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Resumo - Objetivou-se com esse trabalho caracterizar dois lotes de sementes de
Luehea divaricata, quanto a sua qualidade fisiologica e sanitaria. As sementes foram
coletadas nos municipios de Santa Maria (SM) e Restinga Seca (RES) — regido
central do Rio Grande do Sul. Foi utilizado o substrato comercial Carolina Soil®
para a caracterizagao fisiologica e o teste de transmissdo de fungos via sementes. As
variaveis determinadas foram indice de velocidade de germinagdo (IVG), emergéncia
(%), plantulas sintomaticas (%) e sementes mortas (%). Para a detecgdo dos fungos,
foram utilizados os testes em BDA e substrato papel-filtro (PF). Para cada teste foram
utilizadas quatro repetigdes de 25 sementes. Determinou-se ainda a sanidade dos
frutos, através do blotter test. O IVG e o percentual de emergéncia variaram entre 6,7
e 8,7; 51 e 63%, para os lotes RES e SM, respectivamente. Os fungos identificados
associados as sementes, independente do método foram: Fusarium sp., Alternaria
sp., Rhizoctonia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., Phoma sp. e
Cladosporium sp. Destes, os géneros Fusarium e Alternaria, podem estar associados
aos sintomas observados nas plantulas no teste transmissdo. Os fungos identificados
presentes nos frutos foram: Fusarium sp., Aspergilus sp., Penicillium sp., Cladosporium
sp. e Alternaria sp.

Physiological and sanitary quality of seeds of agoita-cavalo
(Luehea divaricata)

Abstract - The objective of this study is to characterize two lots of Luehea divaricate
seeds, as its physiological and sanitary quality. Seeds were collected in the municipalities
of Santa Maria (SM) and Restinga Seca (RES), located inthe central region of Rio
Grande do Sul State, Brazil. Germination tests and fungi transmission were conducted
in commercial substrate Carolina Soil®. The variables determined were germination
indices (GI), emergency (%), symptomatic seedlings (%) and dead seeds (%).The fungi
were detected using PDA test and substrate filter paper (PF). For each test it was used four
replicates of 25 seeds. It has been also determined the sanity of the fruits using blotter
test. The GI and percentage of emergence varied between 6.7 and 8.7 and 51 and 63%, for
RES and SM lots, respectively. The fungi associated with the seeds, independent of the
method were: Fusarium sp. Alternaria sp., Rhizoctonia sp. Aspergillus sp., Penicillium
sp., Pestalotiopsis sp., Phoma sp. and Cladosporium sp. Fusarium and Alternaria, can be
associated with symptoms in seedlings of the transmission test. The fungi presents in fruits
were: Fusarium sp., Aspergilus sp., Penicillium sp., Cladosporium sp. and Alternaria sp.
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Luehea divaricata Mart. é uma arvore pertencente
a familia Malvaceae, que apresenta madeira de boa
qualidade, indicada para confeccdo de moveis e
construgdo civil. Pela beleza de suas flores, recomenda-
se o uso do agoita-cavalo em arborizagdo de rodovias,
pragas e parques, além de ser indicada para recuperacao
de areas de preservacao permanente (Carvalho, 2008).
De acordo com Sarmento & Vilela (2010), essa espécie €
melifera com propriedades medicinais, e com potencial
para producdo de celulose e moveis.

