundo, sendo importante na alimentagao

humana e animal. A partir dos anos 50, ocorreu uma
série de transformagdes na agricultura, entre as quais
as alteragdes genéticas foram, talvez, as que mais
afetaram a vida dos agricultores (MENEGUETTI
et al., 2002). Ao longo dos anos, as variedades
crioulas foram substituidas por hibridos e materiais
melhorados geneticamente.

As variedades crioulas tendem a tolerar
melhor as variagdes ambientais e s3o mais resistentes
ao ataque de patdgenos por serem mais adaptadas
as condigdes locais. As populagdes “crioulas”
sdo materiais importantes para o melhoramento
genético, pelo elevado potencial de adaptagdo que
apresentam em condi¢des ambientais especificas
(PATERNIANI et al., 2000) e, por constituirem fonte
de variabilidade genética, podem ser exploradas na
busca por genes tolerantes e/ou resistentes aos fatores
bidticos e abidticos (ARAUJO & NASS, 2002). Para
ANTONELLO et al. (2009), as variedades crioulas
sdo importantes para os pequenos agricultores, que as
utilizam amplamente em sua base alimentar, na dieta
de suas familias ¢ animais, manutengdo da historia
(tradi¢des), cultura e costumes das comunidades e
como fonte de renda.

A utilizagdo de sementes de qualidade
comprovada constitui-se em fator preponderante
para o estabelecimento das lavouras, possibilitando
maiores produgdes. Asemente ¢ um fator determinante
do sucesso ou fracasso da producdo, uma vez que
contém todas as potencialidades produtivas da
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planta e ¢ praticamente o Unico insumo ao alcance do
pequeno agricultor (COSTA & CAMPOS, 1997). No
Brasil, entrou em vigor a lei de sementes n.10.711/03,
em que as sementes crioulas passam a ser oficialmente
reconhecidas. Entretanto, a lei ndo regulamenta o
controle de qualidade do material crioulo, ao contrario
das cultivares comerciais existentes no mercado
(CAMPOS et al., 2000).

Muitos patdgenos podem comprometer a
qualidade das sementes e estes podem ser divididos
em dois grupos: os de campo e os de armazenamento
(MILLER, 1995; TANAKA et al.,, 2001). Dentre
os principais fungos de campo patogénicos do
milho, destacam-se o Fusarium moniliforme
lato sensu (Sheld.), Stenocarpella maydis (Berk),
Cephalosporium sp. (PINTO, 2000) e os fungos
considerados de armazenamento pertencem ao género
Penicillium e Aspergillus (MILLER, 1995).

