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RESUMO

Estudos sobre a associacdo entre fungos e sementes e a avaliacdo da sua capacidade patogénica é de
fundamental importancia para fornecer subsidios para coleta, armazenamento de sementes e producao de
mudas. Dessa forma, objetivou-se nesse trabalho avaliar a sanidade, a transmissdo via semente e a
patogenicidade de fungos associados as sementes de Plathymenia reticulata e Chloroleucon tortum
armazenadas no banco de sementes do Instituto Federal de Minas Gerais - campus Sao Jodo Evangelista,
com o intuito de determinar a qualidade fitossanitaria das mesmas para a producdo de mudas pelo viveiro
do campus. Para isso, as sementes das duas espécies foram submetidas ao teste de sanidade pelo método
de papel-filtro (Blotter-test), teste de transmisséo via sementes e ao teste de patogenicidade. Os fungos
Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., Rhizopus sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp. Foram identificados no teste
de sanidade. No teste de transmissdo, Fusarium sp. foi detectado nas sementes de C. tortum associado a
sintomas de tombamento de pré e pés-emergéncia e lesdes nos cotilédones e raizes das plantulas. A
capacidade patogénica do fungo foi confirmada através do teste de patogenicidade em sementes sadias de
C. tortum, utilizando um isolado de Fusarium sp. obtido no teste de transmissdo. Os sintomas de manchas
em raizes, apodrecimento de colo e cotilédones, além de baixa taxa de germinagdo foram observados,
confirmando dessa forma a capacidade do isolado de Fusarium sp. ser transmitido através de sementes
contaminadas e causar danos a germinagao e ao crescimento das plantulas.
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INTRODUCAO:

As sementes de espécies florestais sdo primordiais no setor florestal brasileiro devido, entre outros
fatores, ao aumento da demanda destas em diversos programas, como recuperacdo de areas degradadas e
projetos de arborizacdo e paisagismo. No entanto, a qualidade fitossanitaria é um fator primordial na
producdo de mudas por sementes, visto que a presenca de micro-organismos patogénicos pode causar
deterioragcdo das sementes e lesdes nas plantulas, gerando prejuizos quantitativos e qualitativos (NETTO e
FAIAD, 1995).

Os patégenos podem se associar as sementes por trés formas diferentes: aderidos externamente,
localizados internamente e, acompanhando a semente (SANTOS & PARISI, 2015), sendo que os fungos
séo os principais patdégenos causadores de danos quando associados as sementes, causando sintomas de
tombamento de pré e pds-emergéncia, die-back e lesées em raizes e cotilédones.

Estudos sobre a associagdo de fungos em sementes e a avaliagdo da sua capacidade patogénica

sdo de fundamental importancia para fornecer subsidios para a coleta e armazenamento adequado de
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sementes, a fim de se obter mudas sadias e vigorosas (SANTOS et.al.,, 1997). Para isso, é necessaria a
realizacdo de testes para se conhecer a qualidade sanitéria das sementes, como o teste de sanidade
(LAZAROTTO, 2010).

A espécie florestal Chloroleucontortum (Mart.) Barneby & J. W. Grimes, conhecida popularmente
como vinhatico-de-espinho, € uma arvore ornamental, apropriada para o paisagismo e favoravel para
plantios em &reas degradadas (LORENZI, 2002). Plathymenia reticulata Benth., conhecida por vinhatico-
branco possui, além das mesmas finalidades que C. tortum, potencial para producdo de madeira serrada e
rolica, energia e sombreamento de pastagens (CARVALHO, 2009).

Dessa forma, o projeto objetivou avaliar a sanidade, a capacidade de transmisséo via semente e a
patogenicidade de fungos associados as sementes de P. reticulata e C. tortum armazenadas no banco de
sementes do IFMG - Campus Séo Joao Evangelista com o intuito de determinar a qualidade fitossanitaria

das sementes armazenadas no local para a produgédo de mudas pelo viveiro do campus.

METODOLOGIA:

As amostras de sementes de C. tortum e P. reticulata foram obtidas do banco de sementes do IFMG
- campus Sao Jodo Evangelista. As sementes estavam acondicionadas em sacos de papel e armazenadas
em camara fria (temperatura entre 5 a 10 °C), com baixa umidade relativa do ar. As sementes haviam sido
coletadas em setembro de 2017, de arvores matrizes localizadas no proprio campus. As analises foram
realizadas no Laboratério de Fitopatologia do IFMG-SJE.

