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RESUMO
Dissertacdao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacao em Engenharia Florestal
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QUALIDADE FISIOLOGICA E SANITARIA DE SEMENTES DE CEDRO E
PATOGENICIDADE DE Rhizoctonia spp.
AUTORA: MARILIA LAZAROTTO
ORIENTADORA: MARLOVE FATIMA BRIAO MUNIZ
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 24 de fevereiro de 2010.

O cedro (Cedrela fissilis) ¢ uma espécie florestal nativa, cuja populacdo foi reduzida
em fungdo da extracdo de sua madeira. A preocupacdo com sua extin¢gdo vém favorecendo
pesquisas relacionadas a perpetuacdo da espécie, dentre estas, aquelas envolvendo a qualidade
de suas sementes. Porém, pouco se sabe sobre patdgenos que podem estar contribuindo para a
baixa germinacdo de sementes, ou para problemas futuros em individuos ja estabelecidos.
Diante disto, este trabalho tem como objetivo geral avaliar a qualidade fisiolégica e sanitaria
de sementes de cedro, procedentes de diferentes localidades dos estados do sul do Brasil.
Avaliou-se o vigor destas sementes, através de diferentes testes; a qualidade sanitdria, por dois
métodos de deteccao e teste de transmissao; a patogenicidade de fungos isolados de sementes;
e o efeito de diferentes tratamentos. Os testes de vigor demonstraram que as sementes
possuiam diferentes potenciais fisioldgicos, dependendo da procedéncia. Ambos os testes de
deteccdo utilizados, foram eficientes para a maioria dos fungos associados as sementes de
cedro. Alguns fungos ocorreram em altas incidéncias, em ambos os testes: Penicillium sp.,
Pestalotia sp., Phomopsis sp. € Rhizoctonia sp., sendo este e Fusarium sp., 0s Unicos
transmitidos via sementes. A patogenicidade, realizada com isolados de Rhizoctonia sp.
identificou um isolado patogénico, provocando apodrecimento de raizes e colo, e posterior
tombamento. Os tratamentos de sementes com extrato de alho (Allium sativum) e tratamento
fisico (estufa a 70°C por 48 horas) sdo promissores para a redu¢do da incidéncia de fungos ou
mesmo erradicacdo de alguns deles, respectivamente. Tratamentos com sementes inoculadas e
nao-inoculadas com Rhizoctonia sp. demonstraram que a combinac¢do de produto bioldgico, a
base de Trichoderma spp. (Agrotrich Plus®), mais um fungicida protetor (Captan) € eficiente
para reducdo de patégenos, incluindo aquele inoculado nas sementes.

Palavras-chave: sementes florestais; patogenicidade; Rhizoctonia spp., tratamentos.



ABSTRACT
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The native forest specie Cedrela fissilis Vell. had its population reduced because of the
extraction of its wood. The worry of its extinction has been favoring researches related with
the specie perpetuation, including those which involve seeds quality. However, there is little
knowledge about the pathogens which could contribute to the low germination or other
problems in adult individuals. This research has the objective to evaluate the physiological
and sanitary quality of C. fissilis seeds, from different places of the south of Brazil. The vigor
was evaluated with different tests, the sanitary with two methods of detection and
transmission of fungi by seeds, pathogenicity of fungi isolated from the seeds and seeds
treatment. The vigor tests showed that the seeds from different places had different
physiological potentials. Both of detection methods were efficient to identify the most of the
fungi found in the seeds. Some of the fungi were identified on high incidences and in both
tests: Penicillium sp., Pestalotia sp., Phomopsis sp. and Rhizoctonia sp. This last one and
Fusarium sp. were transmitted by seeds. One of the Rhizoctonia sp. isolates was pathogenic,
causing roots rotting, and damping-off. The seeds treatment with garlic extract (Allium
sativum) and physical treatment (70°C for 48 hours) could be use to reduce the fungi
incidence or to eliminate these, respectively. For the treatment of inoculated and non-
inoculated seeds with Rhizoctonia sp., the combination of biological (Thichoderma spp.) and
chemic treatments was efficient to reduce the incidence of most of fungi, including that which
was inoculated in the seeds.

