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MICROFLORA DE SEMENTES DE COLZA (Brassica napus L. VAR. cledfe-
na METZG.)

Mycroflora of Rape Seeds (Brassica napus L. var. clelfera Metzg.)

Elocy Minussi* e Rosane Cadore**
RESUMO

Utilizou-se nos anos de 1981, 1982, 1983, 1984 e 1985 os metodos
tradicionais em patologia de sementes: "blotter"e cultivo em BDA (ba-
tata-dextrose-agar), a fim de determinar os microrganismos patogeni-
cos em sementes de diferentes cultivares de colza.

0 fungo Aftesnaria esteve presente em todos o0s anos analisados e
na maioria das cultivares. Duas especies de Alternardia foram encon-
tradas: A. brassicae e A. brassicicela, com predominancia da Ultima. 0
género Afternaria foi constatado nos tegumentos e tecidos embriona-
narios, com maior procentagem nos tegumentos.

Houve alta incidencia de bactérias em todos os anos e metodos
analisados; pela freqtllencia e intensidade de ocorrencia no campo, Su-
poe-se que se trata de Xanthomonas campestnis pv. campestris, agente
da podridao negra.

0Os' patogenos de armazenamento, como PentcclLium, Aspengllus e
Rhizopus, tambem foram freqgilentes e podem ser responsaveis pela de-
terioracio de sementes de colza, determinando reducao da germinacao e
vigor.

UNITERMOS: Microflora, sementes, colza (Brassica napus L. var. ofed~
fena Metzg.).

SUMMARY

Laboratory studies were conducted from 1981 up to 1985 in order
to determine the pathogenic organisms in or inside seeds of different
rape cultivares. The methods used were the blotter and growth in a
PDA medium.
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The fungi Alternaria was present in all years and on most of the
cultivars. Two species were detected: A. brassicae andA. brassicicola
as predominant. The genera Alternaria was found both on the teguments
and embryonic tissues, with greater percentagem on teguments.

A high incidence of bacteria was observed in every year andmethods
analized. By the frequency and intensity of occurrence in the field
it is postulated to be the species Xanthomonas campestais pv. campes-
thds.,

Storage pathogens such as Pendc€fium, Aspengiflus and Ridzopus
were frequent and can be responsable for rape seed deterioration
that resulted on germination and seed vigor losses.

KEY WORDS: Mycroflora, seeds, rape (Brassica napus L. var. oledfena)
Metzg.

INTRODUGAO

A cultura da colza vem sendo estudada desde 1974 pela COTRIJUI,
Ijui - RS, como uma alternativa de plantio no inverno, no Rio Grande
do Sul, tendo em vista que o trigo tem apresentado baixa produtivida-
de devido as condicoes de clima e ataque de doencgas.

0 maior interesse da cultura da colza e a producao de sementes
que contem alto teor de oleo, que e utilizado para diversas finalida-
des como: industrias de sabao, plasticos e alimentacao humana. A col-
za ocupa o quinto Tugar no mercado internacional de oleos vegetais,
logo apos a palma, a soja, 0 coco e o girassol. 0 principal acido gor-
duroso que entra na sua composicao e o acido erucico.

A colza destinada a producao de 0leo para a alimentacio humana e
farelo para a alimentacao animal nao devem apresentar concentracoes
superiores a 2. de acido erucico e 15 umol de glucosinolato por grama
de farelo desengordurado, respectivamente.

Trabalhos de selecao e melhoramento desenvolvidos pela Cooperati-
va Regional Triticola Serrana Ltda - COTRIJUI, resultaram em cultiva-
res com teores de acido erucico e glucosinolato dentro dos Tlimites
aceitaveis, para uso na alimentacao humana.

CHANGSRI & WEBER (2) testaram a inoculacao em treze diferentes
cruciferas com Altenania brassicae, A. brassicicola e A. raphand. As
doencas resultantes da inoculacao nos hospedeiros foram muito seme-
Thantes. A cor castanha dos conidioforos e conidios de A. brassccae
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e 0s longos bicos desses esporos, distingue esse fungo das demais es-
pecies. Os outros devem ser determinados pelo exame dos esporos nomi-
croscopio. Em batata-dextrose-agar, culturas de A. brassdcac e
naphani produziram crescimento micelial branco. 0 primeirocresce mais
Tentamente. A. brassiciccla desenvolveu uma colonia de cor preta fu-
liginosa.

