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forficata Link *

SEED SANITY AND PATHOGENICITY OF Fusarium sp. IN Bauhinia forficata Link
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RESUMO - A Bauhinia forficata (pata-de-vaca) pertence a familia Fabaceae. E uma espécie
nativa da Mata Atlantica de grande valor ecolégico e econdmico, com potencial para
recomposicdo de areas degradadas. O presente trabalho estudou a incidéncia, transmisséo e
patogenicidade de fungos associados a sementes de pata-de-vaca de distintas procedéncias. Para
isso, utilizaram-se quatro amostras de sementes, com as quais realizaram-se testes de
germinagcdo, sanidade (blotter test), transmissdo; e patogenicidade de Fusarium sp. A germinagao
das sementes de pata-de-vaca variou de 4 a 76%. Os géneros fungicos identificados foram:
Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e Fusarium. Sendo que Fusarium sp. foi detectado em
todas as amostras e verificada sua transmissdo via sementes para plantulas, causando ma
formacdo do sistema radicular e dos cotilédones; tombamento de pré e pds-emergéncia. Sua
patogenicidade foi confirmada.

Palavras-chave: sementes florestais; germinaco; patologia de sementes.

ABSTRACT - Bauhinia forficata (pata-de-vaca) belongs to the Fabaceae family. It is a native
species of the Atlantic Forest of great ecological and economic value, with potential for
recomposition of degraded areas. The present work studied the incidence, transmission and
pathogenicity of fungi associated with pata-de-vaca seeds from different sources. For this, four
seed samples were used, with which germination tests were carried out, sanity (blotter test),
transmission; and pathogenicity of Fusarium sp. The germination of pata-de-vaca seeds ranged
from 4 to 76%. The fungal genera identified were: Aspergillus, Penicillium, Cladosporium and
Fusarium. Fusarium sp. was detected in all samples and its transmission via seeds to seedlings
was verified, causing malformation of the root system and cotyledons; and damping-off.

Keywords: forest seeds; germination; seed pathology.
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1 INTRODUCAO

A Bauhinia forficata (pata-de-vaca) pertence a
familia Fabaceae. E uma espécie nativa da Mata
Atlantica de grande valor ecoldgico e econdmico,
com potencial para recomposicdo de &reas
degradadas, paisagismo, uso apicola e medicinal
(Carvalho, 2003). As espécies do género Bauhinia
tem importante emprego paisagistico pela beleza
de suas flores, sendo recomendadas para
arborizacdo de ruas estreitas e sob a rede elétrica
(Carvalho, 2014), além de suas folhas, flores e
casca apresentarem  reconhecido  potencial
terapéutico (Trojan-Rodrigues et al., 2012). A
producdo de mudas dessa espécie é feita
preferencialmente  através  de  sementes,
aumentando a exigéncia com os lotes que séo
utilizados. Conforme Oliveira et al. (2018) os
materiais utilizados para a propagacdo seminal
variam expressivamente entre lotes, quanto aos
diversos atributos (genético, fisico, fisioldgico e
sanitario), consequentemente, o conhecimento do
material genético e a andlise de sementes sdo
informacfes importantes, capazes de regular o
mercado de sementes florestais.

O teste de germinacdo é essencial para a
determinacdo da qualidade das sementes
produzidas, pois além de possibilitar a avaliagdo do
maximo potencial de germinacdo das sementes
pode, também, juntamente com outras ferramentas,
ser indicador de possiveis falhas ocorridas no
processo de producdo (Figliolia, 2015). Segundo
Costa et al. (2013), o potencial produtivo das
sementes de Bauhinia forficata pode ser reduzido
por alguns fatores, tais como a dorméncia, que
corresponde ao periodo em que a semente é incapaz
de realizar o processo de germinacdo. Deste modo,
a superacdo de dorméncia é de extrema
importancia para a propagacao e desenvolvimento
da espécie, sendo assim analisado através de testes
de germinacéo.

A deteccdo dos agentes patogénicos associados
as sementes ira refletir nos indices de producéao de

mudas e armazenamento das sementes. A analise
da sanidade de sementes ¢ uma medida que assume
grande importancia, pois revela ao agricultor se as
sementes podem ser veiculo de disseminagdo de
indculo primario (Oliveira et al., 2012), evitando o
transporte de sementes contaminadas por
fitopatégenos para novas areas (Carmo et al.,
2017), consequentemente, minimizando 0s riscos
de perdas na producdo de mudas. A busca pelo
desenvolvimento de estratégias de controle que
visem a reducdo dos patégenos e melhorias na
producdo de mudas vem  aumentando
constantemente, para isso é fundamental a
identificacdo adequada do patégeno e os danos
ocasionados.