Key-words: forest seeds; pathogenicity; Rhizoctonia spp.; treatments.
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1 INTRODUCAO

O programa de reflorestamento brasileiro se baseia, em grande parte, em espécies
exodticas pertencentes aos géneros Pinus, Eucalyptus e Acacia, principalmente. Assim, ha
pouca informacgdo referente as espécies florestais nativas. As espécies de maior valor estdo
sendo rapidamente eliminadas ou drasticamente reduzidas por métodos de exploracdo, sendo
dada pouca atencdo a sua perpetuacdo; além disso, pouco se sabe sobre suas caracteristicas,
tais como fenologia, fertilizacdo, colheita e armazenamento de sementes.

A utilizacdo de sementes sadias para a producdo de mudas de espécies florestais
nativas € essencial para que se tenha uma boa produtividade das mudas, além do que,
sementes infestadas por patégenos, podem ser responsdveis pela disseminacdo destes
organismos em dreas ainda isentas de doencas. Para Menten (1991), a interferéncia dos
patégenos associados as sementes pode promover a reducdo da populacdo de plantas, a
debilitacdo das mesmas e o desenvolvimento de epidemias.

Os patdgenos podem contaminar as sementes apenas superficialmente ou, colonizando
os tecidos internos. Se os patdgenos estiverem associados internamente, a chance de
transmissdo as plantulas é mais efetiva, porém, se a contaminagdo for externa, os danos serdao
nas fases inicias do processo de germinagdo (NEERGAARD, 1979). Para diminuir ou mesmo
erradicar estes organismos patogénicos presentes nas sementes, pode ser necessario e viavel a
utilizagcdo de tratamentos, como ja € estabelecido para a maioria das culturas agricolas do pais.

Muitos dos fungos encontrados em sementes florestais sdo conhecidos por causar
doencas em espécies agricolas, ou mesmo em outras espécies florestais. O conhecimento dos
organismos patogénicos encontrados nas sementes € apenas o principio para o controle de sua
livre disseminacdo. Além desta etapa, ainda faz-se necessdrio identificar sua transmissao
através da semente e, em caso positivo, verificar se algum destes organismos é capaz de
causar doencas em plantulas ou mudas. Apesar de estas etapas serem extremamente
importantes, a maior parte dos trabalhos com sementes de espécies florestais nativas se
restringe apenas a primeira etapa do processo.

O controle de micro-organismos em sementes de espécies florestais é o passo seguinte
depois do conhecimento aprofundado dos patdgenos presentes nas sementes. Desta forma,
pode-se recomendar aqueles tratamentos especificos para organismos conhecidos por causar
danos na espécie estudada. Segundo Bettiol e Ghini (2003), a protecdo de plantas com

métodos convencionais, isto €, por meio de produtos quimicos, apresenta caracteristicas muito
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atraentes, como a simplicidade, a previsibilidade e a necessidade de pouco entendimento dos
processos bdsicos do agrossistema para a sua aplicacdo. Contudo, para 0s mesmos autores o
uso intensivo destes produtos sintéticos tem promovido diversos problemas de ordem
ambiental como contaminagdo do solo, da 4dgua, de animais, intoxicacdes de aplicadores,
resisténcia do patdgeno, desequilibrio biolégico e a eliminagdo de organismos benéficos.
Grigoletti Junior et al (2001) enfatizam que a integracdo de diferentes métodos de controle de
doencas aumenta a chance de sucesso de erradicacdo de patdgenos, mais do que a utilizagdo
de um unico método isoladamente.

Para sementes florestais, especialmente as nativas, pouco se sabe sobre técnicas de
controle de patégenos. Resende et al (2008), recomenda alguns cuidados para evitar a
ocorréncia de doencas em viveiros florestais como a utilizagdo de sementes ou material
propagativo sadio, vistorias periddicas e caso necessario, manejo integrado de doencas
incluindo resisténcia genética, controle cultural, fisico, biolégico e quimico.

