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RESUMO

O estudo da associagdo de fungos com sementes pode gerar informagdes importantes, pois
alguns desses microrganismos podem causar danos as sementes, além de afetar a produc¢io
de mudas. Este trabalho teve como objetivos avaliar a germinagdo e fazer um levantamento
dos fungos associados as sementes de trés lotes de angico-vermelho (Parapiptadenia rigida)
procedentes de Sao Jodao do Oeste-SC (SJO), Sobradinho-RS (SO) e Santa Cruz do Sul-RS (SCS),
além de detectar a transmissdo e a patogenicidade dos fungos associados as sementes. Por meio
do teste de sanidade, foi detectada a presenca do género Phomopsis sp. como potencialmente
patogénico e dois géneros fungicos de armazenamento, Penicillium sp. e Aspergillus sp. Dentre
as procedéncias testadas (SJO e SCS), foi verificada a transmissdo e a patogenicidade de
Phomopsis sp. para a procedéncia SCS, que provocou lesdes necréticas escuras nos bordos dos
foliolos, enrugamento das sementes ndo germinadas e redugdo da porcentagem de emergéncia
das plantulas em viveiro.

Palavras-chave: patologia de sementes, germinagdo, sementes florestais.

Transmission and Pathogenicity of Phomopsis sp. Associated
with Seeds of Angico-vermelho (Parapiptadenia rigida Benth.)

ABSTRACT

The study of seed-borne fungi in forest seeds may bring important information because some of
these microorganisms can cause damage to seeds as well as to the production of seedlings. This
research aimed to evaluate germination and survey the seed-borne fungi of three lots of angico-
vermelho (Parapiptadenia) from Sdo Jodo do Oeste, Santa Catarina state (SJO), Sobradinho
(SO) and Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul state (SCS), in addition to detecting their
transmission and pathogenicity. The presence of the fungal genus Phomopsis sp as potentially
pathogenic and the saprophytic fungi Penicillium sp. and Aspergillus sp. was detected through
seed health testing. Among the lots tested (SJO and SCS), transmission and pathogenicity of
Phomopsis sp was verified in the SCS lot, causing dark necrotic lesions on the folioles edges,
wrinkling of ungerminated seeds, and percentage reduction of seedling emergence in seed-
plots.

Keywords: seed pathology, germination, forest seeds.



Floresta e Ambiente 2013; 20(2):216-222

Transmissdo e Patogenicidade de Phomopsis sp.... 217

1. INTRODUCAO

O angico-vermelho (Parapiptadenia

Benth.), pertencente a familia Fabaceae, é uma

rigida

espécie arborea, de ocorréncia natural no Brasil
(Carvalho, 2003), mais frequente nos trés Estados
sulinos, na mata latifoliada semidecidua da Bacia
do Parand (Lorenzi, 2008). Produz madeira de
excelente qualidade, com densidade de 0,85 g
cm’, bastante dura, muito resistente e de grande
durabilidade sob condi¢cdes naturais. Por essas
caracteristicas, é utilizada em obras hidraulicas e
expostas, como postes, estacas e dormentes. A casca
é rica em tanino e suas flores sio meliferas. Além das
utilidades mencionadas, o angico-vermelho possui
caracteristicas ornamentais que a recomendam para
o paisagismo em geral (Lorenzi, 2008).

A produgio de mudas de qualidade requer
a utilizagdo de sementes e material propagativo
sadio. De acordo com Resende et al. (2008),
aproximadamente 90% das doengas que ocorrem em
viveiros florestais sdo causadas por fungos, sendo que
uma das fontes de contaminagéo para o aparecimento
desses fungos ¢ a semente utilizada. O aparecimento
desses organismos pode causar tombamento de
mudas, podriddes de raizes e diversas manchas
foliares. Santos et al. (2001) alertam para uma maior
atencdo com os fungos associados as sementes de
espécies nativas, pois alguns destes microrganismos
podem causar danos a qualidade e a produgido de
mudas.