Parisi et al. (2019) reforcam que poucas
pesquisas tém sido desenvolvidas na é&rea de
sanidade de sementes florestais, direcionadas a
identificagdo de fungos, e a participacdo destes no
processo de deterioracdo das sementes. Para 0s
autores a grande diversidade de espécies demanda
esforcos ainda maiores para que se possa obter
sucesso na identificacdo e controle dos principais
patdgenos associados as sementes.

Nesse sentido, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar a germinacdo, sanidade e
patogenicidade de Fusarium sp. associado a lotes
de sementes de Bauhinia forficata.

2 MATERIAL E METODOS

As sementes de Bauhinia forficata utilizadas
sdo oriundas do Departamento de Diagndstico e
Pesquisa Agropecuaria (DDPA), sendo coletadas
de diferentes matrizes, em anos distintos, desde
2016 até 2020. Apds serem recebidos, os lotes
foram armazenados na geladeira em temperatura
entre 1 e 7°C, para preservar a integridade
fisiolégica das sementes. As procedéncias, época
de coleta e grau de umidade (GU) estdo
identificadas na Tabela 1.

Tabela 1. Procedéncia, data de coleta, lote e grau de umidade (GU) das sementes de Bauhinia forficata utilizadas no

estudo.

Table 1. Origin, collection date, samples and moisture content of Bauhinia forficata seeds used in the study.

Procedéncia Data de coleta Lote GU (%)
Santa Maria — RS 24/05/2016 26/16 12
Distrito Boca do Monte - RS 05/05/2017 20/17 10,5
Santa Maria — RS 23/04/2019 17/19 12,7
Distrito Boca do Monte - RS 18/05/2020 17/20 9,5
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Os testes de grau de umidade, germinacao,
sanidade e patogenicidade foram desenvolvidos no
Laboratorio de Sementes e em casa de vegetacdo
do Departamento de Horticultura e Silvicultura,
nas dependéncias da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS.

2.1 Localizacdo e caracterizacdo da area de
estudo

A determinacdo do grau de umidade foi feita
com 100 sementes de cada amostra. Estas foram
pesadas e entdo acondicionadas em placas de Petri.
Logo, foram levadas para a estufa a 105°C por 24
horas, e novamente efetuou-se a pesagem, para
determinar assim, o peso seco das sementes. A
diferencga de peso resultou no grau de umidade das
sementes (Brasil, 2009).

2.2 Germinacao

Para o teste de germinacéo foram utilizadas 100
sementes de cada amostra, divididas em quatro
repeticbes de 25 sementes cada. Previamente a
instalacdo do teste de germinacdo, realizou-se a
superacdo de dorméncia da semente, através da
escarificacdo mecanica, realizada com uma lixa n®
100, através do desgaste do tegumento (Alves et
al., 2007).

A semeadura foi realizada em substrato papel
germitest, umedecido com &gua autoclavada na
guantidade de 2,5 vezes a massa do papel ndo
hidratado, e posteriormente armazenadas em sacos
de polietileno. O material foi acondicionado em um
germinador com temperatura de 25°C e fotoperiodo
de 12 horas. A primeira contagem de germinacao
(plantulas normais) foi realizada sete dias apos a
instalacdo do teste, considerando radicula superior
a 2 cm. Aos 14 dias contabilizou-se a germinacao,
sementes duras e mortas. A metodologia utilizada
para o teste de germinacao foi adaptada de Brasil
(2013).

2.3 Sanidade em papel-filtro

Para deteccdo dos fungos presentes nas
sementes em papel-filtro (PF) foram utilizadas 100
sementes de cada amostra, divididas em quatro
repeticbes de 25 sementes. As sementes, néo
desinfestadas, foram colocadas em caixas
transparente do tipo “gerbox", previamente
desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sodio
(1%) e alcool (70%). Utilizou-se como substrato
duas folhas de papel-filtro esterilizadas,
umedecidas com agua destilada esterilizada.
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O material foi incubado a uma temperatura de
25 + 2°C, e fotoperiodo 12 horas de luz negra/12
horas de escuro por sete dias. A verificacdo da
ocorréncia de fungos foi feita com auxilio de
microscopio estereoscopico, onde as sementes
foram observadas individualmente. Quando
encontrada alguma estrutura fungica, esta foi
transferida para laminas com corante (lactofenol
com azul de metileno) e analisadas com auxilio do
microscépio éptico. A identificacdo dos fungos em
nivel de género foi realizada conforme descrigdes
de Barnett e Hunter (1999) e Santos et al. (2011).

2.4 Patogenicidade

Fusarium sp. isolado no teste de sanidade,
considerado  potencialmente  patogénico, foi
crescido em placas de Petri com meio batata-
dextrose-dgar (BDA), ampicilina (100 ppm),
posteriormente incubado, por sete dias, a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas de luz, para produgdo de
indculo. Testou-se um isolado de Fusarium sp.
(F1), oriundo do teste de sanidade do Lote 17/19.