O cedro (Cedrela fissilis Vell.) € uma espécie florestal nativa de grande importancia,
produtora de madeira de alta qualidade que vem sendo dizimada pela exploracio extrativista,
em conseqiiéncia da demanda de mercado por madeiras nobres (CORVELLO et al., 1999). E
uma espécie considerada madeira de lei, de grande valor econdmico, entretanto, em crescente
risco de extingdo, o que causa, além de preocupacdes, a necessidade de se estabelecerem
plantios e exploracdes racionais. Portanto, é de suma importincia o estudo da conservacao de
suas sementes, uma vez que sua producdo ocorre de forma irregular (FIGLIOLIA et al,
1986/88).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a qualidade
fisiolégica e sanitdria de sementes de cedro (Cedrela fissilis), procedentes de diferentes
localidades dos estados do sul do Brasil. Como objetivos especificos buscaram-se: avaliar a
qualidade fisiolégica de sementes de cedro, procedentes de diferentes localidades, através de
diferentes testes de vigor; avaliar a sanidade das sementes de cedro através de diferentes
métodos; avaliar a possivel transmissdo de fungos associados as sementes de cedro para as
plantulas; avaliar a patogenicidade de fungos associados as sementes de cedro; e avaliar
diferentes tratamentos nas sementes de cedro para controle de patdgenos identificados no teste

de transmissdo e patogenicidade.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cedrela fissilis Vell

O cedro (Cedrela fissilis Vell.), pertencente a familia Meliaceae, € uma arvore de 20 a
35 metros de altura e tronco de 60 a 90 cm de diametro que ocorre desde o Rio Grande do Sul
até Minas Gerais, nas florestas semidecidua e pluvial atlantica (LORENZI, 1992). Espécie
rara, que se desenvolve no interior da floresta primdria, regenerando-se principalmente em
clareiras com dreas menores que 60 m2? mas € agressiva na vegetacdo secundaria
(CARVALHO, 1994). Ainda, segundo o mesmo autor, entre as madeiras leves, o cedro € a que
possibilita o uso mais diversificado, superado somente pela madeira de Araucaria
angustifolia. E uma espécie florestal de dispersdo ampla, em toda a Regido Sul e Sudeste do
Brasil. Considerada uma drvore de bom crescimento, produz madeira de excelente qualidade e
tem sido intensamente explorada pelos madeireiros (REITZ et al., 1983).

Suas sementes sao classificadas como ortodoxas, isto €, podem ser armazenadas por
longos periodos sob temperatura e umidade baixas, ndo possuem dorméncia e a germinacao
em laboratério ocorre em torno de 15 dias (WIELEWICKI et al., 2006).

A alta qualidade e o alto valor comercial da madeira de Cedrela fissilis a torna alvo do
extrativismo e da exploracdo indiscriminada, mesmo nos dias atuais, acarretando em
derrubadas desproporcionais nas formagdes vegetais onde ocorre naturalmente (RUIZ FILHO
et al., 2004). A madeira de cedro ¢é classificada como leve, com densidade de
aproximadamente 0,55 g/m3, possibilitando seu uso para fins variados como construcdo civil e
compensados, sendo amplamente utilizada para fins ornamentais, ambientais, apicola e
também como lenha (CARVALHO, 1994).

Nas matas, as darvores de cedro ocorrem como individuos esparsos, com suas copas
alcangando o dossel da floresta. Ja em florestas secunddrias, a espécie se apresenta em maior
densidade (SMITH; EARLE, 1960), devido a alta regeneragcdo, sendo possivel encontrar
individuos ainda juvenis. Carvalho (1994) considera ser esta baixa densidade uma estratégia
evolutiva da espécie, ja que, quando plantada em maior densidade, esta € atacada pela broca
do cedro, Hypsipyla grandella Zeller (Lepdoptera: Pyralidae).

Segundo Guariz (2006), a espécie apresenta alta plasticidade dentro dos gradientes de
luz, sendo indicada para plantios sob intensidades luminosas reduzidas e também sob céu

aberto, comportando-se bem em ambas as situacdes, assim pode ser considerada uma espécie



20

apta para sistemas de enriquecimento florestal ou de recuperacdo de dreas degradadas.

Em dareas de floresta perturbada e dreas abandonadas, a regeneracao € bastante efetiva,
resultando em alta densidade de individuos. No entanto, segundo Chaplin (1980), estas
populacdes devem estar geneticamente degradadas e em condi¢Oes precdrias, sob continua
ameaca de exploracdo ou de mudancgas no uso da terra.

Por ser uma espécie que ocorre em baixas densidades, ¢ vista com grande interesse
como espécie indicadora para a defini¢do de dreas de reserva genética, por necessitar de
grandes dreas para a sua conservacao, possibilitando a conservacdo de espécies que ocorram
em maior densidade (KAGEYAMA; GANDARA, 1993).