Contribui¢ées importantes para identificacdo
de fungos presentes em sementes de espécies
florestais tém sido obtidas em diversos trabalhos,
nos quais os autores constataram a incidéncia
de fungos, como Cladosporium cladosporioides,
Pestalotiopsis maculans, Fusarium sp., Epicoccum
sp., Alternaria sp., Colletotrichum sp., Curvularia
sp., Pestalotia sp., Phoma sp., Phomopsis sp. e
Aspergillus sp. (Padulla et al., 2010; Lazarotto et al.,
2010; Botelho et al., 2008). No entanto, ainda
faltam informagdes em relagdo aos efeitos que esses
fungos causam na germinagdo das sementes e no
desenvolvimento das plantulas. Para Mendes et al.
(2005), a obten¢io de uma muda de qualidade estd
diretamente relacionada ao controle sanitario da
semente utilizada, uma vez que esta podera servir

como fonte de in6culo e veiculo de disseminagdo
e propagagdo de patogenos. Devido a escassez de
informagdes em relagdo aos patdgenos que causam
danos as sementes de angico-vermelho, o presente
trabalho tem como objetivos avaliar a germinacéao e
a sanidade de lotes de sementes, além de detectar a
transmissdo e patogenicidade dos fungos associados
as sementes.

2. MATERIAL E METODOS

As sementes de angico-vermelho foram
provenientes de trés locais: a amostra SJO foi
coletada e beneficiada em Sio Jodo do Oeste-
SC, no més de julho de 2011. Posteriormente, as
sementes foram armazenadas por uma semana em
embalagens plasticas, em geladeira com temperatura
de 10 + 2 °C até a realizagdo do experimento. As
sementes das amostras SCS (Santa Cruz do Sul-
RS) e SO (Sobradinho-RS) foram obtidas por meio
do programa Bolsa de Sementes, pertencente ao
Convénio entre a Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM) e a Associagdo dos Fumicultores do
Brasil (AFUBRA), sendo coletadas e beneficiadas em
junho de 2011, por alunos do Ensino Fundamental
do Rio Grande do Sul

participantes do programa. O armazenamento das

de escolas publicas

mesmas foi realizado no Viveiro Florestal da UFSM
em embalagens de papel e plastico, em camara fria
umida, com aproximadamente 70% de umidade e
temperatura de 10 + 2 °C.

Os lotes de sementes foram conduzidos ao
Laboratério de Fitopatologia do Departamento de
Defesa Fitossanitaria do Centro de Ciéncias Rurais,
na Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
e o teste de patogenicidade foi realizado no Viveiro
Florestal da UFSM. As sementes foram submetidas
as seguintes avaliagdes:

Germinacdo: conduzida em rolo de papel
germitest, em cdmara com temperatura controlada a
25+ 2 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz ultravioleta
e 12 horas no escuro. As sementes foram distribuidas
sobre duas folhas de papel (previamente umedecidas
com agua destilada e esterilizada). Na primeira
contagem, avaliou-se apenas a porcentagem de
plantulas normais, sendo esta realizada aos sete
dias apods a instalacio do experimento. Foram
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consideradas como germinadas, as sementes que
emitiram radicula e expuseram os cotilédones. A
segunda contagem foi realizada aos 14 dias, quando
foi avaliada a porcentagem de plantulas normais,
plantulas anormais, sementes duras e mortas. Foram
consideradas como plantulas normais aquelas que
apresentaram as estruturas essenciais do embrido
desenvolvidas, segundo defini¢do das Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 2009). Além disso, foi
medido o comprimento de plantulas (cm), com
auxilio de régua graduada.