NEEGARD (8) obteve alta esporulacao de A. brassicace A. brassi-
cicola em extrato de malte e nutriente agar padrao. ATKINSON (1) en-
controu pouca ou nenhuma esporulacao em varios meios testados e con-
cluiu que a variacao na producao de esporos esta correlacionada com
as especies de fungos do que com os nutrientes. Meio contendo extrato
de levedura produziu alta esporulacao de algumas especies.

Segundo COOK et alii (3), X. campestrnis pv. campestnis (Pammel)
Dowson invade as sementes atraves do funiculo, podendo chegar aos te-
gumentos, embora nao se consiga observa-lo microscopicamente; compro-
vou-se, porem, que sementes com funiculo infectado resistem ao trata-
mento quimico e sO reagem ao tratamento com agua quente, o que de-
monstra que a bactéria penetrou nas sementes.

Existe ainda, a possibilidade de infeccao superficial no momento
da trilha (COOK et alii, 3).

0 fungo Leptosphaeria maculans (Phoma Lingam)ataca diversas cru-
ciferas e, segundo Allen & Smith (1961), citados por VALIELA (13), po-
de ser transmitido por sementes, ainda que em baixas proporcoes.

0 objetivo do presente trabalho foi determinar os patogenos ocor-
rentes em sementes de colza nos anos de 1981, 1982, 1983, 1984 e 1985,

MATERIAIS E METODOS

No ano de 1981 foram utilizados cinco cultivares de colza: CTC-1,
CTC-2, CTC-4, CTC-5 e CTC-7, fornecidas pela COTRIJUI, Ijui-RS,e ana-
lisadas atraves dos metodos "blotter" e isolamento em meio de Agar-
Rgua. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com
cinco repeticoes, cada repeticao constituida de uma placa de Petri com
100 sementes.

A fim de estudar a localizacao de Alternaria spp. nos tecidos da
semente de colza foram utilizados 400 sementes da cultivar CTC-1, to-
madas ao acaso e esterilizadas superficialmente com hipoclorito de so-
dio a 1% durante 5 minutos e, logo apos, lavadas em agua destilada
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esterilizada durante 20 minutos para descolar os tegumentos dos teci-
dos embrionarios. Em condicoes assepticas, os tegumentos foram sepa-
rados dos tecidos embrionarics e cada parte colocada separadamente em
placas de Petri contendo Agar-Agua (50 tegumentos ou embrioes por pla-
ca). 0 delineamento experimental empregado foi o inteiramente casua-
lizado com quatro repeticoes (ELLIS et alii, 4).

Apos sete dias de incubacao sob luz continua e a temperatura de
2572°C em Biotronette Mark 111 Enviromental Chamber foi determinada a
porcentagem de ocorrencia de Al fcwiiicd nos tequmentos e embrioes das
sementes.

Nos anos de 1982, 1983, 1984 e 1985, utilizou-se como substrato
no teste "blotter" duas camadas de papel filtro embebidas emuma solu-
cao de 2,4 D (acido 2,4 diclorofenoxiacetico) na concentracao de
50 ppm, a fim de inibir a germinacao e facilitar a observacao dos pa-
togenos (NAUMOVA, 7) e o meio Agar-Aqgua foi substituido pelo meio de
Batata-Dextrose-Agar (BDA), por ser um meio pobre e impedir o cresci-
mento de muitos patogenos (TUITE, 12).

No metodo blotter nao foi utilizado a desinfeccao previa das se-
mentes e no teste de cultivo em Agar-Agua ou BDA foi efetuada a desin-

feccao superficial com hipoclorito de sodio a 1 durante 4 minutos.

RESUTTADOS 1 DISCUSSIO

0s resultados obtidos durante os anos de 1981, 1982, 1983, 1984
e 1985 encontram-se nas tabelas 1 a 10.