Existem estudos para determinacdo da qualidade
sanitaria de sementes de espécies florestais, porém,
sdo poucos os trabalhos que concluem se esses fungos
associados as sementes podem ser transmitidos para a
plantula. Segundo Benetti et al. (2009), a baixa qualidade
das mudas de certas espécies florestais nativas pode
estar relacionada a problemas fitossanitarios nas suas
sementes, havendo assim necessidade de detecgdo
para posterior controle desses patdogenos. Maciel
et al. (2012) identificaram os géneros Penicillium,
Aspergilus, Rhyzopus, Epicoccum, Thielaviopsis,
Cladosporium, Fusarium, Pestalotia, Cladosporium,
Phoma e Nigrospora associados a sementes de angico-
vermelho (Parapiptadenia rigida), sendo que Fusarium
spp. foi patogénico as plantulas, causando apodrecimento
dos cotilédones ¢ ma formacao do sistema radicular;
Souza et al. (2012) encontraram os géneros Aspergillus
spp., Curvularia sp., Penicillium sp., Pestalotia sp.
e Fusarium spp. em sementes de ipé-rosa (Tabebuia
impetiginosa), e, Aspergillus spp., Curvularia sp.,
Fusarium spp., Phoma sp. e Nigrospora sp. em sementes
de ipé-amarelo (7abebuia ochracea); Botelho et al. (2008)
verificaram 16 géneros fingicos distintos associados a
sementes de ipé-roxo (Tabebuia heptaphylla (Vell.)Tol.)
e amarelo (Tabebuia chysotricha Mart. ex. DC. Standl.), e
dentre eles os mais frequentes transmitidos pelas sementes
para as plantulas foram: Alternaria alternata, Fusarium
spp., Aspergillus spp., Phoma sp. e Phomopsis sp.; Silva et
al. (2011) encontraram os géneros Fusarium, Aspergillus,
Alternaria e Penicillium em sementes de angico-vermelho
(Anadenanthera macrocarpa Benth.), jacaranda-da-Bahia
(Dalbergia nigra (Vell.) Fr. All.ex.), cassia-do-Sultdo
(Senna siamea Lam), ipé-roxo (Tubebuia heptaphylla) e
ipé-amarelo (Tabebuia chysotricha).

Relatos da incidéncia e influéncia dos patdégenos
associados a espécies florestais vém aumentando,
entretanto no caso do agoita-cavalo ainda sdo escassos.
Bernardi-Wenzel et al. (2010) relataram a ocorréncia
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de fungos endofiticos associados a folhas de Luehea
divaricata coletadas em Maringa, PR, sendo eles
os géneros Alternaria, Cochliobolus, Diaporthe,
Epicoccum, Guignardia, Phoma, e Phomopsis.

Este trabalho teve como objetivos: avaliar a sanidade
das sementes de agoita-cavalo através dos métodos,
blotter test e plaqueamento em meio BDA; avaliar a
possivel transmissdo de fungos associados aos frutos
para as sementes e destas para as plantulas; e determinar
o potencial fisiologico das sementes através das variaveis
indice de velocidade de emergéncia (IVG), emergéncia
(%) plantulas sintomaticas (%) e sementes mortas (%).

Os frutos foram coletados nas arvores no meés de
dezembro de 2011, sendo de duas matrizes na area do
Jardim Botanico nas dependéncias da Universidade
Federal de Santa Maria, em Santa Maria, RS (29°42’S e
53°42°W); e de seis matrizes no municipio de Restinga
Seca (29°48°46”’S e 53°22°30” O). visuamente sadias,
com copa bem distribuida e fuste reto, conforme descrito
por Pina Rodrigues (2002).

Os frutos permaneceram por sete dias em temperatura
ambiente (25+2 °C) para secagem e posterior extragao
das sementes. Foram reservados 100 frutos de cada lote
para arealizagdo do teste de sanidade, com o objetivo de
verificar se os fungos presentes nas sementes também
estavam associados aos frutos.

