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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagao em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

METODOS DE SUPERAGAO DE DORMENCIA: QUALIDADE
FISIOLOGICA E SANITARIA E TRANSMISSAO DE Alternaria alternata
EM SEMENTES DE Lithrea molleoides E Senna macranthera.

AUTORA: GRAZIELA PIVETA
ORIENTADORA: MARLOVE DE FATIMA BRIAO MINIZ
DATA E LOCAL DA DEFESA: SANTA MARIA, 5 DE MARGCO DE 20009.

O presente trabalho, realizado com sementes de Lithrea molleoides e Senna
macranthera, teve o objetivo de determinar a qualidade fisiolégica e sanitaria das
sementes, através de diferentes testes, e de avaliar a transmissdo de Alternaria
alternata e a sua influéncia na qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes, apods
submissao dos métodos de superacdo da dorméncia. Foram realizadas avaliacoes
de sanidade, germinacgdo, crescimento de plantulas, envelhecimento acelerado,
condutividade elétrica e teste de tetrazdlio. As sementes foram submetidas a
superagao da dorméncia, por: escarificacdo acida por 10, 15, 20 e 25 minutos;
imersdo em agua quente, com temperatura de 70, 80 e 90°C, até resfriar por 24
horas; imersdo em acido giberélico (GA3) na concentragao de 250 e 500 mg.I", por
24 e 48 horas; imersao em nitrato de potassio (KNO3), na concentragao de 0,2%, por
24 e 48 horas. Foi inoculado nas sementes A. alternata pelo método de suspensao
de esporos. A suspensdo de esporos foi padronizada em 10* esporos/ml, com
auxilio de camara de Neubauer. A inoculacdo das sementes foi realizada através de
imersdo, por trés periodos de tempo (24, 48 e 72 horas). Em seguidas, foram
realizados: sanidade, germinagao e crescimento de pléantulas; no viveiro foi avaliado
o indice de velocidade de emergéncia e a sanidade das mudas. L. molleoides
apresentou maior percentagem de germinacéo, quando foi submetida a escarificao
acida, por 20 minutos, e agua quente a 70°C, e S. macranthera, quando utilizou
escarificagdo acida, por 15 e 20 minutos, e imersdao em GA3; 250 e KNO3 ,por 48
horas. A ocorréncia de A. alternata nas plantulas indica que esta espécie fungica
pode ser transmitida por sementes para ambas as espécies.

Palavras-chave: Inoculagdo em sementes, Espécies florestais, Fungos.
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This work was carried out with seeds of Senna macranthera and Lithrea molleoides
objective was to determine the health and physiological quality of seed through
different tests and to evaluate the transmission of Alternaria alternata and its
influence on health and physiological quality of seeds after submission of methods to
overcome dormancy. Evaluations of health, germination, seedling growth,
accelerated aging, electrical conductivity and tetrazolium test, seeds were submitted
to overcome dormancy, by: acid scarification for 10, 15.20 and 25 minutes, soaking
in hot water, with temperatures of 70, 80 and 90°C to cool for 24 hours, soaking in
gibberellic acid (GA3) at concentrations of 250 and 500 mg / | for 24 and 48 hours,
immersion in potassium nitrate (KNOj3), the concentration of 0,2% for 24 and 48
hours. Seed was inoculated in A. alternata by the method of suspension of spores.
The suspension of spores was standardized at 10* spores/ml using a Neubauer
chamber. The inoculation of seeds was performed by immersion for three time
periods (24, 48 and 72 hours). Then were made: health, germination and growth of
seedlings, the nursery was evaluated the rate of speed of emergence and seedling
health. L. molleoides showed higher percentage of germination when it was
Subjected to scarification acid for 20 minutes and hot water at 70°C, and when used
S. macranthera acid scatrification for 15 and 20 minutes and soaking in GA3 250 and
KNOj for 48 hours. The occurrence of A. alternata in seedlings, indicates that this

fungus can be transmitted by seed for both species.

Keywords: Inoculation of seeds, Forest, Fungi.
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1 INTRODUGAO

O uso de espécies florestais nativas, para recuperacdo ambiental, é limitado
devido a falta de informagdes sobre o comportamento fitossanitario e exigéncias
ecoldgicas, bem como pela caréncia de reservas florestais de produgédo de sementes,
que sejam manejadas de forma adequada. Uma das principais causas da perda da
viabilidade das sementes ¢é a falta de informagao a respeito da qualidade sanitaria e
fisiologica destas, quando s&o levadas para o campo.

Pesquisas visando obter informagdes sobre a biologia e a utilizagao
agronémica e florestal de espécies vegetais sao fundamentais, pois estao diretamente
relacionadas as estratégias de estabelecimento das espécies em suas areas de
ocorréncia e sao imprescindiveis para a formagdo de mudas em viveiros.

A principal caracteristica da semente a ser estudada é o seu potencial
germinativo, visto que muitas espécies sao limitadas pela ocorréncia de dorméncia
nas sementes, retardando a sua germinacdo. Na condugao de testes de germinagao
em laboratérios de analise de sementes, é imprescindivel o conhecimento sobre as
melhores condigdes para a germinagao das sementes de uma determinada espécie.

A dorméncia de sementes constitui um mecanismo de sobrevivéncia das
espécies, assegurando sua viabilidade, até que as condi¢gdes sejam adequadas para
o estabelecimento e crescimento da plantula. Embora seja um mecanismo eficiente
para garantir a perpetuagao da espécie, a dorméncia se constitui num fator limitante a
sua propagacao, tendo em vista que apenas pequenas percentagens das sementes
germinam em condi¢des naturais.

Outro fator importante nos estudos sobre sementes é a qualidade sanitaria,
uma vez que patdégenos podem estar associados as mesmas e causar danos, tanto
para as sementes, reduzindo o poder germinativo, como a morte das plantulas. No
entanto, pouco se sabe sobre os danos causados por patdogenos de sementes em
espécies florestais, o que pode causar grandes perdas na produgao de mudas por
falta de conhecimento sobre a sua qualidade sanitaria. Aliado a isso, vem o fato de
que as sementes sdo via de transmissdo de patdogenos que podem prejudicar,
posteriormente, as plantulas ou as plantas em desenvolvimento, comprometendo,

assim, a instalacao de povoamentos florestais.
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O presente trabalho, realizado com sementes de Lithrea molleoides e Senna
macranthera, teve os seguintes objetivos: 1) determinar a qualidade fisiolégica e
sanitaria das sementes, apos submissdo a métodos de superacdo da dorméncia,
através de diferentes testes; 2) avaliar a transmissdo de Alternaria alternata e a sua
influéncia na qualidade sanitaria e fisiolégica das sementes, apds submissao dos

métodos de superacao da dorméncia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Espécies estudadas

2.1.1 Lithrea molleoides (Aroeira-preta)

Pertencente a familia Anacardiaceae, podendo atingir aproximadamente 15
metros de altura e 40 cm de didmetro a altura do peito (DAP), Lithrea molleoides
apresenta ocorréncia natural de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul (CARVALHO,
2006).

E uma espécie produtora de carvao e de lenha de grande poder calorifico. Sua
madeira é util para postes, construgcao civil, marcenaria, dormentes e mourdes. A
casca é rica em tanino, o que a torna resistente a putrefacdo, além de fornecer
material tintorial. As flores da L. molleoides sao meliferas, produzem pélen e néctar.
As folhas sdo aromaticas e medicinais. Essa espécie é considerada extremamente
caustica, porque causa severas reagoes alérgicas a pessoas pré-dispostas. O simples
cheiro da planta ou o 6leo volatil, a seiva ou a madeira seca, ou mesmo a terra em
que crescem suas raizes, podem causar infeccdo cutanea, edemas de pele ou
eritema. O cozimento da casca € indicado no combate a diarréia, a disenteria e
afeccdo das vias urinarias e respiratoria. Possui propriedade estimulante e diurética
(CARVALHO, 2006).

2.1.2 Senna macranthera (Manduirana)

Senna macranthera, mais conhecida como manduirana, pertence a familia das
Caesalpiniaceae, ocorre de forma natural no estado do Parana até o Rio Grande do
Norte. E uma espécie pioneira, caracteristica de formac&o secundaria. Essa espécie é
ideal para a recomposi¢do de plantios de areas degradadas de preservagao
permanente, devido ao seu rapido crescimento (CARVALHO, 2006).

Segundo Backes; Irgang (2004), a espécie é de pequeno porte, de até 18

metros de altura. Fuste de até 30 centimetros de didmetro (ou mais). A espécie &
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utilizada para paisagismo urbano em pequenos espagos, jardins, ruas e estradas.

Apresenta madeira mole de uso restrito em caixotaria, brinquedos e lenha.

2.2 Qualidade de sementes

2.2.1 Dorméncia

Segundo Carvalho (2003), o fenbmeno de dorméncia é tido como um recurso
pelo qual a natureza distribui a germinagdo no tempo. Como tipos de dorméncia
temos: dorméncia exdgena, relacionada com a impermeabilidade do tegumento ou do
pericarpo a agua; dorméncia enddégena, que ocorre devido ao embrido imaturo ou a
presenca de mecanismos de inibi¢ao fisiolégica e a dorméncia combinada, que se da
com a combinagdo dos dois tipos de dorméncia citados, ou seja, apresenta a
dorméncia enddégena e a exdgena (CARVALHO, 2003). Os principais tratamentos
utilizados para a superagao de dorméncia exdégena podem ser: escarificagdo acida,
escarificagcdo mecanica, imersdo em agua quente ou fria. Para superagdo de
dorméncia endodgena: estratificacdo a frio, estratificagdo quente e fria. (ZAIDAN;
BARBEDO, 2004)

Cardoso (2004) relata que a dorméncia ocorre quando algumas sementes nao
germinam, mesmo quando colocadas em condigdes ambientais aparentemente
favoraveis. Apesar da riqueza, quanto a diversidade de espécies, sao relativamente
recentes os estudos sobre os mecanismos e as modalidades de dorméncia em
espécies tropicais.

Para Carvalho; Nakagawa (1988), dorméncia é o fenbmeno pelo qual sementes
de uma determinada espécie, mesmo sendo viaveis e tendo todas as condigdes
ambientais para tanto, deixam de germinar. O estado de dorméncia n&o se confunde
com o de quiescéncia, que é um estado de repouso em que, estando viavel a
semente, ele é faciimente superavel com o fornecimento das condi¢des ambientais

necessarias.
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2.2.2 Qualidade fisiolégica de sementes

Para Carvalho; Nakagawa (1988), o termo qualidade refere-se as
caracteristicas relativas as propriedades genéticas, fisicas, fisioldgicas e sanitarias
das sementes.

A obtencdo de sementes de alta qualidade representa a meta prioritaria, dentro
do processo de producgao e certificagdo, pois de um modo geral, a germinacéo e a
emergéncia das plantulas sao reflexos da qualidade fisioldgica. A causa das falhas de
germinagao, ou mesmo da reducao da velocidade de emergéncia, freqientemente é
atribuida ao baixo vigor associado ao processo de deterioragcdo (ROSSETTO, 1997).

A qualidade das sementes € particularmente importante pelo alto custo de
producao que, freqientemente, envolve vultosos investimentos, cujo retorno depende,
em grande parte, da qualidade das sementes utilizadas (RODO et al., 2001).

A qualidade fisiolégica das sementes é avaliada por meio de paréametros
fundamentais, como a viabilidade e o vigor. Os testes de vigor tém sido utilizados para
identificar diferencas na qualidade fisiolégica de lotes que apresentem poder
germinativo semelhante e tém sido utilizados para complementar as informacdes
fornecidas pelo teste de germinagcado (CARVALHO; NAKAGAWA, 1988).

Ha varios testes que determinam a qualidade das sementes, como o teste de
germinagao sob condigbes controladas, o qual € muito util para avaliar a capacidade
de germinagcdo, bem como fornecer informacbes sobre o vigor das sementes
(POPINIGIS, 1985).

2.2.3 Teste de germinagao

A utilizacdo do teste de germinagédo € fundamental para o monitoramento da
viabilidade das sementes em banco de germoplasma. Todavia, o conhecimento atual
sobre as técnicas de monitoramento é limitado, concentrando-se, principalmente, em
plantas de interesse agricola. Pouco se conhece acerca das condigdes para
germinagao da maioria das espécies florestais (SMIDERLE; SOUSA, 2003).
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Nas Regras para Anadlise de Sementes (BRASIL, 1992), existem prescrigdes
para a condugdo do teste de germinagdo de um grande numero de espécies
cultivadas. No entanto, as espécies florestais nativas ainda sdo pouco pesquisadas,
representando menos de 0,1% (OLIVEIRA et al., 1987).

O teste de germinagao é eficiente em pelo menos dois aspectos: fornece
informagdes sobre o potencial de uma amostra para germinar sob condigbes 6timas
de ambiente e, além disso, é considerado como padronizado, com ampla
possibilidade de repeticao dos resultados, dentro de niveis razoaveis de tolerancia,
desde que sejam seguidas as instrucdes estabelecidas em Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 1992), tanto nacional como internacional, estabelecida pela ISTA
(1993).

O teste de germinagao é empregado rotineiramente para avaliar a qualidade de
sementes, sendo que a percentagem de plantulas normais obtidas nesses testes
representa 0 maximo que a amostra pode oferecer, em condigdes 6timas, artificiais e
padronizadas para cada espécie avaliada. Este teste, conduzido em laboratério sob
condicdes controladas e por meio de métodos padronizados que visam,
principalmente, avaliar o valor das sementes para a semeadura e comparar a
qualidade de diferentes lotes, serve como base para a comercializacdo das sementes
(MARCOS FILHO et al., 1987).

2.2.4 Teste de vigor

A qualidade fisiolégica das sementes ¢ influenciada em toda a sua vida, desde
a fertilizacdo até o momento da semeadura. Em ordem cronoldgica, os principais
fatores que afetam a qualidade sao: gendtipo, condigdes ambientais durante o
desenvolvimento das sementes, posi¢gao da semente na planta méae, época e técnicas
de colheita, condigbes de armazenamento e tratamentos pré-semeadura (BASU,
1995). Portanto, a qualidade fisiolégica € adquirida durante os processos de
desenvolvimento e pode ser perdida por processos deteriorativos, que podem iniciar
ainda nessa fase. Quando as sementes deterioram, elas perdem vigor
progressivamente, apresentando redugdo na velocidade e desuniformidade de

emergéncia, menor resisténcia a condi¢des adversas, decréscimo na proporgéo de
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plantulas normais e, finalmente, perdem a viabilidade ou capacidade de germinar
(HALMER; BEWLEY, 1984).

O vigor de sementes é definido pela AOSA (ASSOCIATION OF OFFICIAL
SEED ANALYSIS, 1983) como uma propriedade das sementes que determina seu
potencial para emergéncia rapida e uniforme, com o desenvolvimento de plantulas
normais, em uma ampla faixa de condigbes ambientais (PINA-RODRIGUES et al.,
2004).

Os métodos de avaliagao do vigor podem ser classificados em diretos, quando
realizados no campo ou, em condi¢des de laboratoério, que simulem fatores adversos
de campo; ou indiretos, quando realizados em laboratério, mas avaliando as
caracteristicas fisicas, fisiolégicas e bioquimicas que expressem a qualidade das
sementes (PINA-RODRIGUES et al., 2004).

2.2.5 Teste de tetrazolio

Segundo Krzyzanowski et al. (1999), no sistema de controle de qualidade de
sementes, o teste de tetrazdlio tem assumido uma posi¢cao de destaque para algumas
culturas, devido, principalmente, ao grande numero de informagdes fornecidas pelo
teste. Além da viabilidade, o mesmo propicia informagdes valiosas sobre o vigor, além
de possibilitar o diagnéstico dos principais problemas que podem afetar a qualidade
das sementes.

O teste de tetrazodlio fundamenta-se na avaliagao da viabilidade das sementes,
com base na alteracao da coloracdo dos tecidos em presenca de sal de tetrazdlio, o
qual é reduzido pela enzima desidrogenasse dos tecidos vivos, resultando num
composto chamado Formazam, de coloragdo vermelho carmim, tecidos mortos ou
muito deteriorados se apresentam descoloridos. Os padrbes de coloragao dos tecidos
podem ser utilizados para identificar sementes viaveis e nao viaveis, dentro da
categoria das viaveis, as de alto e baixo vigor (ROCHA, 1976).

O teste de tetrazdlio € um dos testes mais tradicionais na avaliagcdo da
qualidade e do vigor das sementes. O mesmo € vantagioso pela rapidez com que
fornece resultados confiaveis sobre as sementes, além de ndo ser afetado pela
presenca de fungos e bactérias, que constantemente mascaram os resultados dos
testes de geminagao (PINA-RODRIGUES et al., 2004).
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Rocha (1976) comenta sobre a importancia da utilizagdo do teste de Tetrazolio
como uma alternativa complementar para a avaliagdo da germinagao e do vigor das
sementes, principalmente naquelas que tém apresentado sérios problemas na
interpretacdo dos resultados desses testes, nos quais grandes discrepancias tém
ocorrido em fungao, principalmente, da presencga de fungos.

A utilizacido do teste de tetrazélio, em nosso pais, repercute ndo apenas em
relagdo aos aspectos quantitativos, mas, principalmente, quanto aos qualitativos, pois
quando realizado em conjunto com outros testes, tem proporcionado a
comercializagdo dos lotes que efetivamente apresentam bons padrdes de qualidade.
Isto tem resultado num sistema de controle de qualidade de alta confiabilidade,
assegurando maiores lucros, através da producdo de sementes de alta qualidade a
menor custo (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

2.2.6 Teste de condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica € um meio rapido e pratico de determinar o
vigor de sementes. Esse teste € realizado através da avaliacdo da quantidade de
lixiviados liberados da parte interna da semente para a solucdo de embebicdo, em
fungdo do grau de deterioragdo em que ela se encontra, e, desse modo, inferir sobre
o nivel de vigor daquela semente, do lote ou, pelo menos, sobre o possivel uso e
manejo das mesmas (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

A perda da integridade das membranas celulares é a primeira manifestacéo de
reducdo, ou perda de qualidade das sementes, e esta diretamente associada ao
mecanismo de envelhecimento. A permeabilidade das membranas, relacionada
diretamente com a sua integridade, contribui para detectar diferentes graus de
deterioracdo e a consequente perda da viabilidade e vigor (BEWLEY; BLACK, 1994).
Sementes deterioradas liberam maiores quantidades de substancias, como agucares
e ions, quando comparadas as menos deterioradas, por ocasido da embebicao
dessas sementes, indicando uma maior ou menor permeabilidade das membranas
(TOLEDO; MARCOS-FILHO, 1977).