No norte de Minas Gerais, a cultura do
milho ¢, em alguns casos, a principal fonte de renda dos
agricultores familiares. Porém, ndo had informacdes
sanitarias e fisioloégicas de como produzir sementes
crioulas de boa qualidade respeitando as normas
de controle, baseando-se em agdes preventivas que
garantam a manutencdo dessa qualidade ao longo
do processo de produgdo. Dessa forma, objetivou-
se, neste trabalho, avaliar a qualidade sanitaria e
fisiologica de sementes de variedades crioulas de
milho em pré e pdés-armazenamento em embalagens
de polietileno tereftalato (PET).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de 14
variedades de milho crioulas, provenientes do
municipio de Porteirinha-MG e colhidas na safra
2006/2007. Durante o periodo de produgdo das
sementes, foram coletados os dados médios mensais
de temperatura (°C) e umidade relativa do ar (%),
além dos dados totais de precipitacio (mm). No
laboratorio de Fitopatologia da Universidade Federal
de Minas Gerais do Instituto de Ciéncias Agrarias da
(ICA/UFMG), realizaram-se os testes de qualidade
sanitaria logo ap6s a colheita, em maio de 2007, e
apds o armazenamento das sementes, em dezembro
de 2007. Amostras de lkg de sementes foram pré-
armazenadas em sacos de papel kraft, assim que foram
colhidas, e posteriormente conduzidas ao laboratdrio
para procederem as analises de sua micobiota. O
restante das sementes foi armazenado em camara
seca (22°C e 35-45% UR), p6s-armazenamento, em
garrafas PET (polietileno tereftalato) por um periodo
de sete meses.
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Para verificar a micobiota das sementes
de milho, utilizou-se o teste de sanidade por meio
do método do papel de filtro com congelamento
(MACHADO, 2000). As sementes foram
desinfetadas em hipoclorito de sddio 2% por trés
minutos e, em seguida, lavadas trés vezes em agua
destilada esterilizada, sendo, posteriormente, secas
em camara de fluxo laminar. Apos, as sementes foram
acondicionadas em caixas gerbox (llxlIx3cm)
esterilizadas (4lcool 70%), contendo duas folhas de
papel germinativo umedecidos com meio agar-dgua
(10%). Inicialmente, as sementes foram mantidas
em camara incubadora BOD por um periodo inicial
de 24 horas sob temperatura 25+2°C e, em seguida,
em congelador (-20°C) por 24 horas, e finalmente
retornadas a incubadora a 25+2°C durante sete dias,
sob fotoperiodo de 12 horas de luz fluorescente
branca. Foram utilizadas 20 repeticdes com 20
sementes por parcela, totalizando 400 sementes, para
a realizagdo do teste de sanidade (BRASIL, 2009a).
Apbs a incubagdo, as sementes foram examinadas sob
microscopio estereoscopico e, quando necessario,
foram feitas ldminas com as estruturas dos fungos
para a visualizag@o e identificacdo em microscopio
composto. A identificagdo de F. moniliforme foi
realizada seguindo a chave de classificagdo de
VENTURA (2000). Aspergillus e Penicillium foram
identificados utilizando a chave de identificagdo
descrita por KLICH & PITT (2002).

O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualisado (DIC) e os
fungos de maior incidéncia foram submetidos a
analise fatorial em duas épocas de avaliacdo das
sementes (esquema fatorial 2x3; avaliacdo em pré e
poés-armazenamento e trés espécies de fungos).

No Laboratério de Analise de Sementes
(LAS) do ICA/UFMG, avaliou-se a qualidade
fisiologica das 14 variedades de milho crioulo. Para
tanto, as sementes foram submetidas ao teste padrao
de germinagdo prescrito pelas Regras para Analises
de Sementes (BRASIL, 2009), em germinador tipo
Mangelsdorf a temperatura de 25°C constante.
As sementes foram consideradas germinadas pela
ocorréncia da protrusdo da radicula em Smm.
O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) arranjado em esquema
fatorial 14x2 (sementes de quatorze variedades de
milho crioulo e duas épocas de avaliacao das sementes
em pré e poés-armazenamento) com quatro repeticdes
e 25 sementes por parcela.

Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott a (P<0,05) de probabilidade. Também
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foi realizada analise de correlagdo linear de Pearson
entre a incidéncia dos fungos, germinagdo e vigor.
A significancia dos coeficientes de correlagdo foi
verificada pelo teste F a (P<0,05) de probabilidade.
Os dados de percentagem foram transformados para

y = arc sen (4/x /100 ).
RESULTADOS E DISCUSSAO

A maior incidéncia de fungos nas
sementes de milho crioulo produzidas no municipio
de Porteirinha-MG foi de Fusarium moniliforme,
seguidos por Penicillium spp. e Aspergillus spp.
Resultado similar foi relatado por JORGE et al. (2005),
em que variedades de milho apresentaram incidéncia de
F. moniliforme acima de 62% nas sementes. A maior
incidéncia de Penicillium spp. e Aspergillus spp. foi
verificada na variedade Cateto Ana (16,5%) e Cateto
Crioulo (8,25%). Os demais fungos encontrados foram
Drechslera sp. em porcentagens abaixo de 1,75%,
Trichoderma sp. a 19,5% e Exerohilum turcicum a
0,25% (Tabela 1). Exerohilum turcicum ¢ um dos
principais patdgenos da cultura do milho, parasitando
a parte aérea das plantas e também infectando as
sementes (BRASIL, 2009a).