Neste teste, as sementes de B. forficata
utilizadas pertenciam ao Lote 17/20, esse lote foi
escolhido, pois apresentou elevado potencial de
germinag&o e ocorréncia de Fusarium sp. (F1). No
desenvolvimento do teste de patogenicidade,
utilizaram-se 100 sementes divididas em quatro
repeticbes de 25. Inicialmente, foi realizada
assepsia das sementes (imersdo em alcool 70% por
30 segundos, hipoclorito de sodio na concentragdo
de 0,5% por 30 segundos e lavagem em &gua
destilada esterilizada). Na sequéncia, as sementes,
foram colocadas em contato com a cultura flngica
em meio BDA por 48 horas. A testemunha passou
pelo mesmo procedimento, porém foi mantida em
contato com o0 meio BDA, sem o inoculo fungico.

A semeadura foi realizada em bandejas de
isopor (uma semente por célula) com substrato
vermiculita autoclavada. O material permaneceu
em estufa de nebulizacdo com umidade média de
90% e temperatura média de 25°C, irrigadas a cada
dois dias.

As avaliagOes foram realizadas aos sete, 14 e 21
dias apos a instalacdo do teste, e nestas foram
contadas o nimero de plantulas emergentes. Apos
0s 21 dias, as sementes que ndo germinaram foram
retiradas, e juntamente com as plantulas anormais
permaneceram em cdmara Umida, para a
verificacdo da presenca de Fusarium sp. e seu
posterior  re-isolamento,  completando  0s
postulados de Koch.
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2.5 Delineamento e Andlise estatistica

Para todas as analises, utilizou-se o Sistema de
Andlise Estatistica SISVAR 5.6 (FERREIRA,
2014). O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, colocando-se os dados
em percentagem e, em seguida efetuando-se a
transformagdo das observagdes segundo (x+k),
onde o valor de k é igual a 100. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados
referentes a germinagdo de diferentes lotes de
sementes de B. forficata. A germinacdo variou
entre 4 e 76%, sendo o valor superior associado ao
lote coletado em 2017. Verteiro et al. (2022)
afirmam que as sementes de B. forficata podem ser

armazenadas por longos periodos em refrigeracéo.
Estes autores encontraram 100% de germinacdo,
mesmo ap6s 173 dias de armazenamento.

O Lotel7/19 apresentou menor germinagdo
(4%) e maior incidéncia de fungos classificados
como  potencialmente  patogénicos, como
Cladosporium sp. e Fusarium sp. (Tabela 3),
consequentemente esse lote apresentou alto
percentual de sementes mortas (96%). A presenca
desses patdgenos pode interferir diretamente o
desempenho das sementes a campo, causando
apodrecimento e tombamento de plantulas.

O percentual de sementes duras variou de 0 a 2
% (Tabela 2), esse resultado baixo deve-se a
utilizacdo de métodos de superacdo de dorméncia
com as sementes de B. forficata. A superacdo de
dorméncia é fundamental para aquelas sementes
com tegumento rigido, pois garante uma
germinagdo mais rapida e uniforme.

Tabela 2. Germinacédo (G), sementes duras (SD) e sementes mortas (SM) de diferentes lotes de Bauhinia forficata.

Table 2. Germination, hard seeds and dead seeds of different samples of Bauhinia forficata.

G SD SM
Lote %)
17/20 57 b* 1ns 42 b
17/19 4c¢ 0 96 ¢
20/17 76 a 2 22 a
26/16 54 b 1 45b
CV. (%) 15,63 > 100 13,28

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. ns: nao
significativo pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. C.V.: Coeficiente de Variacao.

* Means followed by the same letter in the column do not differ by Tukey's test at 5% significance. ns: not significant by

Tukey's test at 5% significance. C.V.: Coefficient of Variation.

A incidéncia de fungos identificados associados
as sementes de B. forficata é apresentada na Tabela
3. Foram identificados os fungos Aspergillus,
Penicillium, Cladosporium e Fusarium. A
presenca de Penicillium sp. foi superior nos lotes
20/16 e 20/17, esse fungo é classificado como de
armazenamento (Santos et al. 2011) e sua presenca
pode estar relacionada ao ano de coleta das
sementes, superior aos demais.