Para as espécies florestais, esse teste apresenta dificuldade devido a
necessidade de padronizagdo do volume de agua no qual as sementes serdo

imersas, uma vez que muitas tém tamanho grande, em que apenas 75 ml,



21

recomendados para esse teste, ndo sao suficientes para manter as sementes imersas
(PINA-RODRIGUES et al., 2004).

2.2.7 Teste de envelhecimento acelerado

O teste de envelhecimento acelerado é um método indireto que simula
condi¢cdes de estresse nas sementes, gerando uma alta taxa de respiragdo, consumo
de reservas e aceleragcdo dos processos metabdlicos que levam a sua deterioragéo
(PINA-RODRIGUES et al., 2004).

O teste tem a finalidade de comparar lotes, identificando aqueles que
apresentam melhor comportamento germinativo apds serem submetidos as condigdes
de envelhecimento acelerado (PINA-RODRIGUES et al., 2004).

Verifica-se que amostras de baixo vigor apresentam maior queda de
viabilidade, quando submetidas ao envelhecimento acelerado. Portanto, as sementes
mais vigorosas, geralmente, sdo menos afetadas em sua capacidade de produzir
plantulas normais e apresentam germinagdo mais elevada, apds serem submetidas
ao “envelhecimento” (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

Normalmente, as sementes mais vigorosas retém a capacidade de produzir
plantulas normais e apresentam germinagdo mais elevada, apos serem submetidas
ao envelhecimento acelerado. Enquanto que, as de baixo vigor, caracterizam-se por
apresentar maior redugao de viabilidade. Esta técnica, além de ter utilidade como
teste de vigor, também pode ser utilizada como meio para avaliar a eficacia da

conservagao ex sito de sementes de espécies florestais (GARCIA et al., 2004).

2.2.8 Qualidade sanitaria

A sanidade da semente refere-se, primariamente, a presengca ou auséncia de
agentes patogénicos, tais como fungos, bactérias, virus e nematoides. Entretanto,
pode também estar relacionada a anomalias decorrentes de alteragdes nutricionais e
condi¢cdes climaticas adversas, ocorridas no campo, no processamento ou no
armazenamento (BRASIL, 1992).
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Entre os organismos presentes nas sementes e que podem ser transmitidos
para plantulas, o grupo dos fungos é o mais numeroso, seguido das bactérias, virus e
alguns nematoides (MACHADO, 1988).

A associagdo de fungos em sementes de espécies nativas pode reduzir a
germinacio e emergéncia de plantas em sementeiras, disseminarem os patdgenos e,
consequentemente, reduzir o estabelecimento das plantas no campo, pois ao se
multiplicar sementes infectadas, simultaneamente estdo se multiplicando fungos
(CARNEIRO, 1986).

Atualmente, poucos trabalhos publicados tem apenas relacionado os
microrganismos que ocorrem nas sementes de espécies florestais, sem avaliar,
contudo, os seus efeitos sobre a germinagao e desenvolvimento das plantas. Para a
obtencdo de uma boa muda € necessario o controle da qualidade sanitaria das
sementes utilizadas, pois estas poderdo servir como veiculo de propagagao e
disseminacdo de patdogenos, capazes de dizimar plantagdes inteiras de
agroecossistemas (MACHADO, 1988).

Os fungos encontrados sobre as sementes apresentam alta velocidade de
crescimento micelial e de esporulacdo, o que pode facilitar a contaminagao de outras
sementes durante o periodo de armazenamento das mesmas (FERREIRA, 1989)

sendo, portanto, importante o conhecimento da sanidade das sementes.

2.2.9 Inoculagao de fungos em sementes

Patogenos causadores de podriddo de sementes, morte de pléantulas e
podridao de colmos sao considerados importantes, pois podem interferir, diretamente,
no estande, vigor e produtividade final das plantas.

O patogeno é transmitido por sementes contaminadas e/ou infectadas,
representando risco de introdugdo em areas onde o patégeno ainda nao foi
introduzido (LIMA et al., 1985). As sementes portadoras do patdgeno constituem a
principal fonte de indculo e as lesdGes de plantas infectadas representam importante
fonte de in6culo secundario. Dependendo das condigdes ambientais, as doencas
foliares podem causar epidemia, devido a disseminagéo do patogeno ser favorecida

por respingos de chuva e ventos.
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A inoculagdo de fungos em sementes € uma pratica utii em patologia de
sementes para a conducao de experimentos e entendimento de certos aspectos que
envolvam a interagao patégeno-hospedeiro.

A inoculagéo de fungos fitopatogénicos, visa o estabelecimento artificial de uma
doenca na planta. Busca também, provar a patogenicidade do organismo isolado, em
cultura pura, para verificar se ele € o patdégeno, ou seja, o agente causal da doenga
(ALFENAS; FERREIRA, 2007).

A inoculagédo de fungo fitopatogénico consiste na transferéncia de quaisquer
estruturas infectivas do patdgeno (indculo) do local onde sédo produzidos (fonte de
inéculo) para os 6rgdos a serem inoculados (campo de infec¢ao). Varios tipos de
inéculo, como esporos, esclerddios, microesclerddios, clamidésporos ou fragmentos
de micélios, podem ser usados nas inoculagdes, dependendo do patdégeno e do 6rgéo
a ser inoculado (ALFENAS; FERREIRA, 2007).

2.2.10 Associacgao e transmissao de fungos via sementes de espécies florestais

As sementes s&do atacadas por microrganismos no campo e/ou por eles
contaminadas nas operagdes de colheita, secagem, beneficiamento, o que afeta a
qualidade e reduz a capacidade germinativa, bem como causa tombamento de
plantulas recém emergidas (CARNEIRO, 1995). A interferéncia dos patégenos,
associados as sementes, pode promover reducao da populacao de plantas, afetar o
vigor das mudas e causar desenvolvimento de epidemias (MENTEN, 1995).

Sabe-se que sementes de baixa qualidade fisiologica e sanitaria sdo capazes
de comprometer a sustentabilidade do plantio, causando prejuizos, muitas vezes,
irreparaveis aos agroecossistemas, por serem portadoras de grande variedade
fungica. Por essa razao, torna-se importante conhecer a sanidade das sementes para
auxiliar na execugao dos testes de germinagdo em laboratério e na formagao de
mudas em viveiro (FERREIRA, 1989).

A associagao de patégenos com semente € uma das maneiras que favorecem
a sobrevivéncia e disseminagdo destes agentes, uma vez que as sementes séo
propagulos que apresentam um maior potencial de viabilidade no tempo em
comparagao com outras partes vegetais de propagagdo (CARVALHO; NAKAGAWA,
1988).
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Os maiores problemas relacionados com a transmissdo de fungos por
sementes, ocorrem na fase de germinacédo e de formagédo de mudas, onde muitas
doengcas como “damping-off’ e “die-back” manifestam-se nas plantulas. Alguns
géneros de fungos estdo associados a “damping-off’ como Fusarium, Rhizoctonia,
Phityum, Cylindrocladium, Sclerotium e, eventualmente, Botrytis e Curvularia,
principalmente em coniferas; “die-back”, causada por Cerastocystis fimbriata ocorre
principalmente em Eucalyptus (CARNEIRO, 1986). Muitos danos causados por
doencas como estas, levam a reducao drastica da producdo de mudas em viveiros e

ao aumento dos custos dos reflorestamentos (SALES, 1992).
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3 CAPITULO |

QUALIDADE SANITARIA E FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Lithrea

molleoides March. (Aroeira-preta) e Senna macranthera (Dc.ex Collad.)

H. S. Irwin & Barneby (Manduirana) SUBMETIDAS A SUPERAGAO DA
DORMENCIA

RESUMO

Com o objetivo de determinar a qualidade fisiolégica e sanitaria das sementes de
Lithrea molleoides e de Senna macranthera, apds submissdo a superacao da
dorméncia pela escarificagdo acida por 10, 15, 20 e 25 minutos; imersao em agua
quente, com temperatura de 70, 80 e 90°C, até resfriar por 24 horas; imersao em
acido giberélico (GA3) na concentragdo de 250 e 500 mg.lI, por 24 e 48 horas;
imersdo em nitrato de potassio (KNO3), na concentragao de 0,2%, por 24 e 48 horas,
foram realizadas avaliagbes de sanidade, germinagdo, crescimento de plantulas,
envelhecimento acelerado, condutividade elétrica e teste de tetrazdlio. No teste de
sanidade, foram encontrados os fungos Penicillium spp. e Aspergillus spp., que
causam apodrecimento de sementes. L. molleoides apresentou maior percentagem
de germinacao, quando foi submetida a escarificagdo acida por 20 minutos e agua
quente a 70°C, e S. macranthera, quando se utilizou escarificacdo acida por 15 e 20
minutos, e imersao em GA3; 250 mg.lI" e KNOs3, por 48 horas. O teste de condutividade
elétrica, assim como o teste de envelhecimento acelerado, ndo representou a real

condicao de viabilidade das sementes.

Palavras-chave: Espécies florestais nativas; Sanidade; Vigor.
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3.1 INTRODUGAO

A atividade florestal instalou-se no pais nos primeiros anos apds seu
descobrimento, por meio da exploracdo do pau-brasil que, por muito tempo,
constituiu-se na principal atividade econdmica. Com o desenvolvimento da agricultura,
a atividade florestal foi sendo relegada ao segundo plano na economia brasileira, mas
sempre esteve a participar, de forma efetiva, na pauta de exploracdo de floresta
nativa. Na década de 60, com o auxilio dos incentivos fiscais, o reflorestamento
tornou-se uma atividade de larga escala, devido a necessidade de abastecimento da
industria de base florestal.

A preocupacdo pela busca de espécies com potencial para a producdo
madeireira, que podem ser cultivadas em povoamentos mistos ou puros, visando a
produgao ordenada, iniciou devido a redugao de madeira de floresta nativa.

O uso de espécies para reflorestamento é limitado, devido a falta de
informagdes sobre o comportamento fitossanitario e exigéncias ecoldgicas, bem como
pela caréncia de reservas florestais de producdo de sementes que sejam manejadas
de forma adequada. Uma das principais causas da perda de viabilidade das sementes
¢é a falta de informacgao a respeito da qualidade sanitaria e fisioldgica destas, quando
sao levadas para o campo.

Pesquisas visando obter informagbes sobre a biologia e a utilizagdo de
espécies florestais sdo fundamentais, pois estdo diretamente relacionadas as
estratégias de estabelecimento das espécies em suas areas de ocorréncia e séo
imprescindiveis para a formagdo de mudas em viveiros. Dentre os fatores que
atingem diretamente a produgcdo de mudas, o principal € o processo de dorméncia
das sementes.

A dorméncia de sementes € um processo caracterizado pelo atraso da
germinagao, ou seja, mesmo em condigbes favoraveis (umidade, temperatura, luz e
oxigénio) ndo germinam. Cerca de dois tercos das espécies arbéreas, possuem
algum tipo de dorméncia, cujo fendbmeno € comum tanto em espécies de clima
temperado (regides frias), quanto em plantas de clima tropical e subtropical. O
fendmeno de dorméncia em sementes advém de uma adaptacdo da espécie as

condi¢cdes ambientais onde ela se reproduz, podendo ser de muita ou pouca umidade,
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incidéncia direta de luz, baixa temperatura, entre outros aspectos. E um recurso
utilizado pelas plantas para germinarem na estagdo mais propicia ao seu
desenvolvimento, buscando, através disto, a perpetuacado da espécie ou colonizacao
de novas areas.

Os estudos com germinacdo de sementes sdo geralmente realizados com o
objetivo de ampliar os conhecimentos fisioldgicos, verificando as respostas de
germinacao a fatores ambientais, causas de dorméncia e métodos de superagao da
dorméncia, conhecimentos morfoldégicos, acompanhando o desenvolvimento do
embrido e da plantula. E também para verificar o estadio de maturagcéo das sementes
e do efeito do processamento e armazenamento sobre a qualidade de sementes.

O objetivo principal dos testes de germinacgéao é o fornecimento de informagdes
sobre a qualidade das sementes, que podem ser usadas na selecdo de lotes para
armazenamento, comercializagdo e semeadura. Sementes de alta qualidade
apresentam maior potencial de armazenamento, formam mudas mais vigorosas e tém
melhor estabelecimento no campo. Na condugdo do teste de germinagdo, dois
principios basicos devem ser observados — condi¢des ideais para a germinagédo das
sementes e a padronizagéo da metodologia.

A qualidade de sementes é constituida pelo somatério de uma serie de
aspectos, tais como a qualidade fisioldgica, a qualidade sanitaria, a qualidade
genética e a qualidade fisica. Dentre estes aspectos, a qualidade sanitaria assume
fundamental importancia, pois trata da associagdo de microorganismos patogénicos
as sementes, influenciando na viabilidade, longevidade e na transmissao para a
planta resultante.

Quanto a qualidade sanitaria de sementes sabe-se que os fungos sao
considerados os principais agentes causais de doencas em plantas. O estudo de
microrganismos em sementes de esséncias florestais, nativas do Rio Grande do Sul,
€ de grande importancia, uma vez que as informacgdes sobre a associagao patdégeno-
semente das espécies nativas sdo escassas. Devido as condigbes favoraveis de
temperatura e umidade do ambiente, a maioria das sementes de espécies florestais
fica vulneravel ao ataque de fungos, tanto no campo como no armazenamento.
Diversos fungos podem causar deformacgédo, redugcao de germinagao, deterioragao
das sementes e doengas em plantulas.

A avaliacdo da qualidade das sementes é um dos mais importantes aspectos,

quando se pensa na produgdo de mudas capazes de originar plantas vigorosas e
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resistentes as condi¢des adversas do ambiente. Nesse contexto, a qualidade sanitaria
€ de fundamental importéncia, pois sementes sadias originardo plantas também
sadias e, consequentemente, sementes contaminadas por fungos irdo interferir na
capacidade de sobrevivéncia no seu ambiente natural.

O objetivo deste trabalho foi determinar a qualidade fisiolégica e sanitaria de
sementes de Lithrea molleoides (Aroeira-preta) e de Senna macranthera
(Manduirana), ap6s submissao dos métodos de superagao da dorméncia, através de

diferentes testes.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Local de realizagao

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Fitopatologia do

Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria.

3.2.2 Sementes

As sementes utilizadas foram procedentes da FEPAGRO - Florestas, colhidas
em 2007, na regido de Boca-do-Monte.

Foram utilizadas sementes de duas espécies florestais, que ocorrem na regiao,
e que apresentam dificuldade de germinagdo e uma alta incidéncia de patégenos. As
espécies selecionadas foram: Lithrea molleoides (Aroera-preta) e Senna macranthera

(Manduirana).
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3.2.3 Métodos de superacao de dorméncia

Para a realizacdo dos diferentes testes, as sementes foram submetidas aos
seguintes métodos de superacdo de dorméncia, descritos pelos diferentes autores
que utilizaram estes métodos para o estudo de outras espécies.

— Escarificacdo acida: as sementes foram colocadas em cadinhos e imersas em
acido sulfurico (H2SO4) a 90%, por 10, 15, 20 e 25 minutos (MEDEIROS,
2001).

— Imersédo em agua fervente: as sementes foram imersas em agua e com auxilio
de ebulidor, a 4gua foi aquecida até as temperatura de 70, 80 e 90°C, medidas
com o termdmetro, e colocadas para resfriar por 24 horas, em temperatura de
25°C (MEDEIROS, 2001).

— Acido giberélico (GA3): as sementes foram escarificadas em &cido sulfarico
(H2S04) a 90%, por 15 minutos e, logo apos, imersas em solugédo de acido
giberélico na concentragdo de 250 e 500 mg.I, por um periodo de 24 e 48
horas com a temperatura de 25° C. (FRANCO; FERREIRA, 2002).

— Nitrato de potassio (KNO3): as sementes foram escarificadas em acido sulfarico
(H2S04) a 90%, por 15 minutos e, logo apés, imersas na solugao de nitrato de
potassio na concentragdo de 0,2 %, por 24 e 48 horas, com temperatura de 25°
C (LULA et al., 2000).

3.2.4 Avaliacao da qualidade sanitaria de sementes

3.2.4.1 Teste de sanidade

O teste de sanidade foi realizado por meio do método “Blotter test”, onde
amostras de 100 sementes, divididas em 4 subamostras, foram colocadas em caixas
de plastico tipo “Gerbox”, sobre trés folhas de papel tipo germitest (papel-filtro),
esterilizadas e umedecidas com agua destilada e esterilizada. Logo apds, foram
encubadas em estufa, a temperatura aproximada de 25°C, em regime de 12 horas de
iluminagdo com lampadas fluorescentes, alternadas com 12 horas de escuro, durante

sete dias. Apds este periodo, foram avaliados os microrganismo presentes nas
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sementes, com auxilio de microscépio esterescopico e o6tico. A identificagdo dos

fungos foi realizada conforme descricdo de Barnett; Hunter (1972).

3.2.5 Avaliacao da qualidade fisiolégica de sementes

3.2.5.1 Teste de germinagao

Esta avaliagdo foi composta de quatro repeticbes de 25 sementes, em
substrato de rolo de papel; onde foram utilizadas 3 folhas de papel tipo germitest
(papel-filtro), colocadas duas abaixo e uma acima das sementes, as quais foram
umedecidas com agua destilada, equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco,
conforme RAS (BRASIL, 1992).

As sementes foram mantidas sob fotoperiodo de 12 horas de luz direta e
temperatura constante de 25°C. As avaliacdes foram realizadas semanalmente; as
sementes de L. molleoides por um periodo de 160 dias e, as de S. macranthera, por
30 dias.

Foram avaliadas as plantulas normais, que se apresentavam bem
desenvolvidas e morfologicamente perfeitas, sem rachaduras ou lesdes. As plantulas
que nao apresentavam os critérios estabelecidos para plantulas normais, foram
classificadas como plantulas anormais e as sementes, como mortas e duras. Para L.
molleoides ndao houve contagem de sementes duras, visto que, a espécie nao

apresentou sementes duras no final da contagem.