Sanidade: utilizou-se o método do papel filtro
(Blotter test), segundo as RAS (Brasil, 2009). As
sementes foram distribuidas em caixas de pldstico
transparente (gerbox) previamente desinfetadas com
solugdo de hipoclorito de sddio 1% e alcool 70%,
forradas com duas folhas de papel-filtro esterilizadas
e umedecidas com dgua destilada esterilizada.
Utilizaram-se 100 sementes ndo desinfetadas,
divididas em quatro repeti¢coes de 25 sementes. A
incubagio foi realizada em cAmara com temperatura
controlada a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas de
luz ultravioleta e 12 horas no escuro, durante sete
dias. A verifica¢do da ocorréncia de fungos foi feita
com auxilio de microscopio estereoscopico, sendo
as sementes observadas individualmente. Quando
encontrada alguma estrutura fungica, esta era entdo
transferida para laminas com corante (lactofenol
com azul de metileno) e analisada com auxilio do
microscopio optico. A identificagao dos fungos foi
realizada conforme descrigoes de Barnett & Hunter
(1972).

Avaliagao da transmissao e da patogenicidade:
O teste de patogenicidade foi realizado nas amostras
SJO e SCS, que apresentaram maior incidéncia de
Phomopsis sp. O fungo, isolado das sementes de
angico-vermelho, foi transferido para placas de Petri,
esterilizadas, contendo meio de cultura BDA (batata-
dextrose-4gar), para produgio do indculo. As placas
foram mantidas em cidmara de incuba¢io do tipo
BOD a temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de
12 horas por sete dias.

Apos o periodo de incubagdo, foi realizada a
inoculagdo do fungo nas sementes por meio do
método de contato com a cultura fingica. Para
tal, as sementes foram previamente desinfestadas
com hipoclorito de sédio 1% e alcool 70% durante

30 segundos,
esterilizada e deixadas a secar sobre papel toalha.

enxaguadas em dgua destilada
Posteriormente, as mesmas foram colocadas em
contato com o fungo em placas de Petri e novamente
incubadas por 72 horas nas mesmas condi¢oes
descritas acima. Para a testemunha, a semeadura foi
realizada em placas contendo apenas BDA.

Decorrido o periodo de incubagio, as sementes
foram semeadas em bandejas de isopor, utilizando-se
uma semente por célula, contendo vermiculita como
substrato. As bandejas permaneceram em condigoes
de casa de vegetagdo com irrigagdo realizada por
barra mével de microaspersores com lamina ddagua
de 5 mm, controlada conforme a necessidade diaria.

As avaliagoes foram realizadas aos sete, 14 e
21 dias apds a semeadura, sendo consideradas
como germinadas as sementes que expuseram os
cotilédones. Aos 21 dias, procedeu-se a avaliacdo
final de emergéncia, em que foram contabilizadas
as plantulas normais, anormais e sementes nao
germinadas. As plantulas que apresentaram sintomas
e as sementes ndo germinadas foram colocadas
em cidmara Umida com temperatura controlada a
25+ 2 °Cefotoperiodo de 12 horas de luz ultravioleta

por sete dias, para o reisolamento do fungo.

Anadlise dos dados: Nos testes de germinagdo
e sanidade, utilizou-se o delineamento estatistico
inteiramente casualizado, com quatro repeti¢oes de
25 sementes; para o teste de patogenicidade, utilizou-
se arranjo bifatorial 2 x 2. O fator “A” referiu-se as
procedéncias (SCS e SJO) e o fator “B” aos tratamentos
(sementes inoculadas e nao inoculadas com o fungo
Phomopsis sp.). Os dados obtidos foram submetidos
a analise da variancia (Teste F). As médias entre os
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey
(P <0,05), usando-se o programa estatistico SISVAR
(Ferreira, 2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinagdo: Em relagdo a porcentagem de
plantulas normais germinadas (G), as procedéncias
SJO e SCS apresentaram as melhores médias,
97 e 80%, respectivamente, ndo diferindo entre
si (Tabela 1). Maciel et al. (2012) encontraram
resultados semelhantes (88 e 91% de germinagdo)
para dois lotes da mesma espécie (Parapiptadenia
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rigida), provenientes do Rio Grande do Sul,
utilizando-se o substrato folha de papel mata-
borrdo. Mondo et al. (2008) encontraram 71%
de germinagdo em sementes de angico-vermelho
(P, rigida) coletadas em Sao Paulo, utilizando-se rolo
de papel como substrato, na mesma temperatura de
germinacao utilizada neste trabalho (25 °C). Porém,
o periodo de armazenamento das sementes foi de um
ano e oito meses, superior as amostras de sementes
deste trabalho.