Em ambos os metodos as sementes da cultivar CTC-1 apresentaram
maior percentagem de colonias de A{tewatia. Duas especies diferentes
de AUtexnatia foram encontradas: A, brassccac (Berk.) Sacc., com coni-
dios grandes, celula superior ponteaguda e isolados, e A. brassicicc-
{a (Schw.) Wiltsch, com conidios peguenos e catenulados.

Sementes da cultivar CTC-7 apresentaram, tanto no metodo blotter
como isolamento em aguar-agua, grande incidencia de Aspeugiltus,
Ric(zepus e Pence (Ut um, de acao destrutiva em graos armazenados. Ape-
nas um isolado de Aspeagl{us foi identificado como A. {iavus Link.
Embora nac tenha sido feita a determinacac de micotoxina, sabe-se que,
dependendo da concentracao, pode causar a morte do homem e dos ani-
nmats.

Em ambos os metodos a cultivar lower apresentou colonias de Ag
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TABELA 1. Porcentagem media de colonias de fungos e bacterias em se-
mentes de cinco cultivares de colza determinadas atraves do
metodo “blotter" no ano de 1981.

Cultivares

Generos
CTC-1 C1C-2 CTC-4 C7C-5 CTC-7
AU Lo as (a 52,5% 5,0 2,5 12,5 12,5
Asperg lus 17,5 12,5 22,5 60,0 42,5
Perce (E8cum 15,0 15,0 7,5 0,0 15,0
Rbv¢zopus 2,5 2,5 12,5 7,5 5,0
tpdicecum 0,0 2,5 0,0 0,0 0,0

* Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticao
com 100 sementes.

TABELA 2. Porcentagem media de colonias de fungos e bacterias em se-
mentes de cinco cultivares de Colza, determinadas atraves do
cultivo em Agar-Agua no ano de 1981.

Cultivares

Generos - -
CTC-1 (7C-2 CTC-4 CTC-5 CTC-7
Alteanasa 42.,7* 5,2 6,7 0,5 1,7
Aspe g oltus 1,7 1,5 12,5 2,0 80,7
Pevice c€tdum 1,0 3,2 6,0 13,2 4,7
Ritczepus - - - - 31,2
Bacterias 1,7 3,5 0,7 0,5 15,5

* Porcentagem media de colonias em quatro repeticoes, cada repeticeo
com 100 sementes.

tenania com predominancia no metodo de cultivo em BDA (Batata-Dex-
trose-Agar).

Duas especies diferentés de Alteanaria foram encontradas: A. baa-
siacae e Al brassicicola (CHANGSRI & WEBER, 2, NEEGARD, 8). As quinze

cultivares apresentaram alta incidencia de Peiie licwn ne  mietodo
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TABELA 3. Porcentagem de colonias de fungos e bacterias em sementes
de 15 cultivares de colza, determinadas atraves do metodo
“blotter", no ano de 1982.

Generos
Cultivares
Alt.~ Asp. Pen. Rhi. Bac.
CTC-2 ke 16 80 2 -
CTC-4 - 8 90 - -
CTC-7 - 2 70 - 2
Tower 5 10 82 - -
Keaent - 2 64 2 2
Altex - 2 36 - -
Cresor - - 58 - 22
Lora - - 24 - 32
SR-8 - - 68 2 6
Brutor - - 46 - 2
Orpal - - 46 - 10
Nik]as - - 24 - 32
Gulliver - - 38 - 16
Pura 4 6 48 - 8
GB-8009 - - 70 - 6
“Alt. = Alternandas Asp. = Aspergatluss; Pen.=  Pepde ¢t (um; Rhi. =

Ritzopus e Bac. = Bactérias.

** Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticao
com 100 sementes.

"blotter", variando de 24 a 90% de colonias.

No metodo de cultivo em BDA (Batata-Dextrose-Agar)as colonias de
Aspengtus estavam presentes nas cultivares CTC-4, na proporg¢ao de
21, e na Regent, em 8i. Para deteccao de aflatoxinas foi utilizado o
meio de Coco-Agar (LIN & DIANESE, 5). Todos os isolados deram AT ne-
gativos.