3.2.5.2 Crescimento de plantulas normais

Este teste foi realizado juntamente com o teste de germinagéo. As plantulas
normais foram retiradas e medidas com auxilio de um escalimetro, o comprimento da
parte aérea, incluindo folhas cotiledonares, no caso de S. macranthera e, o
comprimento da radicula (KRZYZANOWSKI et al., 1999). Os resultados foram

expressos em centimetros.



31

3.2.5.3 Envelhecimento acelerado

Para este teste, foi utilizado o método de gerbox, no qual as sementes foram
colocadas em caixas tipo “gerbox”, onde adaptou-se, no seu interior, uma tela de
aluminio, na qual foram distribuidas, homogeneamente, as sementes e, abaixo da
qual, foram adicionados 40 mL de agua, conforme descrito por Krzyzanowski et al.
(1999).

Foram realizados testes prévios para determinar o periodo de envelhecimento
acelerado para separar os lotes em maior numero de niveis de vigor. A temperatura
utilizada foi de 42°C, variando o tempo de exposigdo das sementes.

As sementes foram distribuidas sob a tela de aluminio e incubadas a 42°C e
100% de umidade relativa do ar, durante 48, 72 e 96 horas. Decorrido este periodo,
as sementes foram postas para germinar, seguindo metodologia de Brasil (1992).
Foram realizadas, semanalmente, avaliagcbes da germinacdo e do comprimento de
plantulas (comprimento de plantulas normais); as sementes de L. Molleoides, por um
periodo de 160 dias e as de S. macranthera, por 15 dias. Para as sementes das

espécies em estudo, foi necessario 48 horas para diferenciar os lotes.

3.2.5.4 Condutividade elétrica

Este teste foi realizado com quatro repeti¢cdes de 25 sementes, as quais foram
pesadas e colocadas em frascos de vidro fechados. Para cada espécie, seguiu-se
uma metodologia, de acordo com testes realizados previamente: S. macranthera foi
embebida por 24 horas e L. molleoides foi embebida por 48 horas, em 75 ml de agua
destilada em camara de 25°C, de acordo com Viera; Krzyzanowski et al., 1999. Apos
cada periodo, a condutividade foi medida por meio de leitura em condutivimetro

DIGIMED, modelo 21, com os resultados expressos em ps.cm™.g™" (Microns).

3.2.5.5 Teste de tetrazolio

O teste de tetrazolio, para a avaliagdo da qualidade fisioldgica das sementes,

foi realizado apenas para a espécie S. macranthera, visto que para L. molleoides, nao
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foi possivel adequar uma metodologia para a retirada do tegumento para posterior
realizacao do teste.

As sementes foram submetidas aos métodos de superacao de dorméncia,
citados anteriormente e, logo apds, as sementes foram embebidas em agua destilada
por 24 horas, a 25°C. Decorrido este periodo, as sementes foram colocadas na
solugao de tetrazédlio a 0,1% e mantidas no escuro a temperatura de 35°C, por 3
horas. Logo apds, as sementes foram lavadas com agua destilada e cortadas
longitudinalmente. As avaliagbes foram feitas com auxilio de lupa, tendo sido
elaborado um padrdo de classificagdo, como viaveis (embrido completamente
colorido), intermediarias (as areas coloridas representam a area minima do embrido
necessario para germinagao normal) e inviaveis (embrido nao-colorido). O teste foi

realizado com quatro repeticbes de 25 sementes cada, totalizando 100 sementes.

3.2.6 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado com
quatro repeticdes. Os dados em percentagem foram transformados em arco senv
x/100 e submetidos a analise de variancia. A comparacdo de médias entre os
diferentes tratamentos de superacdo da dorméncia das sementes foi conduzido
através do Teste de Tukey, a 5% de significancia. Foram utilizados testes de
correlacbes simples entre as diferentes variaveis e utilizou-se o pacote estatistico
SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984 ).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Lithrea molleoides (Aroeira-preta)

Na avaliagdo sanitaria das sementes de Lithrea molleoides (Tabela 1), foram
detectados 13 géneros de fungos, sendo trés com maior incidéncia e, o0s com menor
incidéncia, agrupados como “outros”.

Quando se utilizou acido giberélico, verificou-se que Pencillium spp. apresentou

uma alta incidéncia quando as sementes foram imersas na concentracao de 250 mg.I"
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independente do tempo de imersédo. Este resultado pode ter ocorrido devido a
alteracéo na populagédo da espermosfera, causada pela utilizagdo do acido giberélico.
Para os outros tratamentos de superacdo da dorméncia, ndo ocorreu diferencga
significativa. Provavelmente, os tratamentos como escarificdo acida, agua quente e
nitrato de potassio nao favorecem o desenvolvimento de Pencillium spp.

Bettiol; Ghini (1995) relatam que a utilizacdo de horménios interfere na
ocorréncia de doencas, pois ha uma reducédo da populagdo microbiana saprofitica,
surgindo oportunidade de desenvolvimento de outro patégeno que tinha inicialmente,
uma importancia secundaria.

Na Tabela 1, observou-se que nao houve diferenga significativa para os
meétodos de superagdo da dorméncia, quando se avaliou a incidéncia de Aspergillus
spp. Porém, quando utilizou-se escarificagdo acida, verificou-se que Aspergillus spp.
aumentou sua incidéncia com a utilizacdo da escarificdo acida por 20 minutos.
Provavelmente, Aspergillus spp. estava localizado nos tecidos internos das sementes
e quando as sementes foram escarificas, parte do tegumento foi retirado, e
consequentemente Aspergillus spp. foi liberando dos tecidos internos das sementes
para a espermosfera. O método agua quente, constatou-se a reducdo do género
Aspergillus, resultado semelhante também foi verificado quando se utilizou acido
giberélico.

Segundo Christensen (1973), Aspergillus spp. e Penicillium spp. sao
considerados fungos de armazenamento e sua incidéncia pode aumentar com o
decorrer do periodo.

Observou-se, na Tabela 1, que nao ocorreu diferenga significativa entre os
métodos de superagcao da dorméncia para Alternaria spp. Porém, quando utilizou-se
imersdo em acido, esse fungo apresentou maior incidéncia quando as sementes de L.
molleoides foram submetidas a escarificdo acida por 20 minutos. Possivelmente,
Alternaria spp. estava sobrevivendo nos tecidos internos da sementes, ou seja, o
micélio do fungo inativo poderia estar localizado no embrido e, quando se utilizou a
escarificagdo acida, desencadeou sua atividade.

Observou-se, na Tabela 1, que os fungos agrupados como outros (Rhizoctonia
spp., Rhizopus spp., Chaetomium spp., Phoma spp., Cladosporium spp., Fusarium
spp., Botrytis spp., Trichoderma spp., Epicocum spp. € Mucor spp.) obtiveram um

aumento na sua percentagem quando utilizou-se agua quente a 70°C. Esse resultado
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pode ter ocorrido devido a redugdo do género Aspergillus spp. que, segundo Bettiol,

Ghini (1995), é utilizado para tratamento de sementes como controle biolégico.

TABELA 1 Incidéncia de fungos associados as sementes de Lithrea molleoides submetidas os
diferentes métodos de superagdo de dorméncia.

Penicillium spp.  Aspergillus spp  Alternaria spp. Outros

TESTEMUNHA 8,81 12,84 1,99 44,56 a
Escarificao acida por 10 min 0,00 3,44 0,00 17,43 b
Escarificao acida por 15 min 1,99 0,99 3,94 349 b
Escarificao acida por 20 min 2,97 14,99 7,93 13,60 b
Escarificao acida por 25 min 0,99 8,81 0,00 11,78 b
CV% 2,46 5,93 1,91 3,82
TESTEMUNHA 8,81 12,84 1,99 44,57 a
Agua 70°C por 24 horas 0,00 0,00 0,00 64,41 a
Agua 80°C por 24 horas 0,00 0,00 0,00 0,00 b
Agua 90°C por 24 horas 5,95 0,00 0,00 14,80 b
CV % 2,73 6,13 0,57 5,03
TESTEMUNHA 8,81 ¢ 12,84 1,99 44,57 a
GA3250 mg. I por 24 horas 100 a 0,00 1,97 294 b
GA;250 mg. I por 48 horas 81,91 a 0,00 0,00 0,50 b
GA; 500 mg. I por 24 horas 54,93 b 0,00 0,00 0,99 b
GA3500 mg. I por 48 horas 0,00 c 0,00 0,00 09 b
CV % 2,54 5,50 1,01 2,54
TESTEMUNHA 8,81 12,84 1,99 44,57 a
KNO; por 24 horas 3,98 1,00 0,00 20,90 b
KNO; por 48 horas 0,00 0,00 0,00 0,00 c
CV% 3,00 7,05 0,75 3,26

* Média seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de significancia.

Nobre et al. (2007) avaliando a qualidade sanitaria de Myracrodruon urundeuva
(aroeira-verdadeira), pertencente, também, a familia Anacardiaceae, encontraram
Fusarium spp., Trichoderma spp., Aspergillus spp., Penicillium spp., e Phoma spp.
presentes nas sementes. Muniz et al. (2003) observaram a presenca de Alternaria
spp., Monochaetia spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Cladosporium spp. €
Penicillium spp. associados as sementes de Schinus terebinthifolius (aroeira-
vermelha).

A maioria dos fungos que estdo presentes, externa ou internamente, nas

sementes sao da subdivisdo Deuteromycotina. Os fungos detectados, até entdo, na
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maioria das espécies florestais, tém sido identificados somente em nivel de género
(ANDERSON, 1986; CARNEIRO, 1990).

Na Tabela 2, estdo presentes os dados de plantulas normais, comprimento
médio, plantulas anormais e sementes duras do teste de germinagéo. A utilizagdo da
escarificacao acida é eficiente para superar a dorméncia de varias espécies florestais.
Verificou-se que para L. molleoides a utilizagdo do acido por 20 minutos obteve maior
porcentagem de plantulas normais. Bastos et al. (1992) constataram que a espécie
algaroba (Prosopis juliflora) obteve um aumento da percentagem de germinacgéo,
quando as sementes foram escarificadas com &acido sulfurico por 10 minutos.
Segundo Copeland (1976), fatores diversos interferem na formagao do tegumento
durante o desenvolvimento da semente, propiciando variagdes quanto ao tempo de
imersao em acido sulfurico.

Quando se utilizou o método agua quente, nas temperaturas de 70 e 80°C
seguida do resfriamento em temperatura ambiente, por 24 horas, superou a
dorméncia de L. molleoides. Este resultado confirma a dorméncia tegumentar parcial
e indica a provavel presenca de substancias inibidoras no tegumento, removidas pela
imersdo em agua sob alta temperatura.

O tratamento com agua quente apresenta varias vantagens como o aumentou
da percentagem de plantulas normais e reduc¢do da incidéncia de Penicillium spp. e
Alternarias spp. avaliados no teste de sanidade (Tabela 1). Verificou-se também que a
medida que aumenta a temperatura da agua utilizada, também reduz a viabilidade
das sementes. Portanto, a agua quente em baixa temperatura pode ser utilizada para
aumentar a percentagem de germinagcdo e na assepsia das sementes em estudo.
Este resultado também foi verificado por Oliveira et al. (2003), em sementes de
canafistula (Peltophorum dubium).

Bruno et al. (2001) observaram que o tratamento das sementes com agua
quente é muito utilizado em varias espécies florestais, tendo sido comprovada a sua
eficiéncia na superagdo da dorméncia de varias espécies, como Mimosa scabrella,
Acacia spp., Acacia mearnsii e Parkinsonia aculeata. Entretanto, apesar de ser um
método vantajoso, de baixo custo e eficiente para superar a dorméncia de sementes,
pode ter pouca eficiéncia, ou até inibir a germinagcdo de algumas espécies de
leguminosas, como Copaifera langsdorfii, Enterolobium contorsiliquum e Mimosa
caesalpiniaefolia (MARTINS et al. ,1992).
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Observou-se que o uso do acido giberélico obteve melhor resultado quando
utilizou-se  na concentracdo de 250 mg." por 48 horas de embebi¢do, na
concentragcao de 500 mg.I" por 24 horas também apresentou alta porcentagem de
plantulas normais. Portanto, baixas concentragbes de acido giberélico necessita de
maior tempo de embebicdo e quando utilizou-se maior concentracdo de acido
giberélico, pequeno tempo de embebigao e suficiente para incrementar a germinagéo.

Lula et al. (2000), em estudos com sementes de Paspalum paniculatum. Scalon
et al. (2005), observaram que os tratamentos com giberelina ndo proporcionaram
aumento na emergéncia das sementes de Enterolobium contortisiliquum. Blank et al.
(1997) e Clemente Filha (1996), também nao encontraram efeito positivo na utilizagéo
de giberelina em casaqueira (Campomanesia rufa) e pata-de-vaca (Bauhinia
forficata). Porém, no estudo realizado com sementes de Smilax japecanga, foi
observado que a utilizagdo de &acido giberélico superou a dorméncia da espécie
(SANTOS et al., 2003).

Quando utilizou-se nitrato de potassio, observou-se que a porcentagem de
germinagdo aumentou com aumento de tempo de contato das sementes com a
solugao de nitrato de potassio.

Na Tabela 2 pode-se observar uma alta percentagem de sementes duras para
todos os métodos de superacao da dorméncia utilizados. Esse resultado se deve ao
fato das sementes de L. molleoides apresentou baixa germinagdo. A baixa
germinagdo dessa espécie também foi constatada por Carvalho (2006). O autor
verificou que L. molleoides apresentou uma germinagdao maxima de 45%. Rosa et al.
(2003), estudando a germinagao de Schinus terebinthifolius, pertencente a familia
Anacardiaceae, observaram uma variacao de 0,99 a 73,99%.

Para o comprimento de plantulas observou-se, na Tabela 2, que a utilizagdo do
GA; 250 mg.I, por 48 horas, proporcionou um aumento no comprimento médio das
plantulas, assim como um incremento na percentagem de plantulas normais. O acido
giberélico é utilizado com o objetivo de promover superagdo da dorméncia assim
como alongamento de plantulas. Para os demais tratamentos de superagao de
dorméncia, ndo ocorreu diferenga significativa. Segundo Nakagawa (1999) a
determinagdo do comprimento médio das plantulas normais, ou das partes destas, &
realizada tendo em vista que as amostras que apresentam os maiores valores médios

S80 as mais vigorosas.
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TABELA 2 Percentagem de plantulas normais, comprimento das plantulas normais, plantulas anormais
e sementes duras no teste de germinacdo de sementes de Lithrea molleoides submetidas a diferentes
métodos de superacédo de dorméncia.

Plantulas Comprimento Plantulas Sementes

Normais (%) (cm) Anormais (%) Duras (%)
TESTEMUNHA 10,23 b 4,00 1,99 88,96 a
Escarificao acida por 10 min 14,92 b 5,00 1,99 79,97 a
Escarificao acida por 15 min 1498 b 4,25 1,99 83,97 a
Escarificao acida por 20 min 4298 a 4,50 1,97 5498 b
Escarificao acida por 25 min 19,78 b 4,25 1,99 78,83 a
CV% 2,83 22,35 1,33 2,10
TESTEMUNHA 9,80 ¢ 4,00 1,99 88,96 a
Agua 70°C por 24 horas 43,38 a 3,50 0,00 53,85 ¢
Agua 80°C por 24 horas 32,94 ab 3,50 0,99 76,98 ab
Agua 90°C por 24 horas 26,41 b 3,75 1,99 7148 b
CV % 3,96 20,34 0,94 2,10
TESTEMUNHA 9,97 cd 4,00 ab 1,99 88,96 ab
GA;250 mg. I' por 24 horas 390 d 2,00 b 0,00 95,98 a
GA;3 250 mg. I por 48 horas 33,97 a 475 a 1,99 63,99 d
GA; 500 mg. I por 24 horas 29,43 ab 4,25 ab 1,99 68,46 cd
GA; 500 mg. I por 48 horas 18,87 bc 2,75 ab 0,99 79,90 bc
CV % 2,57 32,73 0,98 1,75
TESTEMUNHA 997 b 4,00 1,99 88,96 a
KNO; por 24 horas 17,96 b 5,00 1,97 77,95 ab
KNO; por 48 horas 27,96 a 4,25 0,99 68,95 b
CV% 1,98 22,33 1,42 1,84

* Média seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de significancia.

As diferengcas que ocorreram na variavel plantulas normais, observadas em
todos os métodos de superagdo da dorméncia, ndo se confirmaram com o teste de
condutividade elétrica (Tabela 3). Todas as sementes escarificadas com &cido
apresentaram uma alta condutividade elétrica, independente do tempo, esses
resultados nos mostram que o teste ndo representa a real condicdo de viabilidade das
sementes de L. molleoides. Este resultado pode ter ocorrido devido a morte do tecido
presente nas sementes, durante a escarificacdo. A escarificdo acida afeta a
integridade das membranas, aumentando a quantidade de lixiviados na solugédo de
embebicdo das sementes. Resultados semelhantes foram encontrados por Caldeira
(2007), ao avaliar a qualidade das sementes de Myracrodruon urundeuva. Porém,
Marques et al. (2002), utilizando o teste de condutividade elétrica na diferenciacao de
lotes de sementes de Dalbergia nigra, verificaram que este teste mostrou-se eficiente,

apresentando alta associagdo com a germinagao.
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Santos; Paula (2007), ao estudar o teste de condutividade elétrica em
sementes de branquilho (Sebastiania commersoniana), obtiveram variagbes nos
valores da condutividade de elétrica de 34,5 a 192,3 us cm'1g'1 e concluiram que, a
medida que aumenta o periodo de embebicdo, aumentam os valores de
condutividade elétrica proporcionando uma melhor diferenciagao entre lotes.

Os resultados do teste de envelhecimento acelerado (Tabela 3) demonstraram
que a maior parte dos tratamentos utilizados para superacdo da dorméncia ndo se
diferenciaram estaticamente. Mas verificou-se, que a utilizacdo do acido por 10 e 20
minutos, resultou em alta percentagem de plantulas normais, de 24 a 21%,
respectivamente. Também, observou-se que a utilizacdo da agua quente
proporcionou um aumento na percentagem de plantulas normais, a medida que
aumentou a temperatura. Resultado semelhante também foi observado quando se
utilizou acido giberélico na concentragéo de 500 mg.I" por 48 horas.