Para a realizacéo do teste de sanidade foi utilizado o método do papel-filtro ou Blotter-test com uma
amostra de 200 sementes de cada espécie, divididas em duas parcelas. Em uma das parcelas foi feita a
desinfestac@o das sementes, imergindo-as em hipoclorito de sédio (NaCl 1%) por 2 minutos, de acordo com
metodologia descrita por Parisi & Santos (2015), e na outra parcela ndo foi realizado nenhum tipo de
desinfestacao.

O teste consistiu em dispor as sementes de cada parcela em caixas do tipo Gerbox, subdivididas
em cinco repeticdes (caixas) contendo 20 sementes cada. As caixas utilizadas foram previamente
desinfestadas com alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sddio (NaCl 1%) por 2 minutos, lavadas e
forradas com duas folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas com agua destilada esterilizada até a
saturacdo. As caixas com as sementes foram incubadas em cémara de germinacdo tipo B.O.D. com
temperatura controlada a 20°C + 2°C, sob luz fluorescente, com fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de
sete dias até o surgimento das estruturas fungicas. A avaliagdo da incidéncia e a identificagdo dos fungos
foram realizadas com o auxilio de um microscépio estereoscéopico e um microscopio 6tico. Os potenciais
fungos fitopatogénicos foram isolados diretamente em placas de Petri contendo meio BDA (Batata Dextrose
Agar).

Previamente ao teste de sanidade, foi realizado um teste preliminar para avaliar a germinacdo das
sementes, onde a espécie C. tortum, apresentou rapida germinacéo. A fim de evitar problemas durante a
avaliagdo do teste de sanidade, como abertura da tampa da caixa gerbox, as sementes da espécie tiveram
gue ser submetidas a um processo de inibicdo de germinagéo por congelamento, logo apds a montagem do

experimento. Para isso, as caixas contendo as sementes da espécie foram mantidas por 24 horas a
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temperatura de incubacdo mencionada anteriormente e, apds esse periodo, foram transferidas para o
congelador a -18°C por 24 horas, sendo em seguida, novamente levadas para a B.O.D até completar o
periodo determinado.

No teste de transmissdo, foram semeadas 100 sementes ndo desinfestadas de cada uma das
espécies, divididas em quatro repeticdes de 25 sementes. As sementes foram semeadas individualmente
em bandejas de plastico contendo 100 células individuais, previamente esterilizadas por imersao em
hipoclorito de sédio 1% durante 24 horas, utilizando areia autoclavada como substrato. Apds a semeadura,
as bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo com temperatura ambiente e irrigacéo por asperséo.

Foram feitas avaliagbes diarias por 22 dias, tempo em que cessou a germinagdo das sementes de
ambas as espécies, sendo que nestas avaliages, contou-se o nimero de plantulas normais e de plantulas
com sintomas de doenga. As plantulas com sintomas foram avaliadas em microscopio estereoscépio em
busca de estruturas de micro-organismos. Os potenciais fungos fitopatogénicos foram isolados diretamente
em placas de Petri contendo meio BDA. As sementes ndo germinadas foram retiradas das bandejas,
lavadas com éagua esterilizada e colocadas, sem desinfestacdo, em placas de Petri contendo meio BDA
(Batata Dextrose Agar) suplementado com o antibidtico rifamicina sodica (10 mg/mL), para reduzir o
crescimento de bactérias e favorecer o crescimento de coldnias fungicas.

Para o teste de patogenicidade, os isolados de fungos fitopatogénicos encontrados tanto nos testes
de sanidade e transmissdo foram repicados para novas placas contendo BDA e antibidtico e estas foram
incubadas em B.0O.D. a 25°C £ 2°C com 12 horas de fotoperiodo até o crescimento dos fungos.