As espécies encontradas no presente
trabalho podem ser divididas em fungos que sdo
transmitidos as plantas e plantulas via sementes, como
Fusarium moniliforme ¢ fungos de armazenamento,
em que se enquadram espécies como Penicillium spp.
e Aspergillus spp. (WAGNER & MITSCHUNAS,

2008; SOLORZANO & MALVICK, 2011). Esses
microrganismos sa0 os mais frequentemente encontrados
em sementes de milho (JORGE et al., 2005).

Houve diferenca estatistica entre as
variedades e as épocas de avaliacdo para os trés
principais fungos analisados. No pré-armazenamento,
as variedades Branco da Barra, Coruja, Tupiniquim
Doce e Catingueiro tiveram maiores porcentagens
de sementes infectadas com F. moniliforme, quando
comparadas as outras variedades (Tabela 2). De
maneira geral, apds o armazenamento das sementes,
houve ligeiro decréscimo desse fungo. Resultados
semelhantes foram observados por MACEDO
et al. (2002) em dois lotes de sementes de arroz,
armazenados por doze meses em plastico trancado,
que apresentou decréscimo pouco acentuado de F.
moniliforme. Quanto aos fungos de armazenamento,
Penicillium spp. e Aspergillus spp., em geral, houve
aumento na incidéncia apds os sete meses para todas
as variedades, entretanto, diferencas estatisticas para
o efeito da época de avaliacdo ndo foram observadas
em relacdo a Penicillium spp. para as variedades
Santo e Coruja, bem como Aspergillus spp. para as
variedades Santo, Tupiniquim Doce e Amarelinho
(Tabela 2). Os fungos de armazenamento, por sua
vez, estdo presentes nas sementes recém-colhidas,
geralmente em porcentagens muito baixas e sdo
capazes de sobreviver em ambiente com baixa
umidade, proliferando em sucessdo aos fungos de
campo, causando a deterioracdo das sementes, além
de produzirem toxinas que causam intoxica¢des em

Tabela 1 - Incidéncia (%) de fungos associados as sementes das variedades de milho crioulo.

Variedades FUS PEN ASP DRE TRIC EXE"
Amarelao 91,25 0,25 0,25 0,00 0,00 0,00
Santo 83,25 11,50 5,75 0,00 0,00 0,00
Asteca 76,00 4,75 1,00 0,00 0,00 0,00
Branco da barra 98,50 0,75 2,00 0,00 0,00 0,00
Coruja 88,25 6,25 0,00 0,00 19,5 0,00
Tupiniquim doce 99,00 2,75 2,50 1,25 0,00 0,25
Cateto ando 99,50 16,50 0,00 0,25 0,00 0,00
Catingueiro 99,75 4,75 3,25 0,75 0,00 0,00
Cateto crioulo 91,25 6,25 8,25 0,00 0,00 0,00
Caigara 84,25 1,50 1,50 1,25 0,00 0,00
Amarelinho 79,00 7,25 0,00 0,00 0,00 0,00
Tio Jodao 90,75 12,75 0,50 1,75 0,00 0,00
Mineiro amarelo 79,50 4,50 2,50 1,50 0,00 0,00
Flor do campo 62,75 2,00 2,00 0,00 0,00 0,00

* FUS (Fusarium moniliforme), PEN (Penicillium spp.), ASP (Aspergillus spp.), DRE (Drechslera sp.), TRIC (Trichoderma sp.), EXE

(Exerohilum turcicum).
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armazenadas (POS).