Foram utilizadas 100 sementes, divididas em quatro
repeticdes de 25 para cada lote. Utilizou-se o substrato
Carolina Soil® autoclavado a 121 °C durante 60 min,
duas vezes consecutivas, com um intervalo de 24 h
entre cada esterilizagdo. O substrato foi acondicionado
em caixas de plastico transparente (gerbox) onde foi
realizada a semeadura, 25 sementes por caixa. O material
permaneceu incubado na sala de germinagao (25+2 °C) e
fotoperiodo de 12 h com lampadas fluorescentes do tipo
luz do dia, com irrigagdo manual sempre que necessario.
As variaveis avaliadas foram: a) indice de velocidade de
emergéncia: metodologia proposta por Maguire (1962); b)
percentual de emergéncia: foram contabilizadas as plantulas
normais aos 34 dias, quando estas tiveram sua emergéncia
estabilizada. Adotou-se o critério plantula normal proposto
por Brasil (2009); c) percentual de sementes mortas:
compreende aquelas sementes que ndo apresentaram
protrusdo da radicula; d) plantulas anormais sintomaticas:
correspondem as plantulas anormais que apresentaram
sintomas da presenca de fungos, sendo estas retiradas e
incubadas em caixas de plastico transparente (gerbox)
a 25+2 °C e fotoperiodo de 12 h, onde permaneceram
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por cinco dias. Posteriormente, fez-se a identificacao dos
géneros fungicos associados aos sintomas, com auxilio
de microscopio estereoscopico e optico e bibliografia
especializada (Barnett & Hunter, 1999).

Para PF, foram utilizadas 100 sementes de cada lote,
ndo desinfestadas, divididas em quatro repeticdes,
com 25 sementes, distribuidas em caixas de plastico
transparente (gerbox), previamente desinfestadas com
solucdo de hipoclorito de sédio 1% e alcool 70%,
forradas com duas folhas de papel-filtro esterilizadas e
umedecidas com agua destilada esterilizada.

No caso do teste em meio BDA foram utilizadas
100 sementes de cada lote, divididas em quatro
repeticoes de 25. A assepsia das sementes foi
realizada com a imersdo destas em alcool 70%
por 30 segundos, depois em hipoclorito de sodio
na concentracao de 1% por 30 segundos e, em
seguida, lavadas em dois banhos de agua destilada
esterilizada. Posteriormente, estas foram plaqueadas
em meio de cultura BDA. A incubagdo para PF
e BDA foi feita a uma temperatura de 2243 °C,
e fotoperiodo de 12 h, durante sete dias, quando
ocorreu a avaliagdo e identificagcdo dos fungos, com
auxilio do microscdpio estereoscopico e Optico e
bibliografia especializada (Barnett & Hunter, 1999).

Foram utilizados 100 frutos por lote, divididos em
quatro repeti¢cdes de 25. Devido a alta incidéncia de fungos
saprofitas nos frutos, que sdo naturalmente pilosos, fez-
se uma assepsia de 15 minutos em hipoclorito de sodio
1%, e posterior banho em agua destilada esterilizada
por um minuto. O material permaneceu secando em
temperatura ambiente (22+3 °C) e, posteriormente, foi
distribuido em caixas de plastico transparente (gerbox)
contendo duas folhas de papel-filtro umedecidas com
agua esterilizada, onde permaneceu por sete dias, para
posterior identificagdo dos géneros fungicos presentes,
como descrito para os testes de sanidade em PF e BDA.

A andlise dos dados foi efetuada inicialmente pela
verificagdo da normalidade com o teste Shapiro Wilk.
Nos casos onde os dados ndo apresentaram uma
distribui¢do normal, aplicou-se a transformagao vx + 0.5
onde x corresponde ao valor a ser transformado. Aplicou-
se a analise de variancia e o teste de Tukey, ao nivel de
5% de significancia.

Os resultados quanto a caracterizagao fisiologica dos
lotes estdo apresentados na Tabela 1. Para o indice de
velocidade de emergéncia os valores variaram entre 6,7
e 8,7, para os Lotes RES e SM, respectivamente.

Tabela 1. indice de velocidade de emergéncia (IVG),
emergéncia (%), plantulas sintomaticas (%) e sementes mortas
(%) de acoita-cavalo, coletadas nos municipios de Santa Maria
(SM) e Restinga Seca (RES).

Emervéncia Plantulas Sementes
IVG (5) sintomaticas mortas
° () (%)
Lote 1 %
(SM) 8,7a 63a Oa 37a
Lote 2
(RES) 6,7a 5la 4a 45 a

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A emergéncia das sementes de Luehea divaricata
variou entre 51% e 63%, para os Lotes SM e RES,
respectivamente, e as contagens foram até 34 dias apos a
semeadura (Figura 1C). Utilizando substrato vermiculita,
Borges et al. (2007) encontram valores de emergéncia
que variam de 30,4% a 51% para sementes de agoita-
cavalo coletadas em Minas Gerais.