Quando foi avaliada a percentagem de plantulas normais do teste de
envelhecimento acelerado, verificou-se que ha diferenga significativa entre os
tratamentos de superagdo da dorméncia com o emprego de imersao em nitrato de
potassio. Observou-se que ha um aumento na percentagem de plantulas normais com
a elevacao do tempo de imersao das sementes em nitrato de potéassio.

Garcia et al. (2004), também observaram que as sementes de Anadenanthera
colubrina, quando submetidas ao envelhecimento acelerado, apresentaram uma
reducdo drastica da viabilidade, provocando alta taxa de deterioracdo e baixa
percentagem de plantulas normais. Ferreira et al. (2004), relataram que o
envelhecimento artificial, a partir de 48 horas, afetou a qualidade fisiologica de
sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii), promovendo redugdo da viabilidade e
do vigor. O periodo de 48 horas de envelhecimento acelerado é critico para varios
parametros de vigor avaliados nas espécies Phoenix reclinata e Roystonea oleracea
(NEGREIROS; PEREZ, 2004). No estudo com Pterogyne nitens, Biruel et al. (2007),
concluiram que houve diminuigcdo da germinagao e do vigor das sementes, apos a

realizacéo do teste de envelhecimento acelerado por 48 horas.
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TABELA 3 Valores médios obtidos nos testes de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica
para sementes de Lithrea molleoides submetidas a diferentes métodos de superacdo de dorméncia.

Envelhecimento acelerado Condutividade
Plantulas normais (%)  Comprimento (cm) _ Elétrica (us cm™g™)

TESTEMUNHA 4,97 3,00 406,50
Escarificao acida por 10 min 23,72 5,50 369,75
Escarificao acida por 15 min 13,89 4,25 482,75
Escarificao acida por 20 min 20,83 5,00 561,0
Escarificao acida por 25 min 15,80 5,50 564,25
CV% 4,27 29,77 22,33
TESTEMUNHA 4,97 3,00 406,50
Agua 70°C por 24 horas 12,94 4,25 367,25
Agua 80°C por 24 horas 18,72 5,00 386,50
Agua 90°C por 24 horas 18,93 4,25 392,75
CV% 3,48 29,28 6,16
TESTEMUNHA 4,97 3,00 406,50 a
GA;250 mg. I por 24 horas 14,99 5,00 138,25 b
GA3250 mg. I por 48 horas 13,92 3,75 85,25 b
GA3 500 mg. I por 24 horas 9,99 5,00 103,00 b
GA3 500 mg. I por 48 horas 19,93 4,50 87,50 b
CV % 10,62 34,23 19,34
TESTEMUNHA 497 b 3,00 406,50 a
KNO; por 24 horas 15,88 ab 4,75 7425 b
KNO; por 48 horas 22,89 a 5,00 184,75 b
CV% 3,11 39,02 42,03

* Média seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna nio diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de significancia.

Segundo Marcos Filho (1999), o teste de envelhecimento acelerado baseia-se
no aumento da taxa de deterioracdo das sementes, pela sua exposicdo a fatores
ambientais de maior influéncia na intensidade e velocidade de germinagdo, como
niveis elevados de temperatura e umidade relativa do ar. Assim, sdo consideradas
mais vigorosas as sementes que se deterioram mais lentamente, apds serem
submetidas ao envelhecimento acelerado, e que podem suportar melhor as condi¢des

adversas no campo e armazenamento.

3.3.2 Senna macranthera (Manduirana)

Na Tabela 4, estdo apresentados os resultados da avaliacdo sanitaria das
sementes de S. macranthera. Observou-se que quando as sementes foram imersas

em acido giberélico e nitrato de potassio por 48 horas, bem como em agua quente
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90°C, ocorreu um aumento na percentagem de Penicillium spp., e inibicdo de
Aspergillus spp.

Segundo Machado (1988), a associagao de sementes com fungos dos géneros
Aspergillus spp. e Penicillium spp., ocorre apds a colheita, durante o beneficiamento e
armazenamento. Estes géneros estdo associados a deterioracdo de sementes e ja
foram relatados em associacdo com outras espécies florestais (MARTHINS, 1991).

Fungos dos géneros Aspergillus, Penicilium, Rhizopus e Trichoderma s&o
encontrados usualmente em sementes florestais, transportados diretamente do local
de colheita para o laboratério (PINA-RODRIGUES; VIEIRA, 1988). Géneros como
Chaetomium, Trichoderma, Penicillium, Aspergillus e Rhizopus estao associados a
deterioracdo das sementes e sua acdo é dependente das condigdes fisicas e
fisiologicas das mesmas, por ocasiao do inicio da armazenagem, e dos fatores
ambientais predominantes no decorrer desse periodo (DUARTE et al., 2008).

Verificou-se, na Tabela 4, que Rhizopus spp. nao foi alterado quando utilizou-
se acido giberélico. A presenga de Trichoderma spp. nao apresentou diferenca
significativa entre os diferentes métodos de superagcéo de dorméncia utilizados nas
sementes de S. macranthera.

Alternaria spp. (Tabela 4) foi alterada pela utilizacdo do acido giberélico em
qualquer concentragdo e tempo de imerséo, ou seja, 0 método de imersdo em acido
giberélico pode reduzir a incidéncia de Alternaria spp. Para os outros tratamentos,
nao houve diferenga significativa, assim como para os fungos classificados como
“outros”.

Quando se utilizou escarificagdo acida, observou-se que Rhizoctonia spp.
aumentou com o aumento do tempo de imersdo das sementes em acido sulfurico,
sendo que, o tempo de 25 minutos de imersdo foi reduzida a zero. Resultados
semelhantes foram encontrado quando utilizou-se agua quente, ou seja, a medida
que aumentou a temperatura da agua, aumentou a incidéncia de Rhizopus spp.

Verificou-se que a utilizagao do acido giberélico em qualquer concentragao e
no tempo de 24 horas de imersao foi suficiente para o desenvolvimento de Rhizopus
spp. Observou-se que quando se utilizou nitrato de potassio Rhizoctonia spp.foi

reduzida com o aumento do tempo de imersao das sementes em nitrato de potassio.
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Na Tabela 5, estdo presentes os resultados da avaliagdo do teste de
germinagao, Verificou-se que a utilizagdo da escarificagdo a acida obteve alta
porcentagem de plantulas normais quando as sementes foram escarificadas por 15
e 20 minutos respectivamente

Eira et al. (1993), concluiram que o tratamento com acido sulfurico superou a
dorméncia das sementes de Enterolobium contortisiliquum, promovendo maior
uniformidade e velocidade de germinacdo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Barbosa et al. (2004), em estudo da superagdo da dorméncia de
pau-de-balsa (Ochroma lagopus).

Quando se utilizou o método de superagdo da dorméncia agua quente,
observou-se reducdo da viabilidade das sementes de S. macranthera a medida que
aumenta a temperatura da agua. Provavelmente, a utilizacdo da agua quente pode
causar mortalidade dos embrides. Fowler et al. (2006) também constataram a morte
do embrido das sementes quando utilizaram agua quente a 80°C em Albizia hassleri.

Quando se utilizou acido giberélico observou-se que pra ambas as
concentragdes utilizadas do acido giberélico que, quanto maior o tempo de imersao
das sementes, maior e a porcentagem de plantulas normais de S. macranthera.
Verificou-se alta percentagem (63%) de plantulas normais, quando utilizou-se
giberilina na concentragdo de 250 mg.l, com as sementes imersas por 48 horas.
Scalon et al. (2006) também observaram que a utilizagdo de giberilina proporcionou
um aumento na percentagem de germinagéo de Jacaranda (Jacaranda cuspidifolia).
Resultados semelhantes foram encontrados por Franco e Ferreira (2002), ao estudar
os tratamentos pré - germinativos em sementes de Didymopanax morototoni.

Ferreira et al. (2001) consideraram, porém, que o0 emprego dos
fitorreguladores em Annona cherimola e A. squamosa nao eleva a percentagem de
emissao da radicula. Vieira; Gusmao (2006), concluiram que o acido giberélico nao
estimula a germinacao de Genipa americana.

O uso de reguladores de crescimento estimula a germinagdo de sementes de
algumas espécies vegetais nativas. Nesse contexto, o emprego da giberelina tem
sido fundamental, pois esta relacionado com a sintese de enzimas hidroliticas que
degradam reservas como amido e proteinas, que sao usadas no desenvolvimento
do embrido e também no alongamento da radicula. O baixo indice de germinagao e
heterogeneidade das plantulas emergidas pode ser resultado do balango entre

promotores e inibidores de crescimento. Assim, pode ser empregado o acido
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giberélico na promogao da germinagao, pois este promove, dentre outros, aumento
do alongamento celular (TAIZ; ZEIGER, 1991; SALISBURY; ROSS, 1992).
Pesquisas comprovam que o uso do acido giberélico, em sementes de diversas
espécies arboreas, estimula a germinagcdo e tém apresentado resultados
satisfatérios (CASTRO et al., 1999; FERREIRA et al., 2001). McNeil; Duran (1991)
relatam que a utilizagdo do acido giberélico contribuiu para promover a germinagao
de Plantago ovata e aumentou a sobrevivéncia das plantulas no campo

Verificou-se um incremento na germinagdo a medida que aumenta o tempo
de imersdo das sementes em nitrato de potassio. Portanto, o tratamento imersdo em
nitrato de potassio por 48 horas, obteve uma alta percentagem de plantulas

normais.(Tabela 5)

TABELA 5 Percentagem de plantulas normais, comprimento das plantulas normais, plantulas
anormais e sementes duras no teste de germinagdo de sementes de Senna macranthera submetidas
a diferentes métodos de superagao de dorméncia.

Plantulas  Comprimento  Plantulas Sementes  Sementes

Normais (%) (cm) Anormais (%) Duras (%) Mortas (%)
TESTEMUNHA 791 c 7,50 9,95 55,54 a 25,37 a
Escarificao acida por 10 min 35,72 ab 6,75 11,96 0,00 b 57,80 a
Escarificdo acida por 15 min 53,77 a 11,75 7,87 0,00 b 37,93 ab
Escarificdo acida por 20 min 51,88 a 7,75 6,95 0,00 b 40,88 ab
Escarificdo acida por 25 min 18,82 bc 8,75 7,83 0,00 b 70,58 a
CV% 4,24 30,10 3,20 3,42 5,14
TESTEMUNHA 791 b 7,50 9,95 a 55,54 a 2537 b
Agua 70°C por 24 horas 28,92 a 8,50 1,99 b 36,93 ab 31,78 ab
Agua 80°C por 24 horas 24,23 ab 6,75 4,97 ab 27,72 b 38,04 ab
Agua 90°C por 24 horas 12,10 ab 4,00 1,99 b 13,95 b 69,83 a
CV % 4,10 40,67 1,71 4,60 6,87
TESTEMUNHA 791 c 7,50 9,95 55,54 a 25,37
GA3250 mg. I por 24 horas 19,85 bc 3,25 6,97 19,95 b 52,71
GA;3;250 mg. I por 48 horas 62,97 a 8,00 6,95 783 b 30,89
GA3500 mg. I por 24 horas 26,51 bc 6,50 15,80 783 b 48,49
GA;3; 500 mg. I por 48 horas 33,98 b 7,50 2,99 0,00 b 54,94
CV % 4,01 45,93 2,82 4,36 5,48
TESTEMUNHA 791 b 7,50 9,95 55,54 a 2537 b
KNO; por 24 horas 16,89 b 3,50 0,99 0,00 b 79,92 a
KNO; por 48 horas 43,96 a 6,75 8,82 297 b 43,56 b
CV% 2,99 50,00 3,15 4,26 5,82

* Média seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna nio diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de significancia
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Para comprimento de plantulas normais (Tabela 5), ndo ocorreu diferenga
significativa entre os tratamentos e a testemunha. Porém, observou-se que quando
se utilizou escarificagdo por acido por 15 minutos, promoveu aumento no
comprimento das plantulas de 7,5 para 11,75 cm.

A exposicdo das sementes a valores elevados de temperatura e umidade
provoca alteragdes degenerativas no metabolismo pela desestruturagdo e perda da
integridade do sistema de membranas celulares, determinando a redugdo na
viabilidade da semente (CARNEIRO; GUEDES, 2002).

Quando se realizou a analise de correlagdo simples entre os dados do teste
de germinacéo e sanidade nao foi verificada correlagao significativa. Portanto, a alta
percentagem de sementes mortas do teste de germinacdo pode n&o ter ocorrido
devido a incidéncia da micoflora presente nas sementes de S. macranthera, mas
devido a baixa viabilidade das sementes, que pode ter sido causada pelo intenso
ataque de insetos, que ocorreu no periodo de maturagcdo das sementes.

Na Tabela 6 estdo presentes os dados referentes ao teste de condutividade
elétrica. Observou-se que os tratamentos de escarificacdo acida apresentaram altos
valores de condutividade elétrica, e esses resultados demonstram que a utilizagao
desse método de superacdo da dorméncia ndo é adequada para a realizacdo do
teste de condutividade elétrica. A escarificacdo acida danifica os tecidos externos da
semente e acaba mascarando o teste. Com a deterioragdo do tegumento das
sementes, ocorre uma maior liberacdo de exsudados e ions para o meio liquido,
facilitando a passagem da corrente elétrica. Dessa forma, ocorre um aumento no
valor da condutividade, em relacdo as sementes que nido foram submetidas a
escarificagao acida.

Evidéncias comprovam que o0s eventos que caracterizam o processo de
deterioracdo estdo, normalmente, associados ao aumento ou perda na atividade de
um determinado grupo de enzimas, que eliminam os radicais livres produzidos
durante o processo de deterioragdo, além de alteragbes em componentes de
reservas como diminuicdo na sintese e conteudo de proteinas, variagdes na
disponibilidade e na estrutura de carboidratos, diminuicdo no conteudo total de
lipidios e aumento dos acidos graxos livres. Ha também alteragdes na respiragéo, na
sintese e degradagdo de DNA, bem como acumulo de produtos toéxicos (Mc
DONALD, 2000).
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Medeiros (2001) observou que a escarificagdo acida degrada o tegumento,
mas nao danifica o embrido, quando utilizado o tempo adequado para a espécie em
estudo. Assim, a escarificao acida é eficiente para superar a dorméncia de espécies
que apresentam tegumento rigido. Torres e Santos (1996) também observaram para
sementes de Parkinsonia aculeata que a utilizagao de acido sulfurico causa corrosao
no tegumento das sementes, mas nao danifica o embrido.

Dutra et al. (2007) verificaram que, os valores de condutividade elétrica de
Senna siamea, variaram de 129,9 a 226,1 pys cm™'g”, e o teste mostrou-se eficiente
para diferenciacdo de lotes das mesmas. Em sementes de Cedrela fissilis
(CHEROBINI et al. 2008), com o uso do teste de condutividade elétrica, foram
distinguidos os lotes, apresentando alta correlagdo com o teste de germinagéo, em

condic¢des de laboratério e de viveiro.

TABELA 6 Valores médios obtidos nos testes de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica
para sementes de Senna macranthera submetidas a diferentes métodos de superagédo de dorméncia.

Envelhecimento acelerado Condutividade
Plantulas Normais (%) Comprimento (cm) Elétrica (us cm™'g™)

TESTEMUNHA 2,99 4,25 138,00 b
Escarificao acida por 10 min 5,92 2,50 909,00 ab
Escarificdo acida por 15 min 5,97 4,75 1043,00 a
Escarificdo acida por 20 min 5,97 2,50 927,00 ab
Escarificdo acida por 25 min 3,94 2,00 1092,75 a
CV% 2,27 64,30 47,26
TESTEMUNHA 2,99 4,25 138,00
Agua 70°C por 24horas 3,94 2,25 202,50
Agua 80°C por 24horas 2,97 2,50 161,50
Agua 90°C por 24horas 3,94 2,50 143,50
CV% 2,18 104,11 24,48
TESTEMUNHA 2,99 ab 4,25 ab 138,00
GA;250 mg. I por 24 horas 0,99 ab 1,50 b 87,00
GA3250 mg. I por 48 horas 0,00 b 0,00 b 788,00
GA;3; 500 mg. I por 24 horas 7,98 a 7,00 a 375,00
GA3500 mg. I por 48 horas 4,94 ab 2,00 b 241,25
CV % 1,58 77,18 104,30
TESTEMUNHA 2,99 4,25 138,00 b
KNO; por 24horas 1,99 4,25 1169,25 a
KNO; por 48horas 0,00 0,00 409,50 b
CV% 0,87 116,18 32,25

* Média seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey, a
5% de significancia.
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Na Tabela 6, pode-se verificar que ndo ocorreu diferenca estatistica para a
maioria dos métodos de superagcdo da dorméncia no teste de envelhecimento
acelerado. Apenas quando se utilizou acido giberélico, houve diferenca estatistica,
sendo que GA3; 500 mg.I" por 24 horas, obteve a maior percentagem de plantulas
normais e comprimento médio das plantulas normais. Para os demais tratamentos,
verificou-se uma reducdo nos valores dessas variaveis, demonstrando que as
sementes de S. macranthera, quando submetidas ao teste de envelhecimento
acelerado, apresentaram redug¢ao da germinagao e vigor.

Nogueira et al. (2001), em estudo com Anadenanthera colubrina, concluiram
que o envelhecimento acelerado provocou a perda da viabilidade e um declinio na
velocidade de germinacdo das sementes estudadas. Em sementes de Cedrela
fissilis, submetidas ao envelhecimento acelerado a temperatura 40°C e 100% de UR,
Borges et al. (1991) encontraram resultados semelhantes. Para esses autores, a
redugdo da viabilidade e da velocidade de germinagao ocorreu em fungao do
aumento do tempo de exposicdo das sementes ao envelhecimento.

Os resultados da avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes de S.
macranthera, avaliada através do teste de tetrazdlio, sdo apresentados na Tabela 7.
O teste de tetrazdlio é um teste rapido e se baseia na coloragao dos tecidos vivos
das sementes em funcdo das alteracgdes na atividade respiratéria. O uso do teste de
tetrazodlio possibilitou diferenciar os métodos de superacdo de dorméncia,
correspondendo aos resultados obtidos pelos demais testes.