A inoculagdo das sementes com os isolados fungicos potencialmente fitopatogénicos foi realizada
pelo método de contato com a cultura fdngica. Anteriormente a inoculacdo, as sementes foram
desinfestadas com alcool 70% (30 segundos) e hipoclorito de sédio 1% (2 minutos), lavadas em agua
destilada esterilizada e deixadas secar sobre papel filtro esterilizado. Posteriormente, as sementes foram
colocadas em contato com a cultura fungica obtida nas placas contendo meio BDA. Como testemunha,
sementes desinfestadas foram colocadas em placas contendo apenas meio BDA. As placas foram mantidas
durante 24 horas em B.O.D. a 25°C + 2°C com 12 horas de fotoperiodo. Apds este periodo, as sementes
inoculadas foram semeadas em bandejas de plastico, previamente esterilizadas, contendo 100 células
individuais e areia autoclavada como substrato, com uma semente por célula. Foram semeadas quatro
repeticdes de 25 sementes. As bandejas foram mantidas na casa de vegetacéo, sob irrigagao diaria.

As avaliagbes foram realizadas semanalmente através da contagem de plantulas emergidas e ao
final foram obtidas a porcentagem de plantulas normais (PN) e a porcentagem de plantulas com sintomas
(PS). As plantulas sintométicas foram retiradas e colocadas em placas de Petri, contendo meio BDA
suplementado com antibiético e mantidas em B.O.D com temperatura controlada a 20°C + 2°C, sob luz

fluorescente, com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias, a fim de reisolar o patégeno associado.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A partir dos resultados obtidos no teste de sanidade, evidenciou-se que as sementes das duas
espécies florestais, ndo desinfestadas (ND), apresentaram maior nimero de sementes contaminadas,

comprovando a eficacia da metodologia utilizada para desinfestacdo. Verificou-se também que as sementes
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da espécie P. reticulata, em geral, apresentaram uma baixa capacidade de germinacdo em relacdo a

espécie C. tortum, mesmo quando ndo contaminadas por fungos (Tabela 1). As sementes da espécie P.
reticulata, segundo Lorenzi (2002), assim que coletadas devem ser semeadas e, como as sementes
utilizadas estavam armazenadas em cémara fria, isso pode ter influenciado negativamente na germinagéo

das sementes.

Tabela 1. Germinacdo e incidéncia de fungos nas amostras analisadas de P. reticulata e C. tortum,
desinfestadas (D) e néo desinfestadas (ND).

Porcentagem de

Amostra . ~ Incidéncia de fungos
germinacéo
P. reticulata (ND) 0% 83%
P. reticulata (D) 2% 20%
C. tortum (ND) 49% 7%
C. tortum (D) 47% 24%

Ao realizar a identificagdo dos patdgenos presentes, verificou-se intensa colonizagdo das sementes
por bactérias, com e sem desinfestacdo. No entanto, as mesmas ndo foram foco de identificacdo nesse
trabalho. Na espécie C. tortum foram identificados, com base na morfologia de suas estruturas vegetativas e
reprodutivas, os géneros Fusarium sp. (Figura 1), Pestalotiopsis sp., Rhizopus sp., Penicillium sp. e
Aspergillus sp. Ja nas sementes da amostra de P. reticulata foram encontrados apenas os géneros
Fusarium sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp.

Fungos do género Rhizopus e Aspergillus foram eficientemente eliminados ap6s o0 processo de
assepsia empregado nesse trabalho, ndo sendo encontrado nas sementes desinfestadas de ambas as

espécies florestais.

Figura 1. A) Semente de C. tortum contaminada por colénia do fungo fitopatogénico Fusarium sp. (indicado
pela seta). B) Macroconidios e microconidios de Fusarium sp. (aumento de 40x). Fotos: Natalia R. Fonseca.

SANTOS et al. (2015) relataram que os géneros de fungos Aspergillus, Fusarium e Rhizopus sé&o
comumente encontrados em sementes florestais, o que evidencia-se no presente trabalho com a presenca

dos mesmos nas espécies florestais trabalhadas. CARNEIRO (1990) ao analisar a qualidade sanitaria de
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sementes de onze espécies florestais na regido de Paraopeba-MG também identificou os géneros
Aspergillus e Penicillium na espécie P. reticulata através do teste de sanidade.

No teste de transmissao, foi verificado que as sementes de P.reticulata e C. tortum comecaram a
germinar no quarto e quinto dia apés semeadura, respectivamente. Ao final do teste, observou-se que as
sementes de C. tortum germinaram em maior quantidade em relacdo as sementes de P. reticulata, e
também apresentaram maior nimero de plantulas sintomaticas (Tabela 2). Os sintomas apresentados pelas
plantulas de C. tortum foram ma formacé&o e lesdes necréticas em raizes, além de amarelecimento, lesdes
nas bordas e queda de cotilédones (Figura 2). J& na espécie P. reticulata, as plantulas da espécie que
emergiram e estavam danificadas, apresentavam sintomas de queima das bordas e queda de cotilédone,
além de ma formacéo do caule. As sementes ndo germinadas da espécie apresentavam podriddo e intensa

colonizacdo por bactérias, o que ndo permitiu que as mesmas germinassem.