No trabalho realizado por Silva (2004) o percentual de
emergéncia de sementes desta mesma espécie, oriundas
da regidao metropolitana de Porto Alegre, RS, atingiu 75%,
tendo como substrato areia. Essas variagdes nos valores de
emergéncia de uma regido para outra, ou até mesmo dentro
de uma mesma regido, podem estar associadas a fatores
como condigdes de solo, umidade e insolagdo que a arvore
matriz esta inserida. Felippi et al. (2012) afirmam que o
indice germinativo de sementes de louro-pardo (Cordia
trichotoma) € oscilante, provavelmente em fungdo da
varia¢do de cada arvore matriz ¢ seu micro-habitat.

No teste de transmissdo foi possivel constatar a
presenca de plantulas sintomadticas apenas no lote
RES (4%), porém ambos os lotes tiveram altos valores
de sementes mortas. Essas sementes mortas quando
retiradas do substrato encontravam-se em condi¢des
de degradagdo, muito provavelmente em fungdo do
ataque de microrganismos (fungos). Como o substrato
utilizado passou por um processo inicial de esterilizagdo,
esses fungos deviam estar associados internamente
ou externamente a semente, € encontraram situagdes
favoraveis para o seu desenvolvimento.

Os géneros fungicos identificados no teste de
transmissdo foram Aspergillus, Penicillium, Fusarium e
Alternaria, sendo que, os dois ultimos foram constatados
associados as plantulas anormais, oriundas do teste
de transmissdo (Tabela 2). Fusarium sp. apresentou
maior incidéncia numérica, alcangando 17% para
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o lote RES, entretanto ndo diferiu da ocorréncia no
lote SM (14%). No caso das plantulas anormais, os
sintomas observados foram, amarelecimento € murcha
do cauliculo (Figura 1D), com posterior tombamento
da plantula. Santos et al. (2011) identificaram os fungos
Fusarium sp., Thielaviopsis paradoxa, Colletotrichum
sp., Helminthosporium sp. e Phytophtora palmivora
em sementes de pupunha (Bactris gasipaes Kunth.
var. gasipaes Henderson), e afirmam que o género
Fusarium foi transmitido para plantulas; Moers et al.
(2012) verificaram Fusarium sp. causando damping-off’

em plantulas de crambe (Crambe abyssinica Hochst)
no estado do Parana. Isso demonstra que este patdogeno
¢ cosmopolita e pouco especifico em relagdo aos
hospedeiros, consequentemente de dificil controle.

Os géneros Penicillium e Aspergillus sdo considerados
patdogenos de armazenamento, € tem sua ocorréncia
aumentada quando as sementes sdo mantidas em
condi¢odes inadequadas (Cherobini et al. 2008). Como os
testes com sementes de agoita-cavalo foram realizados
logo ap6s o beneficiamento, o percentual de associagdo
com esses fungos foi baixo, entre 0 e 3% (Tabela 2).

Figura 1. Qualidade fisiologica e sanitaria de sementes de agoita-cavalo. A) Deteccdo em BDA; B) Deteccdo em blotter
test, com énfase para estruturas do género Fusarium vistas em lupa com aumento de 4x; C) Plantulas normais; D) Plantulas

sintomaticas no teste de emergéncia.

Fotos: Caciara G. Maciel

Tabela 2. Incidéncia fungica (%) em plantulas sintomaticas e sementes mortas de agoita-cavalo, obtidas no teste de transmissao,
coletadas nos municipios de Santa Maria (SM) e Restinga Seca (RES).