Em relacdo a porcentagem de plantulas anormais,
a procedéncia SO apresentou valores médios de 17%
para essa variavel, diferindo da procedéncia SJO,
que ndo teve nenhuma plantula anormal; porém,
SO ndo apresentou diferenga em relagdo a SCS (6%)
(Tabela 1).

A procedéncia SJO, além de apresentar a maior
média de plantulas normais e nenhuma plantula
anormal, obteve o maior comprimento de plantulas,
diferindo das demais procedéncias (Tabela 1).
Segundo Nakagawa (1999), o comprimento de
plantulas é um pardmetro indicado para mensurar
diferengas de vigor em plantulas, podendo-se
considerar que amostras com maiores valores
médios sdo as mais vigorosas. Com base nesses

critérios avaliados, é possivel constatar que as
sementes procedentes de Sobradinho e Santa Cruz
do Sul apresentaram qualidade inferior em relagdo a
procedéncia Sao Jodo do Oeste.

Sanidade das sementes em papel (filtro:
Na andlise sanitdria das sementes de angico-
vermelho foi encontrado apenas um género fungico
potencialmente patogénico — Phomopsis sp. — e dois
géneros fingicos de armazenamento - Penicillium
sp. e Aspergillus sp. (Tabela 2).

Phomopsis sp. teve 100% de incidéncia na
procedéncia SJO, diferindo das demais procedéncias.
No entanto, a alta incidéncia desse fungo nessa
procedéncia nio prejudicou a germinagio, conforme
foi observado na Tabela 1. Esse fato pode ser
explicado pelo tempo reduzido entre a coleta e a
realizagdo do experimento, impossibilitando a agdo
do fungo sobre as sementes. De acordo com Carneiro
(1987), Phomopsis sp. estd relacionado a redugdo
no potencial germinativo e podriddo de sementes
em espécies florestais. Nas procedéncias SCS e
SO, a incidéncia de Phomopsis sp. foi de 31 e 7%,
respectivamente (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram apresentados por Strapasson et al. (2002),
que detectaram a incidéncia de Phomopsis sp. em

Tabela 1. Teste de germinacdo em rolo de papel para as sementes de Parapiptadenia rigida das procedéncias de Santa
Cruz do Sul (SCS), Sobradinho (SO) e Sao Jodo do Oeste (SJO).
Table 1. Germination test in paper roll for the Parapitadenia rigida seeds from Santa Cruz do Sul (SCS), Sobradinho

(SO) and Sao Jodo do Oeste (SJO).

Procedéncias PCG (%) G (%) PA (%) SD (%) SM (%) CP (cm)
SCS 47 91 0* 1* 10,25°
SO 79* 80P 0? 32 7,05°
Sjo 450 972 1 20 10,72

*Médias seguidas por mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade. PCG:
Primeira Contagem de Germinagio; G: Plantulas normais germinadas; PA: Plantulas Anormais; SD: Sementes Duras; SM: Sementes

Mortas; CP: Comprimento de Plantulas.

Tabela 2. Incidéncia de fungos (%), detectados pelo método papel filtro, associados as sementes de Parapiptadenia
rigida coletadas em Santa Cruz do Sul (SCS), Sobradinho (SO) e Sao Jodo do Oeste (SJO)

Table 2. Fungi incidence (%) detected by the filter paper method, associated in the Parapiptadenia rigida seeds
collected in Santa Cruz do Sul (SCS), Sobradinho (SO) and Sio Jodo do Oeste (SJO).