Observou-se que o uso da escarificacdo acida, por 20 e 25 minutos, resultou
em uma alta percentagem de sementes viaveis no teste de tetrazolio (61,73 e 62,87
%), sendo que no teste de germinagao (Tabela 5), o tempo de 20 minutos, obteve
melhor resultado.

Na Tabela 7, pode-se verificar que para as sementes classificadas como
intermediarias, no teste de tetrazdlio, ndo ocorreu diferenga significativa entre os
tratamentos de superagédo da dorméncia.

Quando utilizou-se o acido giberélico, ndo ocorreu diferenga significativa entre
as diferentes concentragbes e tempo de imersdo das sementes. O método agua
quente a 90°C obteve a maior percentagem de sementes inviaveis e a utilizagdo da
agua quente a 70°C, proporcionou uma maior percentagem de sementes viaveis no
teste de tetrazodlio. Provavelmente, esse resultado ocorreu devido a morte dos

embrides, provocada pela alta temperatura da agua.
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Ao utilizar o acido giberélico, observou-se que a imersdo das sementes na
concentracéo de 250 mg.I', por 24 horas, foi suficiente para elevar a percentagem de
sementes viaveis para 54%, e a utilizagdo da concentragdo de 500 mg.l,, por 24
horas, ocorreu um aumento das sementes inviaveis.

As sementes, classificadas como inviaveis, apresentaram alta incidéncia
(43%), quando se utilizou nitrato de potassio por 24 horas e, a percentagem de
sementes inviaveis foi reduzida para 29%, quando o tempo foi de 48 horas. Portanto,
0 aumento do tempo de exposicao das sementes em nitrato de potassio aumenta a
viabilidade das sementes de S. macranthera no teste de tetrazolio.

Amaral; Alcalay (1997) indicaram que o teste de tetrazdlio € uma alternativa
rapida e precisa para a avaliagao da qualidade fisiolégica de sementes das espécies
florestais Aleurites fordii (tungue), Cedrela fissilis (cedro), Jacaranda micrantha
(caroba), Leuhea divaricata (agoita-cavalo), e Hovenia dulcis (uva-do-Japao).

O uso do teste de tetrazolio mostrou-se pouco eficiente para S. macranthera,
uma vez que ocorreu uma superestimacdo do vigor das sementes, quando
submetidas a diferentes métodos de superacao de dorméncia, com relacido ao teste
de germinagdo. Portanto, a avaliagdo da qualidade fisiolégica das sementes de
espécies florestais deve basear-se num conjunto de resultados de diferentes testes,
para se obter uma maior seguranga nas informagdes.

Segundo Rocha (1976), grandes discrepancias entre os resultados dos testes
de tetrazolio e germinagdo, necessariamente, ndo significam que o teste de
tetrazélio esteja errado, mas pode ser devido a presencga de fungos nas sementes.

Ao realizar o teste de correlacdo simples entre os dados do teste de
germinagao com os do tetrazodlio, verificou-se que a maioria dos coeficientes de
correlagdo nao foi significativa. Observou-se correlagdo negativa (r=-1,0) e
significativa entre as variaveis sementes intermediarias e plantulas anormais,
quando utilizada a agua quente a 90°C. Esse resultado nos mostra que, quando
aumenta a percentagem de plantulas anormais, e reduzida a percentagem de
sementes intermediarias do teste de tetrazodlio, indicando que o teste de tetrazdlio
nao foi representativo na auséncia da viabilidade das sementes.

Para sementes mortas, houve correlagao positiva e significativa (r= 0,96) com
sementes inviaveis, quando se utilizou acido giberélico na concentragdo de 500 mg.I"
por 48 horas, indicando que para estas variaveis, o teste de tetrazoélio representa a

real condicao da viabilidade das sementes S. macranthera. Segundo Krzyzanowski
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et al. (1999), a escolha de metodologia adequada para o emprego do teste de

tetrazdlio deve se basear na facilidade para a diferenciagdo de tecidos viaveis e

inviaveis e na capacidade de diferenciar a qualidade fisiologica de sementes.

Portanto, o teste de tetrazodlio pode ser usado como um complemento ao teste de

germinagcdo em sementes

TABELA 7 Categorias de viabilidade do teste de tetrazdlio de sementes de Senna macranthera

submetidas a diferentes métodos de superagao de dorméncia.

Viaveis (%)

Intermediarias (%)

Inviaveis (%)

Escarificdo acida por 10 min 2967 b 14,86 61,78 a
Escarificdo acida por 15 min 26,95 b 11,88 60,84 a
Escarificao acida por 20 min 61,73 a 8,97 28,84 b
Escarificdo acida por 25 min 62,87 a 23,92 12,94 b
CV% 4,26 3,28 3,94
Agua 70°C por 24 horas 61,67 17,62 19,83
Agua 80°C por 24 horas 51,56 20,83 26,85
Agua 90°C por 24 horas 41,82 25,99 31,85
CV% 5,29 4,54 4,05
GA3250 mg. I por 24 horas 53,98 13,96 31,96
GA3250 mg. I por 48 horas 42,71 10,87 45,71
GA;3; 500 mg. I’ por 24 horas 39,85 13,96 45,91
GA3500 mg. I por 48 horas 42,98 12,98 43,99
CV% 3,33 2,70 3,19
KNO; por 24horas 35,12 20,65 4290 a
KNOj3 por 48horas 59,46 11,86 28,98 b
CV% 6,47 5,30 2,41

* Média seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna nao diferem entre si pelo Teste Tukey, a 5%

de significancia.
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3.4 CONCLUSOES

— Os principais géneros de fungos associados as sementes das espécies
estudadas sao: Penicillium spp. e Asperqillus spp.

— Entre os tratamentos testados para superara a dorméncia de Lithrea
molleoides, destacou-se a escarificagdo acida, por 20 minutos, e agua quente,
a 70°C, com posterior resfriamento por 24 horas, em temperatura ambiente.
Para Senna macranthera, escarificagdo acida por 15, e 20 minutos, imersao
em GA3 250 mg.I" e KNO3 por 48 horas.

— Da forma como foram conduzidos os testes de condutividade elétrica e
envelhecimento acelerado ndo sao adequados para avaliacdo da qualidade
fisiolégica das sementes de L. molleoides e S. macranthera.

— O uso de testes rapidos, como o teste de tetrazodlio, mostraram-se pouco
eficiente, uma vez que ocorreu uma superestimacgéo do vigor das sementes,
quando submetidas a diferentes métodos de superagdo de dorméncia, com

relagdo ao teste de germinacéo.



4 CAPITULO I

TRANSMISSAO DE Alternaria alternata EM SEMENTES DE Lithrea
molleoides March. (Aroeira-preta) E Senna macranthera (Dc.ex Collad.)
H. S. Irwin & Barneby (Manduirana) QUANDO SUBMETIDAS A
SUPERACAO DA DORMENCIA.

Resumo

O presente trabalho foi realizado com objetivo de avaliar a transmisséo de Alternaria
alternata e sua influéncia na qualidade sanitaria e fisiolégica de sementes de Lithrea
molleoides (Aroeira-preta) e de Senna macranthera (Manduirana), apés submissao
da superagdo da dorméncia. As sementes de L. molleoides foram submetidas a
superagao da dorméncia, através de: escarificagdo acida por 20 minutos; imersao
em agua quente, com temperatura de 70°C, até resfriar por 24 horas; imersao em
acido giberélico (GA3) na concentragao de 250 mg.I, por 48 horas, e 500 mg.I", por
24 horas; imersao em nitrato de potassio (KNO3), na concentragéo de 0,2%, por 24 e
48 horas. Para as sementes e S. macranthera, foram utilizadas: escarificido acida por
15 e 20 minutos; imersao em acido giberélico (GA3z) na concentragao de 250 mg.l,
por 48 horas; imersdo em nitrato de potassio (KNO3), na concentragédo de 0,2%, por
48 horas. Apods desinfestacdo foi realizada a inoculagdo de A. alternata nas
sementes pelo método de suspensdao de esporos. A suspensao de esporos foi
padronizada em 10* esporos/ml com auxilio da camara de Neubauer. A inoculacéo
nas sementes foi realizada através de imersao, por trés periodos de tempo (24, 48 e
72 horas). Em seguida, foram realizados os diferentes testes em laboratério:
sanidade, germinacéo e crescimento de plantulas. No viveiro, foi avaliado o indice
de velocidade de emergéncia e a sanidade das mudas. No teste de sanidade, foram
encontrados além de A. alternata, Penicillium spp. e Aspergillus spp. A inoculagao
de A. alternata reduzido vigor das sementes de L. molleoides e S. macranthera,
independente do método de superacdo da dorméncia utilizado nas sementes.
Observou-se a ocorréncia de A. alternata nas plantulas e, este resultado, indica que

esta espécie fungica pode ser transmitida por sementes para ambas as espécies.

Palavras-chave: Inoculagao; Sanidade; Manduirana; Aroeira-preta; Espécies

florestais.
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4.1 INTRODUGAO

A producado de mudas de espécies florestais tem se mostrado uma atividade
fundamental na cadeia produtiva, para a qual devem ser destinados cuidados na
germinagdo, qualidade sanitaria, redugdo de choques de transplante e no
procedimento de conducédo das mudas, visando um melhor aproveitamento de seu
potencial. Porém, a producdo de mudas florestais, em qualidade e quantidade, é
uma das fases mais importantes para o estabelecimento de bons povoamentos
florestais com espécies nativas.

Para avaliagdo da qualidade fisiolégica, sdo realizados testes de germinacao
e vigor. Os testes de germinacéo tém por objetivo verificar o potencial germinativo
de um determinado lote, avaliando a qualidade fisiolégica das sementes para fins de
semeadura e producao de mudas.

A dorméncia é um mecanismo das espécies florestais para distribuir a
germinagao no tempo, garantindo, assim, a viabilidade das sementes. Por outro
lado, para os produtores, o mecanismo de dorméncia é uma desvantagem, pois
induz grande desuniformidade na emergéncia das plantulas e, consequentemente,
maior demanda de tempo na sua producdo, além de maior risco de perda de
sementes por deterioragao, ja que estas permanecem mais tempo no solo antes da
germinagao.

A produgdo de mudas florestais apresenta uma série de restricbes,
principalmente de origem sanitaria, devido ao grande numero de patégenos
associados as sementes e, posteriormente, as mudas resultantes.

A contaminagado superficial das sementes é o caminho mais comum pelos
quais os fitopatdogenos séo transportados e podem ocorrer na cultura, durante o
periodo de maturagdo da semente. Neste momento, o indculo produzido sobre
folnas ou outras partes da planta atinge a superficie da semente, através de
respingos de chuva, agua de irrigagao, vento, insetos, entre outros. Também pode
ocorrer durante o processo de colheita, transporte, beneficiamento e
armazenamento das sementes.

Apesar de toda a perspectiva de transmissédo de fitopatdégeno associado a

semente, esta associagdo nao implica necessariamente, no surgimento de doengas
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apos a semeadura, embora muitos organismos associados as sementes sejam
potencialmente capazes de causar doengas. O fendbmeno de transmissdo ocorre
caso a doencga se manifeste no campo, apds a semeadura.

Estudos que visem o aprimoramento de técnicas, para solucionar problemas
no desenvolvimento e manejo de espécies florestais, sdo de suma importancia.
Dentro desse contexto, trabalhos sobre produgcdo de mudas florestais,
especialmente sobre manejo de doengas, fornecem importantes informagdes para o
estabelecimento de novos cultivos.

As sementes que sdo atacadas por patdgenos no campo e nas operagdes
subsequentes (colheita, secagem, beneficiamento e armazenamento), afetam a
qualidade fisiolégica das sementes, causando reducéo da germinagao, bem como,
tombamento de plantulas.

A umidade relativa, associada as altas temperaturas, contribui para o
desenvolvimento e transmissao dos fungos presentes nas sementes, para plantulas
e mudas. Portanto, € necessario conhecer e entender o desenvolvimento das
doencas em mudas florestais.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a transmissdo de Alternaria
alternata e a sua influéncia na qualidade sanitaria e fisioldgica das sementes de
Lithrea molleoides (Aroeira-preta) e de Senna macranthera (Manduirana), apoés

submissao a superacao da dorméncia.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local de realizagao

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Pesquisa em Fitopatologia do
Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria e
na Casa de Vegetagao do Centro de Pesquisa de Recursos Florestais - FEPAGRO-

Florestas, no distrito de Boca do Monte, municipio de Santa Maria, RS.
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4.2.2 Métodos de superagao da dorméncia

Para a realizacdo dos diferentes testes, as sementes foram submetidas aos

métodos de superagao de dorméncia que se destacaram nos testes prévios:

Escarificacao acida: as sementes de Senna macranthera foram imersas em
acido sulfarico (H2SO4) a 90%, por 15 e 20 minutos. As sementes de Lithrea
molleoides foram imersas por 20 minutos (MEDEIROS, 2001).

Imersdo em agua fervente: as sementes de L. molleoides foram imersas em
agua, com temperatura de 70°C, até esfriar, por 24 horas (MEDEIROS,
2001).

Acido giberélico (GA3): as sementes foram escarificadas em acido sulfurico
(H2S04) a 90%, por 15 minutos e, logo apds, imersas em solugdo de acido
giberélico na concentragao de 250 mg.l", por 48 horas e, na concentragao de
500 mg.I', por 24 horas para L. molleoides. As sementes de S. macranthera
foram imersas em acido giberélico na concentragdo de 500 mg.I', por 48 horas
(FRANCO; FERREIRA, 2002).

Nitrato de potassio (KNO;): as sementes foram escarificadas em acido
sulfurico (H2SO4) a 90%, por 15 minutos e, logo apds, as sementes de L.
molleoides foram imersas na solugao de nitrato de potassio na concentragao
de 0,2%, por 24 e 48 horas. As sementes de S. macranthera foram imersas

por 48 horas na solucao de nitrato de potassio (LULA et al., 2000).

4.2.3 Inoculacao de Alternaria alternata nas sementes

Apoés a realizagdo dos diferentes métodos de superagdo da dorméncia, as

sementes foram submetidas a inoculagao de A. alternata.

A. alternata utilizada no presente trabalho foi observado e isolado das

sementes das espécies em estudos (L. molleoides e S. macranthera). O meio de

cultura basico utilizado na inoculagao foi BDA (extrato de 200 g de batata, 20 g de

dextrose e 20 g de agar).

Apods a autoclavagem, o meio de cultura, foi vertido em placas de petri de 8

cm de didmetro, aproximadamente, com 25 ml de meio por placa. Um disco de 2 mm
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de didametro, contendo meio de cultura e estrutura de A. alternata, foi transferido
para cada placa e esta, incubadas em cadmara com fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25°C, por oito dias.

Logo apds o periodo de incubagéo, foi realizada a suspensao de esporos, na
qual foram adicionado 20 ml de agua estéril em cada placa de Petri e, com auxilio da
alca de Drigalski, homogeneizou-se a massa de esporos. Em seguida, padronizou-
se a suspensdo em 10* esporos/ml com auxilio da camara de Neubauer.

As sementes foram desinfestadas em alcool etilico 70% por 1 minuto e,
posteriormente, com hipoclorito de sédio a 1%, por 2 minutos. Em seguida, as
sementes foram depositadas sobre papel-filtro esterilizado para que secassem e,
apos, foram colocadas em contato com a suspensao de esporos.

A inoculagao das sementes foi realizada através de imersdo, por quatro
periodos de tempo (0, 24, 48 e 72 horas) e usado o tempo zero, sem inoculagdo. Em
seguida, foram realizados os testes para avaliagao da qualidade das sementes. Para
a avaliagdo da transmissao de fungos via sementes, a inoculagdo das sementes foi

realizada através de imersao por trés periodos de tempo (24, 48 e 72 horas).

4.2.4 Avaliagao da qualidade sanitaria das sementes

4.2.4.1 Teste de sanidade

O teste de sanidade foi realizado por meio do método “Blotter test”, onde
amostras de 100 sementes, divididas em 4 subamostras, foram colocadas em caixas
de plastico tipo “Gerbox”, sobre trés folhas de papel filtro esterilizadas e umedecidas
com agua destilada e esterilizada. Logo apds, foram incubadas em estufa, a
temperatura aproximada de 25°C, em regime de 12 horas de iluminagdo com
ldampadas fluorescentes, alternadas com 12 horas de escuro, durante sete dias.
Apds este periodo, foram avaliados os microrganismos presentes nas sementes,
com auxilio de microscopio esterescopico e 6tico. A identificacdo dos fungos foi

realizada conforme descricao de Barnett; Hunter (1972).
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4.2.5 Avaliagao da qualidade fisiolégica das sementes

4.2.5.1 Teste de germinagao

Esta avaliacdo foi composta de quatro repeticdes de 25 sementes, em
substrato de rolo de papel, nas quais foram utilizadas trés folhas de papel filtro, que
foram umedecidas com agua destilada equivalente a 2,5 vezes o peso do papel filtro
seco (BRASIL, 1992).

As sementes foram mantidas sob fotoperiodo de 12 horas de luz direta e
temperatura constante de 25°C. As avaliagdes foram realizadas semanalmente: as
sementes de L. Molleoides, por um periodo de 160 dias, e as de S. macranthera, por
30 dias.

Foram avaliadas as plantulas normais, ou seja, as que se apresentavam bem
desenvolvidas e morfologicamente perfeitas, sem rachaduras ou lesdes. As
plantulas que nao apresentavam os critérios estabelecidos para plantulas normais
foram classificadas como plantulas anormais. Também foram consideradas as

sementes mortas e duras.