Fusarium sp. Alternaria sp. Aspergillus sp. Penicillium sp.
Lote 1 (SM) 14 a* 3a 2a
Lote 2 (RES) 17a O0a la

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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Além dos fungos ja identificados no teste de transmissao,
outros géneros foram constatados no teste de sanidade.
Sendo eles: Rhizoctonia sp., Pestalotiopsis sp., Phoma sp.
e Cladosporium sp. Entre os poucos estudos que relatam
as condi¢Oes sanitarias de sementes de agoita-cavalo,
Mieth et al. (2007) apontaram o género Colletotrichum,
além de outros comuns aos do presente trabalho, como,
Fusarium, Phoma, Cladosporium e Rhizoctonia.

Independente do método utilizado para detecgdo (BDA
(Figura 1A) ou PF (Figura 1B), o fungo que se destacou
foi Fusarium sp., atingindo 44% no lote SM pelo método
PF (Tabela 3). Benetti et al. (2009) também relataram
altos valores de Fusarium sp. associado a sementes de
cedro (Cedrela fissilis) em ambos os métodos, causando

interferéncia na emergéncia final de plantulas. Lazarotto
etal. (2012) relatam Fusarium sp. € Rhizoctonia sp. como
potenciais patogénicos a plantulas de cedro, causando
danos nas raizes e posterior tombamento.

Phoma sp. e Cladosporium sp. foram verificados
apenas no método PF, em ambos os lotes (Tabela 3). Isso
pode estar associado a assepsia realizada na detecgao
em BDA, que elimina aqueles patogenos superficiais a
semente e ndo permite que sejam identificados. No caso
do género Pestalotiopsis que foi observado em ambos os
lotes, apenas em BDA pode-se dizer que este patdogeno
estava interno nas estruturas da semente, € SO encontrou
condi¢des para multiplicacdo quando aqueles fungos
externos foram eliminados pela assepsia.

Tabela 3. Incidéncia fungica (%) em sementes de agoita-cavalo coletadas nos municipios de Santa Maria (SM) e Restinga
Seca (RES), pelos testes de sanidade em meio batata-dextrose-agar (BDA) e papel-filtro (PF).

Incidéncia fingica em meio BDA (%)
Rhizoctoniasp. Fusarivum sp. Penicillivm sp. Pestalotiopsis sp. Aspergillus sp. Phomasp.
Lote 1 (SM) 10b 12a 2a Oa -
Lote2 (RES) Oa 20a 14a la 20b -
Incidéncia fimgica em papekiltro (%o)
Alternaria sp. Fusarium sp. Penicillivim sp. Cladosporivum sp. Aspergillus sp. Phomasp.
Lote 1 (SM) Oa 44a Sa Oa 24a
Lote2 (RES) 34b 41a 2a 2a 9a

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Observa-se na Tabela 4 que o teste em PF foi capaz de
detectar maior variedade de fungos. Isso acontece, pois esse
método permite quantificar os fungos externos a semente,
diferente do método em BDA, que devido a assepsia
superficial realizada, predomina a presencga dos fungos
internos. Ruiz Filho et al. (2004) compararam PF ¢ BDA e
constataram que os dois testes foram eficientes na recuperagao
dos fungos em sementes de cedro, sendo os seguintes
géneros identificados: Phomopsis, Phoma, Cladosporium,
Fusarium, Curvularia, Pestalotia, Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma, Rhizopus, Chaetomium, Ascochyta e Stilbum.
Lazarotto et al. (2010) também verificaram que ambos os
métodos de deteccao testados (BDA e PF) foram eficientes
para a identificagdo da maioria dos fungos, associados a
sementes de paineira (Ceiba speciosa St.-Hill), e destacam
aqueles potencialmente patogénicos, tais como Fusarium
sp. e Alternaria sp..

A incidéncia do fungo Pestalotiopsis sp. foi verificada
apenas em meio BDA (Tabela 4). Isso indica que esse
patogeno estava predominando nas estruturas internas
da semente. Por outro lado, Schultz et al. (2003),
encontraram Pestalotia sp. em sementes de pau-cigarra
(Senna multijuga), independentemente do método
utilizado, PF ou BDA.