Incidéncia Fungica (%)

Procedéncias e
SCS 315
SO 7°
SJO 100°

Penicillium sp. Aspergillus sp.
65* 0*
30° 1*
ob 0?

*Médias seguidas por mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5% de probabilidade.
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sementes de outra espécie de angico (Piptadenia
paniculata).

Em relagdo a ocorréncia de Penicillium sp., a
procedéncia SCS teve 65% de incidéncia, diferindo
das demais, uma vez que SO e SJO apresentaram
30 e 0% de ocorréncia, respectivamente. O fungo
Aspergillus sp. esteve presente em apenas 1% das
sementes na procedéncia SO. O fato de ndo serem
verificados os fungos Aspergillus sp. e Penicillium
sp. na procedéncia SJO pode estar associado ao
menor tempo em que essas sementes permaneceram
armazenadas. Segundo Cherobini et al. (2008), esses
fungos tém sua incidéncia aumentada em condigoes
de armazenamento. Machado (1988) afirma que
os géneros Penicillium e Aspergillus, durante o
periodo de armazenamento, podem ser altamente
prejudiciais as sementes, causando a perda do poder
germinativo, a descoloragdo e o apodrecimento.
Além destes prejuizos, podem causar o aumento da
taxa de acidos graxos, provocando a rancificagao de
6leos e 0 aquecimento da massa da semente, com o

consequente aumento da taxa de respiragio.

Avaliagao da transmisséao e da patogenicidade:
Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da

influéncia de Phomospis sp. na emergéncia de
plantulas em viveiro. Para a variavel PCE, ndo
ocorreu interagdo entre os fatores procedéncia e
tratamentos (sementes inoculadas e nao inoculadas).

Em relagdo a primeira contagem de emergéncia
(7 dias), ndo foi verificada interagao entre os fatores;
por outro lado, observou-se diferenga entre as
procedéncias para essa varidvel. Verificou-se que
as sementes de angico-vermelho inoculadas com
Phomopsis sp. da procedéncia SCS tiveram o vigor
prejudicado, apresentando 58% de plantulas normais
na primeira contagem de emergéncia (PCE),
diferindo da procedéncia SJO (84%). Na segunda
contagem de emergéncia (14 dias), uma tendéncia
igual foi verificada, em que a procedéncia SCS
apresentou a menor média de plantulas normais
emergidas.

Para a varidvel emergéncia (21 dias), constatou-
se interacdo entre os fatores. Verificou-se diferenca
entre as sementes inoculadas e ndo inoculadas
da amostra SCS, em que o percentual variou de
56% a 84%, para sementes com e sem Phomopsis
sp., respectivamente (Tabela 3). Por meio desse
resultado, pode-se inferir que o fungo teve influéncia

Tabela 3. Emergéncia (%) em viveiro de sementes de Parapiptadenia rigida inoculadas e nio inoculadas com
Phomopsis sp., para as procedéncias de Santa Cruz do Sul (SCS) e Sao Joao do Oeste (SJO).

Table 3. Emergence (%) in nursery seeds Parapiptadenia rigida inoculated and not inoculated with Phomopsis sp.,
collected in Santa Cruz do Sul (SCS) and Sio Jodo do Oeste (SJO).