Tabela 2 - Incidéncia (%) de F. moniliforme, Penicillium spp. e Aspergillus spp. nas sementes de milho crioulo pré (PRE) e pos-

............. F. moniliforme

Penicillium spp

Aspergillus spp-------------

Variedades

PRE POS PRE POS PRE POS
Amareldo 90,81 Ab 90,75 Aa 0,26 Bb 14,25 Da 0,26 Cb 12,75 Da
Santo 83,06 Aa 79,56 Ba 11,50Aa 19,00 Da 5,75 Ba 3,75 Ea
Asteca 76,00 Aa 55,25 Cb 11,25Ab 83,25 Aa 1,01 Cb 72,43 Aa
Branco da barra 97,43 Cb 85,56 Ba 0,76 Bb 24,50 Ca 1,76 Cb 13,75 Da
Coruja 97,18 Cb 62,31 Ca 6,75 Aa 12,00 Da 0,01 Cb 4,75 Ea
Tupiniquim doce 97,93 Cb 96,93 Aa 2,76 Bb 30,50 Ca 2,50 Ba 6,50 Ea
Cateto anao 94,75 Bb 79,00 Ba 16,50Ab 45,68 Ba 0,26 Cb 38,25 Ca
Catingueiro 98,50 Cb 93,62 Aa 10,75Bb 47,75 Ba 3,25 Bb 51,25 Ba
Cateto crioulo 91,00 Aa 33,12 Db 6,25 Ab 55,50 Ba 8,25 Aa 12,50 Eb
Caigara 93,00 Ab 90,50 Aa 2,75 Bb 38,18 Ca 1,51 Cb 6,00 Ea
Amarelinho 78,87 Aa 26,75 Db 7,25 Ab 32,12 Ca 0,01 Ca 3,25 Ea
Tio Jodo 90,37 Aa 68,93 Ba 12,75Aa 21,25 Ca 0,51 Cb 24,25 Da
Mineiro amarelo 81,31 Ab 81,56 Aa 4,50 Bb 18,75 Da 2,50 Bb 40,25 Ca
Flor do campo 62,75 Aa 23,75 Db 2,00 Bb 50,43 Ba 2,01 Cb 23,25 Da
CV (%) 38,86 66,28 74,07

* Médias nao seguidas pela mesma letra, minfiscula nas colunas, e mailiscula nas linhas para a época de avaliagdo diferem entre si pelo teste

Scott-Knott e F, respectivamente, a 5% de probabilidade.

humanos e animais (MILLER, 1995; CARVALHO
& NAKAGAWA, 2000). O tempo de sobrevivéncia
desses fungos nas sementes estd diretamente
relacionado com as condigdes de ambiente do
armazém, teor de agua, inoculo inicial, tipo de
espécie ou variedade e estado fisico (WICKLOW et
al., 1998).