4.2.5.2 Crescimento de plantulas

Foi medido, com o auxilio de um escalimetro, o comprimento da parte aérea,
incluindo folhas cotiledonares, no caso da S. macranthera, e o comprimento da
radicula (KRZYZANOWSKI et al.,, 1999). Os resultados foram expressos em

centimetros

4.2.6 Avaliagao da transmissao de fungos via semente

O experimento foi conduzido em area aberta no Viveiro Florestal da
FEPAGRO-Florestas. Para a avaliagcdo das mudas sintomaticas, foram semeadas,

em recipientes individuais (tubetes), duas sementes por recipiente, utilizando 200
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sementes para cada tratamento. Os recipientes foram preenchidos com substrato
composto por uma mistura de solo do subsolo, casca de arroz e humus na mesma

proporcao. Foram realizadas as avaliacoes:

4.2.6.1 indice de velocidade de emergéncia

As avaliagbes foram realizadas a cada 15 dias, a partir do dia em que
surgiram as primeiras plantulas normais. O procedimento descrito da avaliagcao
prosseguiu até o dia da ultima contagem. O inicio das contagens ocorreu aos 45 e
30 dias, apds a semeadura e, a ultima contagem, aos 75 e 45 dias para L.
molleoides e S. macranthera, respectivamente.

Calculou-se a velocidade de emergéncia empregando a expressao de
Maguire (1962).

IVE = E4/Nq + Eo/No+ E3/N3 + ... + E /N,

Sendo:

IVE = indice de velocidade de emergéncia.
E4, E2, E3, E, = numero de plantulas normais computadas nas contagens.
N4, N2, N3, N, = nimero de dias da semeadura a primeira contagem.

Para cada repeticéo, calculou-se IVE, empregando-se a expressao.

4.2.6.2 Sanidade de mudas

As mudas que apresentavam sintomas de doengas, como morte, lesdes de
tecidos na regiao do coleto, murcha e seca, foram separadas para analise em
laboratério para identificagdo dos possiveis patdgenos que poderiam causar perdas
no campo. As avaliacbes foram realizadas a cada 15 dias, sendo que para L.
molleoides foram efetuadas trés avaliagées e, para S. macranthera, duas. Para cada
muda que apresentou sintomas foliares causados por A. alternata foram atribuidas
notas, conforme o grau de severidade da doenga, baseada na tabela sugerida por

Alfenas; Mafia (2007), seguindo uma escala com intervalo de 20% de severidade,
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conforme a Tabela 8. Logo apds, para cada tratamento, foi realizado uma média do
numero de plantulas para cada nota, conforme o grau de severidade, e os resultados

foram expressos em percentagem.

TABELA 8 Notas atribuidas aos graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria alternata
em mudas de Lithrea molleoides e Senna macranthera.

Notas Grau de Severidade (%)

1 Nenhum sintoma
até 20
20a40

40 a 60

60 a 80

80 a 100

o0~ ODN

4.2.7 Delineamento experimental

Foi utilizado esquema fatorial (7 X 4), com sete métodos de superagéo de
dorméncia e quatro tempos de imersdo na suspensdao de esporos, para L.
molleoides. Para S. macranthera também se utilizou esquema fatorial (5 X 4), com
cinco métodos de superacdo de dorméncia e quatro tempos de imersdo na
suspensao de esporos, para a avaliagao da qualidade sanitaria e fisioldgica.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
quatro repeti¢cdes. Os resultados foram submetidos a regressédo polinomial, onde
foram testados os modelos linear, quadratico e cubico, sendo selecionado para
explicar os resultados, o modelo significativo de maior ordem.

Para os dados da avaliacdo da transmissdo de Alternaria alternata para as
mudas, foi utilizado esquema fatorial (7 X 3), com sete métodos de superagao de
dorméncia e trés tempos de imersao na suspensao de esporos, para L. molleoides.
Para S. macranthera também se utilizou esquema fatorial (5 X 3), com cinco
métodos de superagcdo de dorméncia e trés tempos de imersao na suspensao de
esporos.

Os dados em percentagem da avaliagao da transmissao de fungos para as
mudas foram transformados em arco senV x/100 e submetidos & analise de
variancia. A comparacao das médias entre os métodos de superacdo da dorméncia

e tempos de imersao na suspensdo de esporos foi realizada através do teste de
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Tukey, a 5% de significancia. Utilizaram-se testes de correlagbes simples entre as
diferentes variaveis e, para as analises, utilizou-se o Sistema de Analise Estatistica -
SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Lithrea molleoides (Aroeira-preta)

Os resultados da avaliacdo da qualidade sanitaria das sementes de Lithrea
molleoides, quando submetidas a diferentes métodos de superacédo de dorméncia e
inoculagéo de Alternaria alternata, estao apresentados nas Figuras 1 A - G. Além de
A. alternata, foram detectados com maior incidéncia Penicillium spp. e Rhizopus
spp., Nigrospora spp., Colletotrichum spp., e Pestalotia spp. com menor incidéncia
agrupados, sendo estes agrupados como “outros”.

Parisi et al. (2005), também constataram a presenca desses fungos em
sementes das espécies de aroeira (Schinus terebinthifolius), canafistula (Peltoforium
dubium), caroba (Jacaranda micrantha), cedro (Cedrela fissilis), figueira (Ficus
enormes), guarantd (Piptadenia gonocantha), jacaranda-mimoso (Machaerium
paraguariense), quaresmeira (Tibouchina sellowiana) e pau-marfim
(Balfourodendron riedelianum) .

Segundo Galvao (2000), o processo de producdo de mudas florestais é
influenciado pela qualidade das sementes, uma vez que o total de sementes
germinadas determinara o total de mudas a serem produzidas. Os valores de
germinagao variam de ano para ano e de lote para lote.

Os dados da incidéncia de A. alternata, Penicillium spp. e os fungos
classificados como “outros” ajustaram-se ao modelo cubico na Testemunha (Tabela
9). Os fungos “outros” foram reduzidos com o aumento do tempo de imersdo das
sementes na suspensdo de esporos de A. alternata. Na Figura 1 A, a incidéncia de
Penicillium spp. foi reduzida de 70%, no tempo de 24 horas, para 15%, no tempo de
48 horas e A. alternata iniciou com valores proximos de zero e, no tempo de 48
horas, atingiu valor maximo (66%). Portanto, o tempo de 48 horas de imerséao foi
suficiente para o desenvolvimento de A. alternata associado as sementes.

As sementes de L. molleoides apresentaram oscilacdo na incidéncia de
Penicillium spp. ao longo do tempo, mas com uma alta no final do periodo (Figura
1A). Observou-se que, provavelmente, ocorreu uma relagdo de competicao entre A.
alternata e Penicillium spp. Essa competicdo pode ser por alimento, espaco e

oxigénio. A presenga de Penicillium spp. tende a prejudicar a qualidade das
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sementes pela redugao da viabilidade. A presenga frequente deste fungo nos lotes
pode refletir nas condi¢des de armazenamento dos mesmos. Carneiro (1990) cita a
necessidade de se dar maior atencédo para o aspecto de sanidade de sementes de
espécies florestais, visando a obtencdo da melhoria da qualidade das sementes e
mudas.

Na Figura 1B, observou-se que a utilizagdo da agua quente reduziu a
incidéncia Penicillium spp. e “outros”. Porém, contribuiu para o desenvolvimento de
A. alternata. Os dados de A. alternata e os fungos classificados como outros se
ajustaram ao modelo cubico e Penicillium spp. ao modelo quadratico (Tabela 9). A.
alternata obteve uma baixa incidéncia no periodo de zero a 24 horas, sendo que no
tempo de 72 horas obteve um alto crescimento, chegando a 100%. Este resultado
pode ter ocorrido devido ao aumento da exposi¢cao das sementes a fonte de indculo.

Verzignassi et al. (1997) verificaram que Alternaria steviae e A. alternata
estavam associados as sementes de estévia (Stevia rebaudiana), interna e
externamente, e foram capazes de causar danos as plantulas, como manchas
necréticas na radicula e na parte aérea.

De acordo com a Tabela 9, verificou-se que A. alternata, Penicillium spp. e
“outros” ajustaram-se ao modelo cubico, quando utilizou-se escarificagao acida por
20 minutos. Observou-se que a incidéncia foi reduzida para valores préximos de
zero. A incidéncia de A. alternata aumenta com o aumento do tempo de imersao das
sementes na suspensao de esporos. Verificou-se que no tempo zero, a incidéncia de
A. alternata foi de 10% e que, a partir de 24 horas, aumentou sua incidéncia, a qual
atingiu 95% em 72 horas. Isso pode ter ocorrido, talvez, pelo fato de que o tempo de
24 horas de inoculagéo seja insuficiente para o desenvolvimento do patégeno nas
sementes, quando se utilizou imersao em acido sulfurico por 20 minutos.

Na Figura 1D, verificou-se que os fungos classificados como “outros” foram
reduzidos quando se utilizou acido giberélico na concentragédo de 250 mg.l" por 48
horas. Esse resultado nos mostra que o acido giberélico pode ter cooperado para
inibir a incidéncia de varios géneros de fungos, devido talvez a mudanga do pH da
superficie das sementes. A. alternata e Penicillium spp. ajustaram-se ao modelo
cubico, Penicillium spp. apresentou comportamento agressivo com valores muitos
altos no inicio da inoculagcéo (80%), decrescendo bruscamente chegando a valores
préximos de zero no tempo de 72 horas de inoculacido. Essa reducao de Penicillium

spp. pode ter sido ocasionada pela competicdo com A. alternata, por alimento,
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oxigénio ou espacgo. A. alternata apresentou valores crescentes, atingindo 97% de
incidéncia no ponto maximo (Figura 1D). O acido giberélico pode ter alterado o pH
da superficie da semente, contribuindo assim, para o desenvolvimento de A.
alternata.

O in6culo contido nas sementes pode acarretar o inicio de diversas
epidemias, além de ser um dos veiculos mais importantes de transmissdo de
patogenos (SANTOS et al., 2001). Salustiano et al. (2005) relataram que do ponto
de vista epidemiolégico A. helianthi em baixos niveis nas sementes, € capaz de
causar sérios danos a cultura de girassol em condigdes favoraveis a doenca.

A utilizacdo do acido giberélico na concentragcdo de 500 mg.I" por 24 horas,
manteve os fungos classificados como outros sempre préximos de zero (Figura 1E).
Os fungos classificados como outros exercem efeito de forma quadratico e A.
alternata e Penicillium spp. ajustaram-se ao modelo cubico (Tabela 9). Penicillium
spp. e A. alternata, apresentaram um comportamento de competicdo ou até mesmo
de parasitismo, visto que, quando um aumenta outro reduz a populagao.

Através das Figuras 1F e 1G, observou-se que A. alternata apresentou
comportamento crescente, com valores proximos de 100% de incidéncia, quando
utilizou-se nitrato de potassio, independente do tempo empregado. Possivelmente, a
imersao das sementes em nitrato de potassio colaborou para o desenvolvimento de
A. alternata em sementes de L. molleoides. Na Tabela 9, verificou-se que A.
alternata ajustou-se ao modelo quadratico e Penicillium spp. e “outros” ajustaram-se
ao modelo cubico quando as sementes foram imersas em nitrato de potassio por 24
horas . Observou-se também na Tabela 9 que, quando se utilizou imersao em nitrato

de potassio por 48 horas, todas as variaveis ajustaram-se ao modelo cubico.
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FIGURA 1 Incidéncia de fungos associados as sementes de Lithrea molleoides submetidas a
diferentes métodos de superagdo de dorméncia e tempo de inoculagdo; Testemunha (A); agua
quente a 70°C (B); escarificagdo acida por 20 minutos (C); imersdo em &cido giberélico na
concentragdo de 250 mg.I" por 48 horas (D); imersdao em acido giberélico na concentragdo de 500
mg.I" por 24 horas (E); imersdo em nitrato de potassio por 24 horas (F); imersédo em nitrato de

potassio por 48 horas (G).
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TABELA 9 Equacgdes representativas do teste de sanidade das sementes de Lithrea molleoides.

Variavel Equacgées R?
Testemunha

Alternaria alternata Y =10.099019 + 0.0196326X+0.00243797X%-0.000034017X> 1,0

Penicillium spp. Y = 10.431195 + 0.3408861X - 0.01238911X* + 0.000112719X° 1,0

Outros Y =11.771389 - 0.0915503X + 0.00196934X” - 0.000012692X° 1,0
Agua quente 70° C

Alternaria alternata Y = 10.000000 + 0.1090743 X + 0.00000806X" - 0.000010055X> 1,0

Penicillium spp. Y = 10.286049 - 0.0156007X + 0.00019137X? 0,98

Outros Y = 10.714186 - 0.0483672X + 0.00102502X - 0.000006820X° 1,0

Escaficagao acida por 20 minutos

Alternaria alternata Y = 10.388735 - 0.1193946X + 0.00603113X? - 0.000051110X> 1,0

Penicillium spp. Y = 10.147586 + 0.3210744X - 0.01106182X* + 0.000091954X° 1,0

Outros Y = 10.764837 - 0.0660515X + 0.00175153X? - 0.000013635X> 1,0

GA; 250 por 48 horas
Alternaria alternata Y =10.000000 - 0.0551598X + 0.00293307X* - 0.000019285X° 1,0
Penicillium spp. Y = 13.487273 + 0.1020052X - 0.00641565X> + 0.000060482X> 1,0
GA; 500 por 24 horas

Alternaria alternata Y =10.000000 - 0.1115154X + 0.00669539X - 0.000060764X° 1,0

Penicillium spp. Y = 12.447054 - 0.1495043X + 0.00424401X? -0.000035239X° 1,0

Outros Y = 10.047034 - 0.0021660X + 0.00002149X? 0,93
KNO; por 24 horas

Alternaria alternata Y =9.986470 + 0.1117300X - 0.00077861X? 0,99

Penicillium spp. Y = 10.197096 + 0.0020205X - 0.00038128X* 0.000005284X> 1,0

Outros Y = 10.558433 + 0.0563207X -0.00246726X° + 0.000021907X> 1,0
KNO; por 48 horas

Alternaria alternata Y =10.000000 + 0.2865564X - 0.00628012X> + 0.000042949X° 1,0

Penicillium spp. Y = 10.000000 + 0.2193329X - 0.00782126X* + 0.000067746X> 1,0

Outros Y = 10.000000 + 0.0396069X - 0.00137524X* + 0.000011460X° 1,0

Os resultados do teste de germinagcédo de L. molleoides, estao presentes na

Figura 2A-G. Observou-se que as variaveis analisadas na Testemunha ajustaram-se

ao modelo cubico (Tabela 10). Para a Testemunha verificou-se, que no tempo zero,

a percentagem de plantulas normais foi baixa (9%), mas, a partir do tempo de 48

horas, iniciou um aumento na percentagem germinacao, chegando a 30% no tempo

de 72 horas de inoculagédo. Este resultado pode ter ocorrido devido ao tempo de

embebi¢cdo, ou seja, aumentou o tempo de embebicdo aumenta a germinagao.

Mostrando assim que provavelmente, as sementes de L. molleoides apresentam

dorméncia tegumentar, devido a dificuldade da passagem de agua pelo tegumento

das sementes.
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Quando se utilizou acido por 20 minutos (Figura 2C), observou-se que a partir
do tempo de 24 horas, as sementes de L. molleoides apresentaram percentagem de
plantulas normais crescente de 31% no tempo de 24 horas e 64% no tempo de 72
horas, e a equacao referente a percentagem de plantulas normais ajustou-se ao
modelo quadratico (Tabela 10).

Quando se utilizou o tratamento agua quente 70°C (Figura 2B), as variaveis
observadas ajustaram-se ao modelo quadratico (Tabela 10). Observou-se que a
germinagao apresentou comportamento decrescente, iniciando com 45% e no tempo
72 horas chegou a 26%. Portanto, a utilizacdo da agua quente pode ter danificado o
embrido e contribuido para o crescimento de A. alternata. Embora seja um método
vantajoso para superar a dorméncia em sementes de leguminosas pelo baixo custo,
a agua quente tem proporcionado resultados contraditérios (RODRIGUES et al.,
1990). Para Stryphnodendron pulcherrimum (VARELA et al.,, 1991) e Mimosa
caesalpiniaefolia (MARTINS et al., 1992), a agua fervente danificou o embrido para
as espécies em estudo.

Quando se utilizou acido giberélico na concentracdo de 250 mg.I" no tempo de
48 horas (Figura 2D), as sementes apresentaram percentagem de plantulas normais
de 13% no tempo de 24 horas, e a percentagem aumentou para 35% no tempo de
72 horas. Provavelmente, esse resultado ocorreu devido ao maior tempo de
embebi¢cdo das sementes, o que contribuiu para o incremento da percentagem de
plantulas normais das sementes de L. molleoides. Quando se utilizou acido
giberélico na concentragdo de 500 mg.I', por 24 horas (Figura 2E), verificou-se que
as variaveis ajustaram-se ao modelo cubico, com exceg¢ao de plantulas anormais,
que se ajustaram ao modelo linear (Tabela 10). Verificou-se redugdo na
percentagem de plantulas normais. No tempo zero, obteve-se 30% de plantulas
normais e, no tempo 72 horas, a germinacgao foi reduzida para 13%. Este resultado
ocorreu, provavelmente, devido a agéao de A. alternata ja que, no teste de sanidade
(Figura 1), verificou-se que houve um aumento na incidéncia desse fungo.

Nas Figuras 2F e 2G, estdo apresentados os dados do teste de germinagao
dos tratamentos de superacido da dorméncia imersao em nitrato de potassio por 24 e
48 horas, respectivamente. Observou-se que para ambos os tempos, as sementes
de L. molleoides apresentaram um aumento na percentagem de plantulas normais e,
a partir do tempo de 24 horas, iniciou a redugdo da percentagem dessa variavel.

Possivelmente, este fato pode ter ocorrido devido ao tempo de 24 horas de
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embebicdo das sementes, fazendo com que aumentasse a percentagem de
plantulas normais. Mas, o aumento do tempo de exposi¢cao das sementes ao inéculo
proporcionou maior nivel de infeccdo nas sementes, colaborando assim, para a
inibicdo da germinacao devido ao aumento da deterioragao destas.

Resultados semelhantes foram observados por Machado et al. (2001) em
soja, pois verificaram que, para fungos muito agressivos como Colletotrichum
truncatum, ndo ha necessidade de prolongamento do tempo de exposi¢do das
sementes ao indculo, visto que no menor tempo utilizado (48 horas) obteve-se quase
100% de infecgdo. Araujo et al. (2006) também observaram redugdo na
percentagem de plantulas de algodoeiro quando as sementes foram inoculadas por
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides.