Para Caldas (2006), C. fissilis esta entre as espécies prioritarias para a implantacio de
pomares de sementes, tanto para producdo de sementes para restauragdo ambiental como
exploracdo econdmica, ja que esta ocorre em trés importantes biomas do Brasil: Cerrado,
Mata Atlantica e Pantanal.

No Paraguai, C. fissilis é considerada uma espécie em perigo de exting¢do, pela intensa
e irracional exploragdo (PINAZZO, 1992). Num ambito maior, FAO (1986) acrescenta que a
espécie esta sob severa erosao genética devido a perda de muitas populacdes e individuos.

Apesar das espécies florestais nativas ndo serem o enfoque da maior parte dos
trabalhos relacionados a fitossanidade, ja existem alguns relatos de patdgenos atacando a
espécie. Ferreira (1989) cita o fungo Phyllachora balansae como um causador de danos em
folhas de C. fissilis, este produz frutificacdes estromdticas negras, principalmente na parte
superior do limbo, sendo os ascOsporos deste fungo, unicelulares e hialinos. O dano
ocasionado pelo fungo pode causar desfolha quase total em mudas. O mesmo autor relata que
o fungo causador da mancha da folha de mogno, espécie florestal pertencente a familia
Meliaceae, Cilindrocladium crotolariae (fase conidial de Calonectria crotolariae), também

foi patogénico para cedro quando inoculado em folhas de mudas desta espécie.

2.2 Sementes florestais

Segundo Davide e Silva (2008), as sementes sdo responsaveis pelas novas geragdes
das plantas superiores e, além disso, t€ém fun¢do na dispersdo e perpetuaciao das espécies. O
principio da boa muda comeca em sementes de qualidade. Todavia, segundo os mesmos
autores citados anteriormente, a maioria dos programas de implantacao de florestas nativas no
Brasil ndo dispensam grande aten¢do a qualidade das sementes, principalmente no sentido de

representacdo de uma populacao da espécie em questao.
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O processo de ocupagdo do territdrio brasileiro gerou grandes perdas do ponto de vista
ambiental e, essencialmente florestal, como a reducdo da variabilidade genética,
consequentemente colocando em risco a extin¢do de um grande niimero de espécies florestais
nativas. Desta forma, a producdo de sementes de espécies florestais ganhou grande
importancia para a formacao de mudas a serem utilizadas em programa de reposicao florestal,
reflorestamento, recuperacdo de dreas degradadas, arborizacdo urbana e a preservacdo das
espécies florestais nativas em extingdo, entre outras atividades, que necessitam deste insumo
(VIEIRA et al., 2001).

Nas espécies que se reproduzem sexualmente, como a maioria das espécies florestais,
Bino et al. (1998) relataram que a semente € o material primario de propagagao e o sucesso no
controle de sua qualidade € a base para uma maior produtividade, sendo que esta qualidade

deve ser monitorada em todas as fases do processo de producdo.

2.2.1 Qualidade fisiol6gica de sementes florestais

O teste de germinacdo, além de servir como base para a comparacdo entre lotes de
sementes para a comercializacdo e para a determinagcdo da densidade de semeadura, tem a
vantagem de ser altamente padronizado e de uso generalizado na avaliacdo da qualidade
fisiolégica da semente (BIANCHETTI, 1981).

Segundo Mackay (1972), os resultados do teste de germinagado indicam a porcentagem
de sementes puras que irdo produzir plantulas capazes de desenvolver-se em plantas adultas,
quando germinadas sob condi¢des Otimas de substrato, de umidade e de temperatura
adequadas, assegurando, com isso, resultados reproduziveis.

Nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992) existem metodologias
definidas para a conducdo do teste de germinacdo de um grande ndmero de espécies
cultivadas, especialmente as agricolas, no entanto, as espécies florestais nativas ainda sdo
pouco pesquisadas, representando menos de 0,1% (OLIVEIRA et al., 1989).

Carneiro (1975), relata que a maioria das espécies florestais germinam a temperatura
entre 20° e 30°C. O substrato usado varia com a espécie, sendo que os principais sdo: pano,
papel, areia, vermiculita, dentre outros.