Através do teste de sanidade com os frutos recém-
colhidos de acoita-cavalo (Tabela 5), pode-se dizer que
o fungo Fusarium sp. possivelmente foi transmitido do
fruto para a semente, semelhante ao relatado por Rego
etal. (2009), em estudo realizado com frutos e sementes
de capororoca (Myrsine ferruginea). Os autores
encontraram os fungos Alternaria sp., Cladosporium
sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Macrophomina
sp. e Pestalotia sp. associados aos frutos e sementes de
capororoca. De acordo com Menten & Bueno (1987),
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sdo diversas as portas de entrada de indculo externo para
infecgdo das sementes, entre elas: estigma, nectario,
pedunculo da flor ou do fruto e aberturas no fruto.
Ainda, segundo esses autores, a cavidade de alguns
tipos de frutos pode atuar como camara imida para o
desenvolvimento de fungos, que é o caso do agoita-
cavalo.

No caso de Alternaria sp., também foi observada a
relacdo da presenca do fungo na semente e no fruto.
O patdgeno foi apontado no teste de sanidade em PF e

BDA (Tabela 3), na transmissdo de fungos via semente
(Tabela 2) e associado aos frutos (Tabela 5), e em todos
os casos no Lote RES. Alguns autores ja evidenciaram a
relagdo entre fungos nos frutos e nas sementes, como por
exemplo Rego et al. (2008), que identificaram os géneros
Botryodiplodia, Colletotrichum, Alternaria, Curvularia
e Fusarium em sementes e frutos de imbuia (Ocotea
porosa Ness. L. Barroso); Avila et al. (2009) relataram a
incidéncia de Cladosporium sp. e Alternaria sp. em frutos
e sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.), dentre outros.

Tabela 4. Numero de amostras de sementes de agoita-cavalo em que houve ocorréncia de fungos em papel-filtro (PF) e batata-
dextrose-agar (BDA), nimero de vezes em que houve coincidéncia na recuperagdo de fungos nos dois métodos utilizados e

incidéncia média (%) de fungos.

Ocorréncia’ Incidéncia média (%)?
Coincidéncia®

PF BDA BDA PF
Rhizoctonia sp. 0 1 0 5 17
Fusarium sp. 2 2 2 16 42,5
Penicillium sp. 1 2 1 10 2
Pestalotiopsis sp. 0 2 0 1,5 0
Aspergillus sp. 1 1 1 10 1
Phoma sp. 2 0 0 16,5
Alternaria sp. 1 0 0 17
Cladosporium sp. 2 0 0 3,5

! Numero de amostras avaliadas: 2. 2 Numero de vezes em que houve coincidéncia na recuperacdo de fungos entre os dois métodos. (3'% de ocorréncia nos

dois lotes para cada método)/ntimero de lotes).

Tabela 5. Incidéncia fungica (%) em frutos de agoita-cavalo coletados nos municipios de Santa Maria (SM) e Restinga Seca

(RES).
Frutos Fusarium sp. Penicillium sp. Aspergillus sp. Cladosporium sp. Alternaria sp.
Lote 1 (SM) 35 a* Oa 2,5a 25a Oa
Lote 2 (RES) 45a 2,5a Oa Oa 27,5b

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5 % de significancia.

Conclusoes

Os métodos de deteccdo, papel-filtro e BDA, sdo
eficientes e complementares na verificacdo dos fungos
associados a sementes de acoita-cavalo, dessa maneira
podem ser utilizados para avaliac@o sanitaria de
sementes dessa espécie

Os fungos identificados associados as sementes,
independente do método sdo: Fusarium sp., Alternaria
sp., Rhizoctonia sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
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Pestalotiopsis sp., Phoma sp. e Cladosporium sp.

Os fungos presentes nos frutos de agoita-cavalo
sao: Fusarium sp., Aspergilus sp., Penicillium sp.,
Cladosporium sp. e Alternaria sp.

Esse trabalho salienta a incidéncia e transmissao
de fungos com potencial patogénico em sementes de
agoita-cavalo, e aponta para a necessidade de detecg¢ao
e controle desses patogenos associados a semente, uma
vez que os mesmos podem interferir na qualidade final
das mudas.
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