Gomes; Dhingra (1983) relataram que sementes de feijao vagem, com alta
infeccdo de Alternaria alternata, nédo germinaram e Verzignassi et al. (1997)
observaram decréscimo na percentagem de germinacdo de Stevia rebaudiana,
variando de 40,5% a 16,8%.

Na Figura 2A, verificou-se que houve um aumento no comprimento médio das
plantulas normais. No tempo zero, o comprimento era de 4 cm e, no tempo 72 horas,
o0 comprimento passou para 5,5 cm. Resultados semelhantes também foram
verificados nos tratamentos escarificdo 4acida, agua quente e quando utilizou-se
acido giberélico na concentragao de 250 mg.I" por 48 horas.

Porém, quando se utilizou o tratamento acido giberélico na concentragao de
500 mg.I" por 24 horas, nitrato de potassio por 24 e 48 horas, ocorreu uma redugao
no comprimento médio das plantulas normais. No tratamento nitrato de potassio por
48 horas, observou-se uma queda brusca no comprimento, de 14,25 cm no tempo
zero para 4,5 cm no tempo 72 horas. Quando se utilizou acido giberélico na
concentracédo de 500 mg.I" por 24 horas, observou-se que, no tempo zero, o
comprimento € de 4,25 cm e, logo apés inicia sua redugéo, chegando a 1,5 cm no
tempo 72 horas. Provavelmente, A. alternata proporcionou redugao do vigor das
sementes, visto que o fungo é saprdfita, e causa redugdo da viabilidade das
sementes.

Os resultados mostram que a inoculagéo de A. alternata pode ter contribuido
para redugédo da percentagem da germinagédo e na redugdo do vigor das sementes
de L. molleoides, dependendo do método de superacdo da dorméncia utilizado nas

sementes.
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FIGURA 2 Graficos representativos das variaveis plantulas normais, comprimento das plantulas
normais, plantulas anormais e sementes duras no teste de germinacdo de sementes de Lithrea
molleoides submetidas a métodos de superagdo de dorméncia e diferentes tempos de inoculagéo;
Testemunha (A); agua quente a 70°C (B); escarificacdo acida por 20 minutos (C); imerso em acido

giberélico na concentragdo de 250 mg.I’

por 48 horas (D); imersdo em acido giberélico

na

concentragcédo de 500 mg.I" por 24 horas (E); imersao em nitrato de potassio por 24 horas (F); imerséo

em nitrato de potassio por 48 horas (G).
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TABELA 10 Equacgdes representativas das variaveis plantulas normais, comprimento das plantulas
normais, plantulas anormais e sementes duras no teste de germinacdo de sementes de Lithrea

molleoides submetidas a métodos de superagéo de dorméncia e diferentes tempos de inoculagao.

Variavel Equacgdes R*
Testemunha
Plantulas normais Y = 10.486812 + 0.0257091X - 0.00127712 X* + 0.000015416X" 1,0
Comprimento Y = 4.000000 + 0.1458333 X - 0.00694444 X* + 0.000072338X° 1,0
Plantulas anormais Y = 10.099019 + 0.0112283X - 0.00066207X? + 0.000008024X> 1,0
Sementes duras Y = 13.746407 -0.0355991X + 0.00183170X” - 0.000022388X°
Agua quente 70° C
Plantulas normais Y = 12.060840 - 0.0330347X + 0.00030046X> 0,98
Comprimento Y = 3.462500 + 0.0348958X - 0.00032552X° 0,95
Plantulas anormais Y =10.004904 - 0.0018389X + 0.00004257X> 0,93
Sementes duras Y = 12.416177 + 0.0313758X - 0.00030359X? 0,99
Escaficagao acida por 20 minutos
Plantulas normais Y = 11.899791 -0.0229840 X + 0.00050270X° 0,93
Comprimento Y = 4.500000 - 0.0868056X + 0.00347222 X? -0.000030141X> 1,0
Plantulas anormais Y =10.098076 + 0.0081541X-0.00046706X> + 0.000005305X° 1,0
Sementes duras Y = 12.485768 + 0.0280505X - 0.00059921X> 0,99
GA; 250 por 48 horas
Plantulas normais Y = 11.574547 - 0.0970364 X + 0.00298797X” - 0.000022609X> 1,0
Comprimento Y = 4.762500 - 0.0671875X + 0.00097656X° 0,99
Plantulas anormais Y = 10.099019 - 0.0184613X + 0.00076786X>- 0.000007106X> 1,0
Sementes duras Y = 12.806009 + 0.0919502X - 0.00296393X* + 0.000023179X° 1,0
GA; 500 por 24 horas
Plantulas normais Y =11.376593 - 0.0479744X + 0.00139422X? - 0.000012055X° 1,0
Comprimento Y =10.210266 - 0.0056978X + 0.00029765X - 0.000003399X° 1,0
Plantulas anormais Y =10.089117 - 0.0014440X 0,89
Sementes duras Y = 12.979094 + 0.0409291X - 0.00110181X? + 0.000009137X> 1,0
KNO; por 24 horas
Plantulas normais Y = 10.851310 + 0.0342319X - 0.00045649X* 0,99
Comprimento Y= 5.000000 - 0.1709028X + 0.00643229X? - 0.000061728X> 1,0
Plantulas anormais Y = 10.098076 + 0.0400967X - 0.00125225X* + 0.000010427X° 1,0
Sementes duras *Y = 13.338091 - 0.0322215X + 0.00040127X> 0,99
KNO; por 48 horas
Plantulas normais Y = 11.312146 + 0.1040756X - 0.00251712X* + 0.000014105X° 1,0
Comprimento Y = 13.650000 - 0.4156250X + 0.00412326X> 0,89
Plantulas anormais Y = 10.049509 + 0.0659925X - 0.00232258X* + 0.000020184X° 1,0

Sementes duras

Y = 12.998100 - 0.1584848X + 0.00456866X - 0.000032620X°

1,0
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TABELA 11 Valores médios obtidos no indice de velocidade de emergéncia (IVE) no viveiro para
sementes de Lithrea molleoides submetidas a diferentes métodos de superagcdo de dorméncia e
tempos de inoculacéo de Alternaria alternata.

Inoculagao

Média
24 horas 48 horas 72 horas

TESTEMUNHA 2,50 1,75 1,75 2,00 C
Escarificagédo acida por 20 min 4,50 4,00 1,75 3,42 AB
Agua quente a 70°C 2,00 3,75 2,25 2,67 AC
GA;250/48h 4,25 3,25 4,00 3,83 A
GA;500/24h 3,50 2,50 4,25 3,42 AB
KNOs/ 24h 2,75 4,75 2,75 3,42 AB
KNOs/ 48h 3,75 3,75 3,75 3,75 A
Média 3,32a 3,39 a 293 a

* Média seguidas pela mesma letra, minuscula na linha e mailscula na coluna n&o diferem entre si
pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Na analise dos dados do indice de velocidade de emergéncia (Tabela 11) e
das notas atribuidas aos graus de severidade dos sintomas causados por A.
alternata nas mudas de L. molleoides (Figura 5), a analise de regressao polinomial
nao foi significativa. Portanto, optou-se por realizar o Teste de Tukey a 5% de
significancia.

De acordo com os dados da Tabela 11, ndo houve interagdo significativa
entre método de superagao de dorméncia e periodo de inoculagdo de A. alternata
em sementes de L. molleoides, indicando, assim, que ndo existe uma combinagao
ideal entre os dois fatores, quando se avaliou o indice de velocidade de emergéncia.

Segundo Nakagawa (1999), essa variavel baseia-se no principio de que os
lotes que apresentam maior indice de velocidade de emergéncia sdo os mais
vigorosos, ou seja, que ha relagéo direta entre a velocidade e o vigor das sementes.

Verificou-se que n&o ocorreu diferenga significativa entre os diferentes
tempos de contado das sementes com in6culo de A. alternata. Este resultado nos
indica que o tempo de inoculagdo nao interferiu na emergéncia das plantulas de L.
molleoides. Teixeira et al. (2005) em estudo sobre a interagado patégeno hospedeiro
em milho, concluiram que nao houve diferenga entre percentuais de incidéncia de
Acremonium strictum, para os tempos de exposi¢cao avaliados.

Os métodos de superagcdao da dorméncia podem interferir na velocidade
emergéncia das sementes de L. molleoides. Observou-se que a utilizagdo da agua

quente nao proporcionou aumento no indice de velocidade de emergéncia. Porém,
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Alves et al. (2008) constataram que a imersdo em agua quente, bem como em agua
fria, proporciona uma elevada emergéncia de plantulas em Zizyphus joazeiro.

A utilizagdo de GA3 250, por 48 horas, assim como a utilizagdo de do nitrato
de potassio, por 48 horas, acelerou a velocidade de emergéncia das plantulas.
Vieira; Gusmao (2006) concluiram que o tratamento com acido giberélico nas
sementes de Talisia esculenta nao proporcionou aumento na velocidade de
germinagao.

As plantulas apresentavam, inicialmente, manchas necréticas de tamanhos
variados, com secamento das bordas das folhas. Logo apds, evoluindo para grandes
manchas com anel concéntrico e, também, manchas necroticas nos caules. Esses
sintomas foram transferidos para as outras folhas da muda, evoluindo para a morte
da ponteira. Observou-se que o0s sintomas apareceram juntamente com a
emergéncia das plantulas, com diferentes graus de severidade.

Moraes et al. (1983) verificaram que a mancha de alternaria, causada pelo
fungo Alternaria helianthi, € o principal problema fitossanitario do girassol, causando
crestamento em todos os estagios de crescimento. McDonald; Martens (1943)
também relataram que a A. zinniae, quando inoculada em sementes de girassol,
resulta em plantas com sintomas tipicos como pontuacbes necréticas que
coalescem, formando areas extensas de tecido necrosado, provocando crestamento
prematuro da folha, desfolha precoce e morte das plantas, e em outros hospedeiros
infectados. Algumas plantulas apodrecem totalmente e nem mesmo chegam a
emergir e, outras, apés a emergéncia, exibem lesdes nos cotilédones, hipocétilo e
tombamento.

O ataque de Alternaria spp. € favorecido em altas temperaturas concomitante
com alta umidade, de modo que em ambientes mais secos, a doenga ndo se
desenvolve (ZAMBOLIM et al., 2000). Por outro lado, segundo esse autor, as
temperaturas relativamente baixas, com alta umidade relativa, favorecem o
desenvolvimento da Alternaria spp. Portanto, quando o ambiente apresenta alguma
fonte de in6culo de A. alternata, a doenga pode ocorrer em qualquer estagao do ano,
visto que os viveiros florestais apresentam-se sempre umidos, sendo este fator o
determinante para o desenvolvimento de A. alternata.

Nas Figuras 3-9, encontram-se os resultados referentes a avaliacédo da
severidade dos sintomas presentes nas plantulas, quando as sementes foram

inoculadas com A. alternata.
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Verificou-se que ndo ocorreu diferenga significativa entre os diferentes
métodos de superacdo da dorméncia, e esse resultado indica que o método utilizado
para superar a dorméncia nao interferiu no desenvolvimento de A. alternata.

De acordo com os dados da Figura 3, observou-se que a inoculagéo por 24
horas foi suficiente para que A. alternata fosse transferida das sementes para as
mudas de L. molleoides. Verificou-se que 44% das plantulas apresentaram o maior
grau de severidade dos sintomas (grau 6) na Testemunha. Resultados semelhantes
foram verificados quando se utilizou escarificagdo acida por 20 minutos (Figura 4).

Quando utilizou-se agua quente (Figura 5), o tempo de 24 horas de
inoculac&o proporcionou o melhor desenvolvimento de A. alternata. A utilizagdo da
agua quente 70°C, reduziu a incidéncia de alguns patogenos presentes nas
sementes, ou seja, a utilizacdo deste método realiza assepsia da superficie da
semente e, também, contribuiu para o desenvolvimento de A. alternata.

Observou-se na Figura 6, que a inoculagao por 24 horas contribuiu para o
aumento da percentagem de plantulas com o grau maximo de severidade. Quando
se avaliou o tempo de 72 horas de inoculagdo, verificou-se alta percentagem de
plantulas de grau 2 de severidade dos sintomas. Resultado semelhante foi
encontrado quando se utilizou acido giberélico na concentragado de 500 mg.I" por 24
horas (Figura 7).

A utilizag&do de nitrato de potassio por 24 horas (Figura 8), observou-se que a
inoculagéo por 24 horas promoveu um aumento da percentagem de plantulas com o
grau 5 de severidade dos sintomas. Observou-se aumento na percentagem de
plantulas com o grau maximo de severidade dos sintomas, a medida que aumenta o
tempo de inoculagdo. Este resultado também foi encontrado quando se utilizou

nitrato de potassio por 48 horas (Figura 9).
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FIGURA 3 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria
alternata nas plantulas de Lithrea molleoides na testemunha e
diferentes tempos de inoculagao.

Legenda: 1: sem sintomas;

: severidade dos sintomas até 20%;

: severidade dos sintomas de 20 a 40%;

: severidade dos sintomas de 40 a 60%;

: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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FIGURA 4 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria
alternata nas plantulas de Lithrea molleoides submetidas ao
método de superagdo de dorméncia escarificagdao acida por 20
minutos e diferentes tempos de inoculagao.

Legenda: 1: sem sintomas;
2: severidade dos sintomas até 20%;
: severidade dos sintomas de 20 a 40%;
: severidade dos sintomas de 40 a 60%;
: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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FIGURA 5 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria alternata
nas plantulas de Lithrea molleoides submetidas ao método de
superacdo de dorméncia agua quente a 70°C e diferentes tempos
de inoculagao.

Legenda: 1: sem sintomas;
2: severidade dos sintomas até 20%j;
3: severidade dos sintomas de 20 a 40%;
4: severidade dos sintomas de 40 a 60%;
5: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
6: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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FIGURA 6 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria alternata nas
plantulas de Lithrea molleoides submetidas ao método de superagéo de

dorméncia imersdo em &cido giberélico na concentragdo de 250 mg.I

por 48 horas e diferentes tempos de inoculagao.
Legenda: 1: sem sintomas;
2: severidade dos sintomas até 20%;
3: severidade dos sintomas de 20 a 40%;
4: severidade dos sintomas de 40 a 60%;
5: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
6: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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FIGURA 7 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria alternata
nas plantulas de Lithrea molleoides submetidas ao método de
superacdo de dorméncia imersdo em acido giberélico na
concentracdo de 500 mg.I" por 24 horas e diferentes tempos de
inoculacéo.

Legenda: 1: sem sintomas;
2: severidade dos sintomas até 20%;
: severidade dos sintomas de 20 a 40%;
: severidade dos sintomas de 40 a 60%;
: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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FIGURA 8 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria alternata
nas plantulas de Lithrea molleoides submetidas ao método de
superacao de dorméncia imersao em nitrato de potassio por 24 horas
e diferentes tempos de inoculagéo.

Legenda: 1: sem sintomas;
2: severidade dos sintomas até 20%;
: severidade dos sintomas de 20 a 40%;
: severidade dos sintomas de 40 a 60%;
: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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FIGURA 9 Percentagem de plantulas que apresentaram diferentes
graus de severidade dos sintomas causados por Alternaria alternata
nas plantulas de Lithrea molleoides submetidas ao método de
superacdo de dorméncia imersdo em nitrato de potassio por 48
horas e diferentes tempos de inoculagéo.

Legenda: 1: sem sintomas;
2: severidade dos sintomas até 20%;
3: severidade dos sintomas de 20 a 40%;
4: severidade dos sintomas de 40 a 60%;
5: severidade dos sintomas de 60 a 80%;
6: severidade dos sintomas de 80 a 100%.
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4.3.2 Senna macranthera (Manduirana)

Nas Figuras 10A-E, estdo presentes os resultados referentes ao teste de
sanidade de sementes de S. macranthera, quando submetidas a diferentes métodos
de superacdo da dorméncia e tempos de imersdo em solugdo contendo inéculo de
Alternaria alternata.

Além de A. alternata, observou-se a presenca de Aspergillus spp., Penicillium
spp., Cladosporium spp e Rhizoctonia spp., Rhizopus spp., Trichoderma spp.,
Phoma spp., Nigrospora spp., Colletotrichum spp., Paecelomices spp. e Pestalotia
spp. com menor incidéncia, sendo estes agrupados como “outros”.

Na Figura 10A, estdo presentes os dados referentes a Testemunha do teste
de sanidade, onde se verificou que as variaveis analisadas exercem um efeito de
forma cubica (Tabela 12). A. alternata inicia com baixa incidéncia (12%) e no tempo
de 24 horas de inoculagdo, obteve um aumento para 26%, chegando a 62% no
tempo 72 horas. Comportamento semelhante também foi verificado para
Cladosporium spp. que no tempo zero nao foi detectado e obteve um aumento de
72% no tempo 72 horas. Aspergillus spp., Penicillium spp., € os “outros” iniciaram
com incidéncias proximas de 55% e obtiveram uma redugéo para valores préximos
de zero.

Quando se utilizou acido por 15 minutos (Figura 10B), verificou-se que
Penicillium spp. obteve alta incidéncia nos tempo de 24 e 48 horas de inoculagao e,
no tempo de 72 horas, obteve-se uma reducdo na sua percentagem. A. alternata no
tempo zero obteve 8% de incidéncia e no tempo de 72 horas obteve a maxima
percentagem (85%).

Lucca-Filho (1995) afirma que os danos causados pelos géneros Aspergillus
spp. e Penicillium spp. sao variaveis, como: perda de germinagao, descoloragao das
sementes, aumento da taxa de acidos graxos, aquecimento da massa de sementes
e producédo de toxinas.

Na Figura 10C, e possivel observar o crescimento na percentagem de A.
alternata, sendo que, no tempo 72 horas, atingiu 100% de incidéncia e ajustou-se ao
modelo cubico. Penicillium spp. ajustou-se ao modelo quadratico, sendo que nos
tempos de 24 e 48 horas proporcionou 100% de incidéncia e no tempo de 72 horas,

verificou-se a reducao para 20%.
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A utilizagdo de acido giberélico na concentragcado de 250 mg.l, por 48 horas
(Figura 10D), contribuiu para o aumento da incidéncia de A. alternata até o tempo de
48 horas de contato com o inéculo. Observou-se que todas as variaveis analisadas
ajustaram-se ao modelo cubico.