Tabela 2. Porcentagem de plantulas normais, plantulas sintomaticas e sementes ndo germinadas durante o
teste de transmisséo.

Porcentagem de Porcentagem de plantulas Porcentagem de sementes
plantulas normais (%) sintomaticas (%) nao germinadas (%)
P. reticulata 15 8 77
C. tortum 45 18 37

Figura 2. A) Plantula com sintoma de amarelecimento e queima de cotilédone (seta). B) Plantulas com
diversos sintomas ocasionados pela presenca do patdégeno, como ma formacdo de plantula e raizes,
amarelecimento e lesdes nos bordos de cotilédones e raizes. Foto: Layane M. Cordeiro.

Ao avaliar as plantulas sintométicas, para ambas as espécies florestais, foi identificado com maior
frequéncia, o fungo do género Fusarium sp. BOTELHO et al. (2008), também afirmaram em seu trabalho
gue os géneros Alternaria, Phoma, Fusarium, Aspergillus e Phomopsis, presentes em sementes de ipé-
amarelo e ipé-roxo, possuiam a capacidade de causar sintomas de manchas em raizes. Segundo trabalho

realizado por Lazarotto et al. (2012), o Fusarium sp. foi capaz de ser transmitido via semente para a
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plantula. Os mesmos autores também verificaram que a amostra que obteve maior média de sementes nao

germinadas e apresentavam sintomas de apodrecimento das raizes, colo e cotilédones apresentaram a
presenca do patégeno.

Como nos testes de sanidade e de transmissédo, a espécie florestal P. reticulata apresentou baixo
indice de germinagdo, optou-se por trabalhar apenas com as sementes da espécie C. tortum no teste de
patogenicidade. Como o fungo mais comumente encontrado causando danos nas sementes e confirmado
ser passivel de transmissdo foi o género Fusarium sp., 0 mesmo foi selecionado para ser inoculado nas
sementes para realizacdo do teste de patogenicidade.

Como resultado do teste de patogenicidade, 20% das plantulas emergidas a partir das sementes
inoculadas de C. tortum apresentaram-se sintomaticas. As sementes ndo germinadas representaram 69%,
sendo que apenas 11% das plantulas apresentaram crescimento e morfologia normais. O numero de
sementes ndo germinadas, em relagdo ao teste de transmisséo, foi muito superior, mostrando a acdo do
fungo Fusarium sp. e a efetividade do teste de patogenicidade.

As plantulas sintomaticas do teste de patogenicidade, apresentaram sintomas caracteristicos
ocasionados pelo género Fusarium, como manchas nas raizes, baixa germinacdo (BOTELHO et. al, 2008),
além de apodrecimento de colo e cotilédones (LAZAROTTO et. al, 2012). Segundo Ferreira (1989), algumas
espécies de Fusarium tém sido relatadas causando tombamento em pré ou pés-emergéncia de plantulas de

espécies florestais, sendo problema comum em sementes florestais.

CONCLUSOES:

Os métodos utilizados nesse trabalho para o teste de sanidade, transmissao e patogenicidade foram
eficazes para a detec¢éo de fungos e associagdo com sintomas ocasionados em sementes e plantulas;

A metodologia utilizada para inibicdo da germinacdo precoce e a desinfestacdo das sementes
obtiveram resultados satisfatérios;

O fungo Fusarium sp. é transmitido para as plantulas de C. tortumvia semente, causando
tombamento pré- e pds-emergente e sintomas nas raizes, caules e cotilédones;

As sementes das espécies C. tortume P. reticulata armazenadas na camara fria localizada no
viveiro de mudas do Instituto Federal de Minas Gerais- Campus S&o Jodo Evangelista, ndo apresentaram
gualidade fitossanitaria e fisiol6gica adequadas, podendo haver prejuizos no desenvolvimento da planta e

reducéo no ndmero de plantas a serem obtidas a partir da semeadura.
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