A altaincidéncia de F. moniliforme no pré-
armazenamento pode estar associada as condic¢des
ambientais durante a producdo das espigas. Os fungos
de campo necessitam de umidade relativa elevada,
acima de 80% para completarem seu ciclo biologico,
enquanto os fungos considerados de armazenamento
demandam de menor quantidade de agua para
proliferarem durante o periodo de pods-colheita
(NEVES, 2007). Os dados meteorologicos médios
mensais registrados nos meses de janeiro e fevereiro
apresentaram temperatura média de 29 e 26,4°C, altos
indices de umidade relativa do ar (82 e 85,5%) em
decorréncia do periodo chuvoso com precipitagdes
de 129,8 e 272,9mm, respectivamente (INMET,
2007), periodo caracteristico da regido do norte de
Minas Gerais (de acordo com Koeppen, o clima
¢ denominado Aw — clima tropical de savana com
inverno seco ¢ verdo chuvoso, também classificado
como semiarido). Nesses meses, as plantas estavam
na fase de pendoamento, em seguida, de enchimento
de graos e as chuvas, aliadas a alta umidade podem ter
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contribuido para o estabelecimento F. moniliforme
nas sementes. SARTORI et al. (2004) verificaram
que este fungo pode ser transmitido até 45 dias apds
a semeadura para diferentes 6rgios da planta, a partir
de sementes de milho naturalmente infectadas. A
incidéncia de F. moniliforme reduziu com o periodo
de armazenamento em condi¢des convencionais,
fato também descrito por WICKLOW et al. (1998);
OLIVEIRA et al. (1997) e TANAKA et al. (2001).
Entretanto, apesar da reducdo de F. moniliforme,
apos sete meses de armazenamento, a incidéncia
manteve-se alta para grande parte das variedades,
provavelmente devido as condigdes inerentes ao
armazenamento, como teores de gases e umidade no
interior das garrafas PET. WEINBERG et al. (2008)
verificaram que sementes de milho armazenadas
em recipientes fechados com 20 a 22% de umidade
apresentaram menores taxas de germinagdo e
maior crescimento de leveduras e bactérias, além
do aumento de didxido de carbono em relagdo ao
oxigénio, levando a producdo de etanol e acido
acético no recipiente. Além disso, caracteristicas
do lote de sementes, especialmente o estado fisico,
teor de agua e indculo inicial, podem ter contribuido
para a manutengdo desse fungo. E provéavel que essas
hipoéteses se apliquem no presente trabalho. Contudo,
seriam necessarios futuros desdobramentos para
atestar tal probabilidade.
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O fungo F. moniliforme ¢é um dos
patégenos que causa podriddao do colmo e da espiga
de milho, acarretando queda na produtividade da
cultura (SARTORI et al., 2004). Sabe-se ainda que
esse fungo pode, saprofiticamente, manter-se nos
tegumentos remanescentes das sementes e também
sobreviver em restos culturais. Esse patdgeno pode
ser transportado pelas sementes e as consequéncias
sdo: a introdugdo em areas isentas, o aumento do
indculo na area e a reducdo da qualidade fisiologica
das sementes (MACHADO, 2000). Existem trabalhos
controversos quando se trata do efeito de patdogenos
sobre a qualidade fisiologica de sementes de milho.
PINTO (2000) constatou que F. moniliforme,
Penicillium sp. e Aspergillus spp. ndo afetaram a
germinacdo de sementes de milho, enquanto que
LUCCA FILHO (1984) afirmou que esses mesmos
patégenos e Diplodia maydis podem contribuir para a
reducdo do poder germinativo de sementes de milho.

No presente trabalho, os patogenos
mencionados ndo comprometeram a qualidade
fisiologica das sementes de milho. Quando se realizou
andlise de correlacdo linear de Pearson entre os fungos
detectados, a germinacdo e vigor das sementes (Tabela
3), pdde-se observar que ndo houve relacdo entre as
variaveis analisadas, corroborando os resultados
encontrados por PINTO (2000). Isso indica que os
fungos encontrados sdo infestantes e ndo infectavam
as sementes. Considera-se infestacdo a associagdo
do patégeno a um tecido sem atividade enzimatica,
superficial ou externo e uma infecc¢do, quando ocorre em
um tecido interno, com atividade vital (MACHADO,
2000). No solo, esses fungos podem atacar as sementes
de milho, principalmente, quando a semeadura ¢
realizada em condi¢des nao ideais, isto €, em solo
frio e timido, onde ha impedimento da germinagdo
ou reducdo da velocidade de emergéncia, propiciando
uma maior exposicio ao ataque dos fungos (PINTO,

2000). Dessa forma, recomenda-se o tratamento das
sementes analisadas visando principalmente a protecao
contra fungos de solo.