O estudo da associagcdo de fungos com espécies florestais pode fornecer
subsidios para modelos epidemioldgicos, desde o armazenamento de sementes até
a produgao de mudas (SANTOS et al., 2001). Quando utilizou-se nitrato de potassio
por 48 horas (Figura 10E), todas as variaveis analisadas ajustaram-se ao modelo
cubico (Tabela 12). Foi reduzido de 100%, no tempo zero para 24%, no tempo 72
horas. A. alternata apresentou aumento de 100% de incidéncia no tempo de 72
horas de contato com o inoculo. Aspergillus spp. € um fungo tipico apodrecedor de
sementes e, verificou-se que, nas sementes de S. macranthera, iniciou com
percentagem de 38% no tempo zero e foi reduzido para zero de incidéncia no tempo
de 48 horas.
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TABELA 12 Equagbes da analise de regressdo do teste de sanidade das sementes de Senna

macranthera.

Variavel Equacoées R?

Testemunha
Alternaria alternata Y = 10.620571 + 0.1070907X - 0.00463807X> + 0.000049375X> 1,0
Aspergillus spp. Y = 12.429276 - 0.1855698X + 0.00434643X? -0.000031079X> 1,0
Penicillium spp. Y = 12.177914 - 0.1190643X + 0.00267640X? - 0.000018110X> 1,0
Cladosporium spp. Y =10.00 + 0.2009976 X - 0.00693944X° + 0.000066345X> 1,0
“Outros” Y =12.851667 - 0.1881495X + 0.00409838X” - 0.000027349X° 1,0
Escarificagao acida por 15 minutos
Alternaria alternata Y = 10.391414 + 0.3361318X - 0.01269303X> + 0.000121501X° 1,0
Aspergillus spp. Y = 10.197096 + 0.2785334X - 0.00862066X> + 0.000065474X> 1,0
Penicillium spp. Y = 10.904208 + 0.1809107X - 0.00236201X? 1,0
Escarificdo acida por 20 minutos
Alternaria alternata Y =10.000000 + 0.2628303X? - 0.00842246X° + 0.000077376X° 1,0
Aspergillus spp. Y = 10.049509 + 0.0735685X - 0.00171076X> + 0.000011967X° 1,0
Penicillium spp. Y = 11.081312 + 0.1904574X - 0.00263586X> 1,0
GA; 250mg.l por 48 horas
Alternaria alternata Y = 10.00 + 0.2212428X - 0.00347613X° + 0.000012881X> 1,0
Aspergillus spp. Y =10.00 + 0.2212428X°- 0.00347613X> + 0.000012881X° 1,0
Penicillium spp. Y = 14.142136 - 0.0055121X + 0.00034450X” - 0.000004785X° 1,0
KNO; por 48 horas

Alternaria alternata Y =10.000000 + 0.3361769X - 0.01307869X° + 0.000127897X> 1,0
Aspergillus spp. Y = 11.777191 - 0.1203449X + 0.00312196X? - 0.000024907X* 1,0
Penicillium spp. Y = 14.142136 - 0.0597918X? + 0.00323963X” - 0.000041541X> 1,0

Os resultados obtidos no teste de germinacédo de S. macranthera estao
apresentados na Figura 11A e E. Observou-se, na Testemunha (Figura 11A), que no
tempo de 48 horas ocorreu um aumento de 12% na percentagem de plantulas
normais e, no tempo de 72 horas, a percentagem de plantulas normais foi reduzida
para 4%. Esse resultado provavelmente ocorreu devido ao aumento de tempo de
embebicdo, a partir de 48 horas de contato com as sementes, o inéculo de A.
alternata inibiu a germinacgéo.

Machado et al. (2001) relatam que o fungo Phomopsis sojae, quando
inoculado em sementes de soja € extremamente agressivo, ocasionando uma
redugcéo da germinagao para menos de 20%, para as sementes que permaneceram
em contato com in6culo no tempo de 48 horas.

Quando utilizou os métodos de superagao da dorméncia acida por 15

minutos, acido giberélico na concentracdo 250 mg.I” por 48 horas e nitrato de
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potassio por 48 horas, a equagdo ajustou-se ao modelo cubico para todas as
variaveis analisadas (Tabela 13).

Quando se utilizou acido por 15 minutos (Figura 11B), a equagao ajustou-se
ao modelo cubico para todas as variaveis analisadas (Tabela 13). Verificou-se que a
percentagem de plantulas normais foi de 45% no tempo zero, quando as sementes
foram colocadas em contato com a fonte de inoculo de A. alternata, ocorreu reducao
da germinagao, chegando a 22% no tempo de 72 horas de inoculagao.

Verificou-se que, quando se utilizou acido por 20 minutos (Figura 11C),
ocorreu redugao na percentagem de plantulas normais de 52% no tempo zero para
17% no tempo 72 horas, exercendo efeito cubico (Tabela 13). Observou-se
resultados similares, também, quando utilizou-se acido giberélico na concentragéo
de 250 mg.I" por 48 horas (Figura 11D), quando a percentagem de plantulas normais
iniciou com 63% e decresceu para 12%. Esse resultado comprova a agao agressiva
de A. alternata, ocasionando redugdao na germinagdao das sementes de S.
macranthera. A equacao ajustou-se ao modelo cubico para todas as variaveis
analisadas (Tabela 13).

Porém, Moraes; Menten (2006), estudando o efeito de Alternaria spp. na
qualidade fisiolégica de feijao, relataram que os isolados de Alternaria alternata nao
afetaram a germinagao das sementes.

Verificou-se que na utilizagao do nitrato de potassio por 48 horas, a equacéao
ajustou-se ao modelo cubico para todas as variaveis analisadas (Tabela 13).
Observou-se que a utilizagcdo do nitrato de potassio, por 48 horas, também
proporcionou redugédo na porcentagem de plantulas normais nos diferentes tempos
utilizados na inoculagéo de A. alternata nas sementes de S. macranthera. No tempo
de 48 horas, a percentagem de plantulas normais chegou a zero. Este resultado
pode ter ocorrido devido a agao da A. alternata ter sido favorecida pela utilizagéo do
nitrato de potassio.

Quando se correlacionaram os dados do teste de sanidade com sementes
mortas, verificou-se que, no tempo zero de inoculagdo, a Testemunha obteve
correlagdo negativa (r=-0,96) e significativa entre os fungos classificados como
“outros” e sementes mortas. Cherobini et al. (2008) verificaram que as sementes de
Cedrela fissilis apresentaram coeficiente de correlagdo negativa entre os diferentes
fungos presentes nas sementes. Para o método nitrato de potassio por 48 horas,

observou-se correlagéo positiva (r= 1,0) e significativa entre os fungos classificados
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como outros e sementes mortas. Este resultado nos indica que quando utilizou

nitrato de potassio, os fungos classificados como outros podem causar a morte das

sementes.
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FIGURA 11 Graficos representativos das variaveis plantulas normais, comprimento das plantulas
normais, plantulas anormais e sementes duras no teste de germinacdo de sementes de Senna
macranthera submetidas a métodos de superagdo de dorméncia e diferentes tempos de inoculagao:
Testemunha (A); escarificagdo acida por 15 minutos (B); escarificagdo acida por 20 minutos (C);
imersdo em acido giberélico na concentragédo de 250 mg.I" por 48 horas (D); imersdo em nitrato de
potassio por 48 horas (E).

Quando se utilizou a inoculagao no tempo 72 horas, verificou-se correlagao

negativa (r= -0,96) entre sementes mortas e A. alternata. Também observou-se

correlagao negativa (r=-0,97) quando se utilizou acido por 20 minutos. Os resultados
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demonstram que a associagado de fungos em sementes pode nédo ser responsavel

pela reducdo da germinagao, emergéncia de plantas em sementeiras e redugao do

estabelecimento das plantulas no campo.

TABELA 13 Equacgbes da anadlise de regressédo do teste de germinagdo das sementes de Senna

macranthera.
Variavel Equacgoes R?
Testemunha
Plantulas normais Y =10.387843 - 0.0222204X + 0.00163475X? - 0.000018930X> 1,0
Comprimento Y =4.550000 - 0.0291667X 0.78
Plantulas anormais Y =10.490787 - 0.0028161X 0,70
Sementes duras Y = 12.526595 - 0.0672752X + 0.00100351X> 0,96
Sementes mortas Y = 11.196651 + 0.0849290X - 0.00251303X? + 0.000018167X° 1,0
Escarificagao acida por 15 minutos
Plantulas normais Y = 12.400331 - 0.0447452X - 0.00103001X?+ 0.000019175%> 1,0
Comprimento Y = 11.750000 - 0.3246528X - 0.00065104X? + 0.000048225X> 1,0
Plantulas anormais Y = 10.386198 + 0.0357435X - 0.00148862X> + 0.000013789X° 1,0
Sementes duras Y = 10.000000 + 0.1140531X - 0.00365356X> + 0.000029266X° 1,0
Sementes mortas Y = 11.744507 - 0.0741482X + 0.00477809X? - 0.000048924X> 1,0
Escarificdo acida por 20 minutos
Plantulas normais Y = 12.324016 - 0.1101095X + 0.00278798X? - 0.000021536X> 1,0
Comprimento Y = 7.750000 - 0.1927083X + 0.00195313X? 1,0
Plantulas anormais Y =10.367502 + 0.0068412X 0,97
Sementes duras Y = 10.0+ 0.0292928X - 0.00079203X? + 0.000006878X> 1,0
Sementes mortas Y = 11.916708 + 0.0331548X - 0.00038830X> 0,86
GA; 250mg.l por 48 horas
Plantulas normais Y = 12.765993 - 0.0471177X + 0.00081132X? - 0.000008035X> 1,0
Comprimento Y = 8.000000 - 0.1927083X + 0.00325521X? - 0.000018084X> 1,0
Plantulas anormais Y = 10.341904 + 0.0307362X - 0.00107221X? + 0.000008575X> 1,0
Sementes duras Y =10.000000 + 0.0704184X - 0.00287654X> + 0.000029364X° 1,0
Sementes mortas Y = 11.440736 - 0.0453826X + 0.00279910 X* -0.000027014X° 1,0
KNO; por 48 horas

Plantulas normais Y =11.998238 - 0.0638605X + 0.00022630X? + 0.000005382X> 1,0
Comprimento Y = 6.750000 - 0.0868056X - 0.00325521X* + 0.000051239X° 1,0
Plantulas anormais Y = 10.431468 + 0.0272310X - 0.00095892X? + 0.000006909X> 1,0
Sementes duras Y =10.147586 + 0.0548161X - 0.00189095X* + 0.000018215X> 1,0
Sementes mortas Y = 11.981556 - 0.0046480X + 0.00188942X? - 0.000023034X> 1,0
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TABELA 14 Valores médios obtidos no teste de indice de velocidade de emergéncia (IVE) no viveiro
para sementes de Senna macranthera submetidas a diferentes métodos de superagdo de dorméncia
e tempos de inoculagao de Alternaria alternata.

Inoculagao

24 horas 48 horas 72 horas Médias
Testemunha 0,25 0,25 0,00 0,17 C
Escarificagdo acida por 15 min 1,25 6,50 2,00 3,25 AB
Escarificagdo acida por 20 min 5,25 5,50 3,50 475 A
GA; 250/48h 2,00 3,00 3,00 2,67 ABC
KNO3/ 48h 3,25 1,25 1,00 1,83 BC
Médias 2,40 a 3,30 a 1,90 a

* Média seguidas pela mesma letra, maiuscula na coluna e minuscula na linha, nao diferem entre si
pelo Teste de Tukey, a 5% de significancia.

Na Tabela 14 encontram-se os resultados do indice de velocidade de
emergéncia, realizado nas sementes de S. macranthera, quando submetidas a
diferentes métodos de superacdo da dorméncia e tempo de inoculagdo. Observou-
se que nao ocorreu interagdo significativa entre métodos de superagdo da
dorméncia e os diferentes tempos de inoculagao.

No tempo de 72 horas, houve uma redugdo na velocidade de emergéncia
(1,90). Esta reducgéo pode ter ocorrido devido ao favorecimento do desenvolvimento
de A. alternata, que é saprofito e causa redugdo da germinagéo das sementes da
espécie em estudo.

Verificou-se que a utilizagcdo da escarificdo acida por 20 minutos incrementou
a velocidade de emergéncia (4,75). Provavelmente, este procedimento rompeu mais
rapidamente o tegumento, facilitando a absor¢do de agua acelerando assim, a
germinagao e a velocidade de emergéncia.

Silva et al. (2007) constataram que o uso da escarificdo acida em sementes
de Erythryna velutina nao contribui para acelerar o indice de velocidade de
emergéncia.

Os resultados dos valores médios dos graus de severidade dos sintomas
causados por A. alternata nas mudas de S. macranthera, quando submetidas a
diferentes métodos de superagao da dorméncia, estdo presentes na Figura 6A e 6E.
Verificou-se que ndo ocorreu interacao significativa entre métodos de superacao da

dorméncia e os diferentes tempos de inoculacéo.
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Os sintomas apresentavam-se, inicialmente, como pequenas manchas de
coloragao marrom e diferentes formatos nos cotilédones. Logo apéds, esses sintomas
evoluiram rapidamente para manchas necroticas nos cotilédones e no caule.

Araujo (2008) quando inoculou A. alternata em sementes de Myracrodruon
urundeuva, identificou sintomas de doencas caracterizadas por manchas necréticas
escuras, com dimensdes de 1 a 3 mm de didmetro.

Na Testemunha (Figura 12) obteve-se alta percentagem de plantulas com o
grau de severidade maximo, quando o tempo de contato das sementes com a fonte
de in6culo foi de 24 e 72 horas. Quando utilizou-se o tempo de 48 horas de
inoculacdo, a percentagem de plantulas com grau cinco de severidade dos sintomas
foi alta. Este resultado pode ter ocorrido devido a emergéncia da espécie em estudo
ser lenta e desuniforme, contribuindo, assim, para o maior tempo de contato das
sementes com A. alternata, facilitando a agdo do fungo.

Nas sementes submetidas a escarificagdo acida por 15 minutos (Figura 13),
observou-se que a inoculagdo, por 48 horas, proporcionou alta percentagem de
plantulas com sintomas de grau de cinco e seis de severidade. Também foi
verificada elevada percentagem de plantulas com grau cinco de sintomas no tempo
de 72 horas. Este resultado pode ter sido ocasionado pela emergéncia desuniforme
da espécie.

A utilizagdo do acido por 20 minutos (Figura 14) a inoculagéo por 24 horas,
proporcionaram alta porcentagem de plantulas sem sintomas. Este resultado pode
ter ocorrido devido ao indice de velocidade de emergéncia ter sido relativamente alto
(5,25), reduzindo o tempo de contato da semente com o fungo, ou o tempo de
contato das sementes com A. alternata foi insuficiente para que o fungo se
estabelecesse. Quando se utilizou inoculagdo por 72 horas, observou-se alta
percentagem de plantulas com sintomas de grau cinco e seis. Este resultado pode
ter sido proporcionado pela maior agcdo de A. alternata nas sementes de S.
macranthera. Assim, as sementes quando imersas na suspensado de esporos,
absorveu parte da agua, facilitando o aumento da incidéncia de A. alternata.

Segundo Santos; Parisi (2004) ha poucos trabalhos que relacionam os
microorganismos que ocorrem nas sementes com seu efeito sobre a germinagao e o
desenvolvimento das plantas.

Na avaliacdo das sementes submetidas ao acido giberélico na concentragéo

de 250 mg.I" por 48 horas e imersao por 24 e 48 horas na suspensao de esporos
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(Figura 15 e 16), observou-se alta percentagem de plantulas com grau de
severidade dos sintomas entre cinco e seis. A. alternata, provavelmente, foi
favorecida pela agdo do acido giberélico. Porém, quando as sementes foram
inoculadas por 72 horas, observou-se alta percentagem de plantulas com auséncia
de sintomas. Provavelmente, as unidades formadoras de colénia de A. alternata
foram reduzidas, devido ao tempo de imersdo em agua, provocando a morte das
mesmas.

De acordo com os dados observados de ocorréncia de mancha necrética em
cotilédones das plantulas inoculadas com A. alternata nas sementes tém-se, entéo,
um indicativo de que esta espécie fungica pode ser transmitida por sementes de S.
macranthera.

Observou-se na Figura 16, que a utilizacdo do nitrato de potassio por 48
horas favoreceu a acao de A. alternata, visto que, para qualquer tempo de contato,
foi verificado que a severidade dos sintomas ocorreu entre cinco e seis. A utilizagéo
do nitrato de potassio pode ter provocado alteracdo no pH da superficie da semente

de S. macranthera, favorecendo o desenvolvimento da A. alternata.
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4.4 CONCLUSOES

— A utilizagdo dos métodos de superagao da dorméncia, e os diferentes tempos
de imersao na suspensdo de esporos, proporcionaram condicdées para uma
maior ou menor infec¢ao das plantulas por A. alternata.

— Os resultados deste trabalho confirmam a transmisséo de A. alternata por
sementes para as espécies em estudo.

— O percentual de A. alternata associado as sementes das espécies em estudo
elevou-se até o tempo de 48 horas de inoculagao.

— A inoculacdo de A. alternata nas sementes em estudo afetou diretamente o
indice de velocidade de emergéncia e o estabelecimento das plantulas no

viveiro.
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APENDICE 1 Plantulas normais de Lithrea Molleoides do teste de germinagdo (A); teste de
Envelhecimento acelerado de Senna macranthera (B); plantulas anormais de Senna macranthera
ocasionada pelo ataque de insetos (C); teste de germinagcédo de Senna macranthera (D); plantulas
anormais de Senna macranthera (E); teste de condutividade elétrica (F).
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APENDICE 2 Teste de tetrazdlio em Senna macranthera; Semente intermediaria (A); Semente viavel
(B); Semente Viavel (C); Semente inviavel (D); Semente inviavel (E); Semente inviavel (F).
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APENDICE 3 Plantulas com sintomas de Alternaria alternata: L. molleoides com sintomas de
Alternaria alternata (A); teste de patogenicidade em mudas de L. molleoides (B); S. macranthera com
sintomas de Alternaria alternata (C); teste de patogenicidade em mudas de S. macranthera (D);
Alternaria alternata (E e F).