Martinele-Seneme et al. (2006) identificaram os
seguintes fungos associados as sementes de
Bauhinia  variegata:  Trichothecium  sp.,
Aspergillus sp., Cladosporium sp., Colletotrichum
sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Rhizopus sp. A
analise foi realizada logo apds a coleta das
sementes e segundo 0s autores a presenca dos
patdgenos néo interferiu no potencial germinativo
e vigor das sementes.
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Pinheiro et al. (2016) avaliando a eficiéncia de
tratamentos de assepsia de sementes florestais,
identificaram Aspergillus sp., Fusarium sp. e
Penicillium sp. associados a sementes de Bahuinia
forficata. De acordo com os resultados encontrados
pelos autores, o tratamento das sementes com
NaClO a 2% por 1 min antes da semeadura
aumentou a germinacdo (de 44 para 87 %) e
reduziu a incidéncia fangica (Aspergillus sp. (de 54
para 27%) e Penicillium sp. (de 31 para 7%),
exceto para Fusarium sp. Desde o0s primeiros
registros de patologia de sementes florestais,
Ferreira (1989) afirma que algumas espécies de
Fusarium tém sido relatadas causando tombamento
em pré ou pds-emergéncia de plantulas de espécies
florestais, sendo problema comum em sementes.
No presente trabalho a presenga de Fusarium foi
verificada em todos os lotes, alcangcando 80 % no
Lote 17/19 (Tabela 3), nesse mesmo Lote o
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desempenho fisiolégico das sementes foi baixo,
com 96 % de sementes mortas (Tabela 4).

Santos et al. (2001) identificaram outros
géneros fangicos em sementes de B. forficata e
reforcam que Fusarium sp. e Colletotrichum sp.
podem se comportar como fitopatogénicos a

espécie. A acdo patogénica dos fungos pode ser
potencializada por condi¢Bes fisiologicas da
semente, cuidados durante a coleta e
beneficiamento, dessa maneira é fundamental a
preconizacdo do uso de sementes com boa
procedéncia.

Tabela 3. Géneros flingicos (%) identificados associados a diferentes lotes de sementes de Bauhinia forficata.

Table 3. Fungal genera (%) identified associated with different seeds samples of Bauhinia forficata.

Géneros fungicos (%)

Lote Aspergillus sp. Cladosporium sp. Fusarium sp. Penicillium sp.
17/20 22" 7a* 2la 45 ab
17/19 14 29b 80b 32a
20/17 7 6a 30a 60 bc
26/16 10 4a 37a 75¢
C.V. (%) 56,31 65,46 22,42 23,01

* Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. ns: nao
significativo pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. C.V.: Coeficiente de Variacao.

* Means followed by the same letter in the column do not differ by Tukey's test at 5% significance. ns: not significant by
Tukey's test at 5% significance. C.V.: Coefficient of Variation.

Quando inoculado nas sementes de B. forficata
0 isolado de Fusarium sp. mostrou-se patogénico,
reduzindo significativamente o percentual de
emergéncia. Os danos observados foram podridéo

das sementes, tombamento (damping-off), em pds-
emergéncia e necrose dos tecidos jovens das
plantulas (Figura 1).

Figura 1. Sintomas causados por Fusarium sp. no teste de patogenicidade com sementes de Bauhinia forficata.

Figure 1. Symptoms caused by Fusarium sp. in the pathogenicity test with Bauhinia forficata seeds.

N&o hé relatos na literatura da patogenicidade
de Fusarium sp. associado a sementes de B.
forficata. Parisi et al. (2019) reforcam que novas
pesquisas abordando a patogenicidade e os danos
causados por patdgenos as plantulas de espécies
florestais sdo essenciais para o conhecimento e
controle das doencas e para a conservacdo de
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sementes. A patogenicidade de Fusarium foi
verificada em outras espécies florestais, Ceiba
speciosa (Lazarotto et al., 2010), Parapiptadenia
rigida (Maciel et al., 2012), Pinus taeda (Silva et
al., 2017) e Pinus elliottii (Maciel et al., 2013).
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Tabela 4. Emergéncia (E) e sementes ndo germinadas (SNG) de Bauhinia forficata (Lote 17/20) ap6s o teste de
patogenicidade realizado com inoculacdo de Fusarium sp.

Table 4. Emergence of seedlings and non-germinated seeds of Bauhinia forficata (Sample 17/20) after the pathogenicity
with Fusarium sp.

E SNG

Tratamento %)
Testemunha 55 a* 45a
Fusarium sp. 28b 72b
C.V. (%) 37,49 26,59

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. ns: ndo
significativo pelo teste de Tukey a 5 % de significancia. C.V.: Coeficiente de Variagdo.

* Means followed by the same letter in the column do not differ by Tukey's test at 5% significance. ns: not significant by
Tukey's test at 5% significance. C.V.: Coefficient of Variation.

4 CONCLUSOES

A germinacdo das sementes de Bauhinia
forficata variou entre 4 a 76%. Os géneros flngicos
identificados foram: Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium e Fusarium. A patogenicidade de
Fusarium sp. foi confirmada para o Lote 17/20.
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