Variavel Procedéncia =
Sementes inoculadas
PCE (7 dias) SCS 58,040%
CV(%): 11,45 SJO 84,01
Média 71,0
E (14 dias) SCS 68,01°
CV(%): 8,27 SJO 90,04
Média 79,0
E (21 dias) SCS 56,080
CV(%): 7,92 SJO 86,01
Média 71,0
PA SCS 7,04
CV(%): 28,92 SJO 4,0M
Média 5,5
SNG SCS 37,08
CV(%): 30,97 SJO 10,04
Média 23,5

Tratamentos _ Média (%)
Sementes nao inoculadas
74,042 66,0
86,01 85,0
80,0 75,5
85,042 76,5
88,01 89,0
86,5 82,75
84,042 70,0
83,04 84,5
83,5 77,25
2408 4,5
10,05 7,0
6,0 5,75
14,042 25,5
740 8,5
10,5 17,0

*Médias seguidas de letras diferentes, mintisculas na coluna e maitisculas na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey no nivel de 5%
de probabilidade. PCE: Primeira Contagem de Emergéncia; E: Plantulas normais Emergidas; PA: Plantulas Anormais; SNG: Sementes

Nio Germinadas. CV(%) = coeficiente de variagao.
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Figura 1. Material vegetativo de Parapiptadenia rigida infectado com Phomopsis sp. no teste de patogenicidade.
a) Plantula com sintoma de necrose nos bordos dos foliolos; b) Detalhe dos bordos dos foliolos com a presenca
de picnidios do patdgeno visto no microscopio estereoscopico; c¢) Picnidios do patdgeno na semente vistos no
microscdpio estereoscdpico.
Figure 1. Vegetative material Parapiptadenia rigida infected with Phomopsis sp. in the pathogenicity test. a) seedling
symptom of necrosis on the leaflet’s edges; b) detail of the leaflet’s edges with the presence of the pathogen seen on a
stereoscopic microscope; ¢) pycnidia of the pathogen in seed seen on a stereoscopic microscope.

na germinagdo para essa procedéncia. Resultados
semelhantes foram relatados por Santos et al. (1998),
nos quais Phomopsis sp. também teve influéncia no
vigor e na germinabilidade de sementes de caroba
[Cybistax antisyphilitica (Mart.) Mart.], impedindo a
germinagdo ou necrosando a radicula e o embrido.
Santos et al. (1997) encontraram o patégeno
associado a sementes de baru (Dipteryx alata Vog.),
espécie comum no Cerrado, causando a reduc¢io
de germinacdo e a formag¢do de sintomas de pos-

emergéncia em plantulas.

De acordo com os resultados de sementes nao
germinadas (SNG) (Tabela 3), verificou-se que
houve intera¢do entre os fatores procedéncias e
tratamento (sementes inoculadas e niao inoculadas).
A procedéncia e o tratamento das sementes
apresentaram efeito significativo sobre o ndmero
de SNG. Para a procedéncia SCS, observou-se que
37% das sementes inoculadas com Phomopsis sp. nao
germinaram, diferindo do resultado observado para
as sementes nao inoculadas (14%). As sementes nao
germinadas apresentaram sintomas de enrugamento
e encontravam-se recobertas por frutificacdes
negras (Figura 1c). Em um trabalho semelhante com
sementes de soja, que permaneceram em contato
com o in6culo por 48 horas, Machado et al. (2001)
verificaram que Phomopsis sojae é extremamente
agressivo, ocasionando uma redugio de 20%
na germinagdo. De acordo com Goulart (1997),

Phomopsis sojae causa a seca da haste e da vagem

quando associada a sementes de soja, reduzindo a

qualidade do grao.

No teste de patogenicidade (Figura la e b), foi
verificado que o fungo Phomopsis sp. provocou
lesdes necroticas escuras nos bordos dos foliolos
e, sobre a lesdo, constatou-se a presenca de
frutificagdes negras (picnidios), pelas quais era
exsudada uma massa gelatinosa, constituida
pelos conidios alfa e beta do fungo. Os mesmos
sintomas foram observados por Anjos et al. (2001),
em mudas de aroeira (Myracrodruon urundeuva
Fr.All) inoculadas com Phomopsis sp. Assim, apos
o reisolamento, confirmou-se a transmissdo por
sementes e a patogenicidade do isolado Phomopsis
sp. em plantulas de angico-vermelho da procedéncia

Santa Cruz do Sul-RS.
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