A cultivar Gulliver apresentou 38< de colonias de bacterias pelo
metodo de cultivo em BDA e Lora e Niklas apresentaram 32. pelo metodo
de "blotter". A cultivar Tower mostou-se isenta de bacterias em ambos



43

TABELA 4. Porcentagem de colonias de fungos e bacterias em sementes
de 15 cultivares de colza, determinadas atraves do cultivo
em BDA (Batata-Dextrose-Agar), no ano de 1982.

Generos
Cultivares

t.* Asp. Pen. Rhi. Bac.
CTC-2 - 2 - - 26
CTC-4 2%* 12 - - 8
C1C-7 - - - - -
Tower 14 - - - -
Regent - 8 - - 24
Altex - - - 6 14
Cresor 2 - 2 4 30
Lora - - - - 20
SR-8 - - - - -
Brutor - - - - 6
Orpal - - - - 6
Niklas - - - - -
Gulliver - - - - 38
Pura 5 - - 8 -
GB-8009 - 10 2 14 22

*Alt, = Altewmarda, Asp. = Aspergillus; Pen = Pendcif€ium; Rhi =
Rhizopus Bac. = Bacterias.

** Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticao
com 100 sementes.

os metodos utilizados. Para as bactérias encontradas nao foi feita a
determinacao a nivel de genero, nem aplicado o teste de patogenici-
dade.

Em ambos os metodos foi determinada ocorrencia de Afteanaria nas
cultivares CTC-4 e Regent e de bacterias nas cultivares CTC-4, Regent
e Brutor atraves do metodo blotter e de cultivo em BDA.

No ano de 1984 houve alta incidencia de bacterioses determinadas
atraves do metodo blotter e cultivo em BDA. As sementes dé cultivar
CTC-2 apresentaram-se isentas de bacterias no metodo blotter. Atra-
ves do metodo do cultivo em BDA foi determinada a presenca do fungo
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TABELA 5. Porcentagem media de colonias de fungos e bacterias em se-
mentes de tres cultivares de colza, determinadas atraves
do metodo "blotter", no anc de 1983.

Generos
Cultivares Alt.* Asp. Rhi. Bac.
CTC-4 10** - - 50
Regent 10 - 10 40
Brutor - 10 - 40

*ATt. = Altewandas Asp. = Aspengdflus; RhiL = Rliczepus; Bac. =
bacterias.

** Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticao
com 100 sementes.

Observacao: Foi fregtlente a ocorrencia de dois ou maisgeneros de fun-
gos em uma unica semente.

TABELA 6. Porcentagem media de colonias de fungos e bactérias em se-
mentes de tres cultivares de colza, determinadas atraves de
cultivo em meio de BDA (batata-dextrose-agar), no ano de

1983.
Generos
Cultivares Alt.~* Asp. Rhi. Bac.
CTC-4 10** - 8 50
Regent 20 4 - 28
Brutor 5 5 2 36
*ATt. = Altewnandas Asp. = AspengdCluss Rhi. = Rhizepus; bac.

bacterias.

** Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticac
com 100 sementes.

Observacao: Foi fregdente a ocorrencia de doisoumais aeneros de fun-
gos em uma unica semente.
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TABELA 7. Porcentagem media de colonias de fungos e bacterias em se-
mentes de onze cultivares de colza, determinada atraves do
metodo "blotter", no ano de 1984.

Generos

Cultivares Alt.* Asp. Fus. Bac.
C1C-2 - - 6 -
CTC-4 2% 2 2 8
Gulliver - - 8 14
Regent - - 8 26
Lora - - 8 28
Brutor - - 6 28
Niklas 2 - 2 32
Tower - - 4 28
Altex - - 8

CTC-614 - - - 4
GB-8009 - - 8 36

* Alt. = Altenania; Asp. = Aspergillus; Fus. = Fusarium; Bac. = bac-
terias.

** Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticao
com 100 sementes.

Thicothecium em sementes de colza cv. CTC-614.

Apesar de se apresentar em baixa porcentagem nas sementes, apre-
senta grande potencial patogénico, conforme MINUSSI et alii (6), NO-
GUEZ & ROSSETO (9), RODRIGUES & SINCLAIR (10) e TANAKA (11).