O nivel da qualidade fisiologica das
sementes (Tabela 4) pode ser avaliado por meio
de parametros fundamentais: viabilidade e vigor
(POPINIGIS, 1985). Das variedades analisadas, 13
alcancaram percentagens de germinagdo superiores
a 90% no periodo anterior ao armazenamento. Treze
variedades ndo diferiram estatisticamente, tendo as
variedades Santo e Amareldo apresentado menor
germinacdo. Das variedades analisadas, apenas a
variedade Amareldo apresentou-se inferior ao padrdo
exigido (85%), inviabilizando sua comercializagdo.
Provavelmente, esse resultado pode estar relacionado
a problemas especificos do lote amostrado; contudo,
apos o armazenamento, todas as variedades atenderam
as exigéncias da legislacdo.

O armazenamento em garrafas PET, deuma
forma geral, apresentou-se eficiente na manutencao
da qualidade fisiologica e, em menor propor¢do,
na qualidade sanitiria das sementes. Resultados
similares foram descritos por ANTONELLO et
al. (2009), que verificaram os efeitos positivos de
embalagens pldsticas na manutencdo da qualidade
das sementes de milho crioulo. SILVA et al. (2005)
afirmaram que as embalagens plasticas propiciaram
um baixo nivel de oxigénio em seu interior, limitando
a presenca de insetos-praga e fungos.

CONCLUSAO

Assementes crioulasde milho apresentaram
micobiota diversificada, tendo como os principais
representantes os fungos Fusarium moniliforme,
Penicillium spp. e Aspergillus spp. A incidéncia de
F. moniliforme foi maior em pré-armazenamento,
enquanto Penicillium spp. e Aspergillus spp. em

Tabela 3 - Coeficiente linear de Pearson (r) entre médias de incidéncia de F. moniliforme, Penicillium spp. e Aspergillus spp. e porcentagem
de germinagéo e vigor de sementes de milho crioulo em pré e pds-armazenamento.

Vigor (%) Germinagao final (%)-----------=----------
Fungos
Pré-armazenamento Pos- armazenamento Pré-armazenamento Pos- armazenamento
R R R R
F. moniliforme -0.0197™ -0.0632™ -0.0507™ -0.0089™
Penicillium spp. 0.0883™ -0.1512"™ 0.2451™ -0.1789™
Aspergillus spp. -0.0790™ 0.0663™ 0.0980™ 0.0732"™

* Nao significativo (ns) em nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Minas Gerais (Fonte: adaptado de CATAO et al., 2010).

Tabela 4 - Porcentagem de germinacdo e vigor (%) das sementes de milho crioulo em pré e poés-armazenamento, produzidas em Porteirinha,

Vigor (%) Germinagao (%) ----------nn=mmmmmmmnnn

Variedades

Pré-armazenamento Pés- armazenamento Pré-armazenamento Pés- armazenamento
Amareldo 79bB 96aA 81cB 97aA
Santo 81bB 95bA 91bA 96aA
Asteca 96aA 95bA 98aA 95bA
Branco da barra 99aA 92bB 100aA 92bB
Coruja 95aA 99aA 98aA 99aA
Tupiniquim doce 95aA 96aA 97aA 96bA
Cateto anao 97aA 92bA 100aA 94bA
Catingueiro 97aA 100aA 98aA 100aA
Cateto crioulo 99aA 90bB 100aA 90bB
Caigara 97aA 93bA 97aA 93bA
Amarelinho 99aA 98aA 98aA 98aA
Tio Jodo 97aA 94bA 97aA 94bA
Mineiro amarelo 90aA 95bA 97aA 95bA
Flor do campo 100aA 98aA 100aA 98aA
CV (%) 6,94 5,71

*Médias ndo seguidas pela mesma letra minuscula nas colunas e maitscula nas linhas para a época de avaliagdo diferem entre si pelo teste

Scott-Knott a 5% de probabilidade.

pos-armazenamento. Os referidos fungos ndo
comprometeram a qualidade fisiologica das sementes
que apresentaram altos niveis de germinagao e vigor,
exceto para a cultivar ‘Amareldo’. Recomenda-se o
tratamento fungicida das sementes antes do plantio.
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