A cultivar Brutor apresentou no ano de 1985 incidencia de AlLtes-
nania nas sementes, o que nao tinha sido constatado no ano de 1984. 0
ataque de bacterioses foi moderado, concordando com as avaliacoes de
de campo onde obteve grau 3 (com 25-50% da area foliar atacada).

Os resultados da localizacdo de Alternaria spp. nos tecidos da
semente de colza encontram-se na Tabela 11.

0 genero Alternaria foi constatado tanto nos tegumentos como nos
tecidos embrionarios, com maior percentagem de incidencia nos tegu-
mentos. Duas especies de Alternaria estavam presentes indistintamente
nos tecidos estudados: A. brassicae e A, brassicicola.
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TABELA 8. Porcentagem media de colonias de fungos e bactérias em se-
mentes de 11 cultivares de colza, determinadas atraves de
cultivo em BDA (Batata-Dextrose-Agar), no ano de 1984.

Generos
Cultivares

Alt.* Asp. Col. Fus. Tri. Bac.

CTC-2 2 - - - - 8
CTC-4 2 2 2 - - 18
Gulliver 4 2 - - - 4
Regent - 2 - - - 10
Lora - 8 - - - 14
Brutor - - - 2 - 14
Niklas - 2 - - - 12
Tower 2 - - - - 12
Altex - - - - - 10
CTC-614 2 - - - 4 10
GB-8009 - - - 2 - 14

*Alt. = Alternardia; Asp. = Aspengillus; Col. = Colletotrnichun; Fus. =
Fusaniums Tri. = Trndicothecium e Bac, = Bacterias.

** Porcentagemmedia de colonias em cinco repeticoes, cdda repeticao
com 100 sementes.

TABELA 9. Porcentagem media de colonias de fungos e bacter1as em se-
mentes de colza cv. Brutor determinadas atraves do metodo
"blotter" no ano de 1985.

Generos
Cultivar Alt.* Asp. Pen. Rhi. Bac.
Brutor 25%** 10 2 2 20

* Alt. = Alternarnda; Asp. = Aspergillus; Pen. = Penicillium; Rhi. =
Rh&zapuA, Bac. = bacter1as

** Porcentagem media de colonias em cinco repeticoes, cada repeticao
com 100 sementes.
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TABELA 10. Porcentagem media de colonias de fungos e bacterias em se-
mentes de colza cv. Brutor, determinadas atraves do cul-
tivo em BDA, no ano de 1985.

Generos
Cultivar Alt.* Asp. Pen. Rhi. Bac.
Brutor 10%* 10 2 5 15

* Alt. = Altewania; Asp. = Asperngillus; Pen. = Penicillium; Rhi. =
Rhizopus; Bac. = bacterias.

** porcentagem média de colonias em cinco repeticOes, cada repeticao
com 100 sementes.

TABELA 11. Porcentagem de ocorrencia de Alternaiia spp. nos tecidos
de sementes de colza cv. CTC-1.

Repeticoes
Tecidos I I 11 IV Media
Tegumento 30 20 20 40 27,5
Embriao 10 10 5 30 13,7
CONCLUSCES

1- 0 género Alternaria esteve presente em todos os anos analisa-
dos e na maioria das cultivares. Duas especies de Alternaiia foram
encontradas: A. brassicae, com conidios grandes, celula superior pon-
teaquda e isolados, e A. brassdicicola, com conidios pequenos e cate-
nulados. Esta ultima foi predominante.

2- 0 genero Alternania foi constatado tanto nos tegumentos como
nos tecidos embrionarios, com maior porcentagem nos tegumentos.

3- Houve alta incidéncia de bactérias em todos os anos e metodos
analisados. Ndo foram classificados a nivel de genero nem foi efetua-
do teste de patogenicidade, mas, pela intensidade de ocorrencia no
campo, supoe-se que se trata de X. campestris pv. campesirnis, agente
da podriddo negra que ocorre em colza todos os anos e em todas as cul-
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tivares e locais analisados, em condicoes de campo.

4- 0s patogenos de armazenamento, como Peided{{(um, Aspetqd{{us
e Rirccepus, tambem foram fregtlentes e podem ser responsaveis pela de-
terioracao de sementes de colza, determinando reducac da germinagao e
vigor.
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