Os testes de vigor sdo instrumentos importantes, como adjuntos ao teste de
germinagdo na pesquisa sobre qualidade de sementes (HAMPTON; COOLBEAR, 1990).
Estes tém se constituido em ferramentas de uso cada vez mais rotineiro para a determinagdo

da qualidade fisioldgica pela inddstria de sementes (MARCOS FILHO, 1999). Para este
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mesmo autor, o objetivo principal dos testes de vigor € o de avaliar diferencas significativas
na qualidade fisiolégica de lotes com germinacdo semelhante, complementando as
informacdes fornecidas pelo teste de germinagao.

Dentre os testes de vigor mais amplamente utilizados estd a comparagdo da
porcentagem de plantulas normais na primeira contagem do teste de germinacdo que
possibilita determinar o vigor relativo entre lotes de sementes (NAKAGAWA, 1999).

O vigor das sementes também tem sido avaliado através do teste de envelhecimento
acelerado em camara, sendo este um dos mais utilizados pela maioria dos pesquisadores
(MELLO; TILLMANN, 1987).

Estudos sobre deterioracao de sementes, sob condi¢des de armazenamento, demandam
longo tempo, podendo ser este substituido pelo envelhecimento acelerado, através do uso de
camara de envelhecimento a altas temperaturas (BORGES et al., 1990). Para Marcos Filho
(1999), amostras com baixo vigor apresentam maior queda de sua viabilidade quando
expostas as condi¢des do teste de envelhecimento acelerado, ja as amostras com maior vigor
sdo menos afetadas em sua capacidade de produzir plantulas normais.

Existem ainda os testes de vigor que se baseiam no desempenho de plantulas, tanto os
realizados em condi¢des de laboratério, sob condi¢des controladas, quanto aqueles realizados
em condi¢des de campo (NAKAGAWA, 1999). Dentre os testes realizados a campo estd a
emergéncia de plantulas, comprimento, peso de matéria verde e peso de matéria seca.

A determinacdo do comprimento médio das plantulas normais ou das partes destas e
do peso da matéria seca da plantula é realizada, a fim de determinar amostras mais vigorosas,
considerando que as que apresentam maiores valores médios para estas varidveis sdo as de

maior vigor (NAKAGAWA, 1999).

2.2.2 Qualidade sanitaria de sementes

As sementes sdo atacadas por patdégenos, tanto no campo como nas operagdes
subseqiientes - colheita, secagem e beneficiamento — afetando a sua qualidade, reduzindo a
sua capacidade germinativa, e causando tombamento de plantulas recém emergidas
(CARNEIRO, 1990).

Segundo Ferreira (1989), a contaminacdo das sementes e frutos de esséncias florestais
pode ocorrer predominantemente no solo onde s@o colonizados por diversos fungos, incluindo
saprofitas e parasitas facultativos que tém vida saprofitica no solo ou na matéria organica, tais

como: Alternaria sp., Cylindrocladium sp., Fusarium sp., Phoma sp., Phomopsis sp., Pythium
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sp., Rhizoctonia sp. e Trichoderma sp., dentre outros. Quando as sementes e frutos sio
levados para o beneficiamento e/ou armazenamento, os fungos sdo disseminados para as
sementes sadias.

Para identificar fungos em sementes, existem alguns métodos de deteccdo mais
comumente utilizados, tais como o método do papel-filtro ou “blotter test” e métodos que
utilizam meios de cultura. Os meios de cultura podem ser muito variados, mas necessitam de
uma fonte de carbono, que pode ser a glicose, nitrogénio além de outros elementos em menor
quantidade, tais como potdssio, foésforo, enxofre, ferro, magnésio, zinco, manganés e
vitaminas (ZAUZA et al., 2007). O teste em papel-filtro € apropriado para as infec¢des
acompanhadas por hifas, frutificacdes ou por esporos, sendo eficaz para detectar a maioria de
fungos veiculados por sementes (GASPAROTTO et al., 2009). A identificacdo é baseada na
morfologia flngica desenvolvida durante a incubacdo no papel-filtro (AGARWAL;
SINCLAIR, 1987). Entre os meios de cultura mais utilizados para a detec¢dao de fungos em
sementes florestais estd o meio BDA — Batata Dextrose-Agar (SANTOS et al., 2001;
SANTOS et al., 1997; MEDEIROS et al., 1992).

Lucca Filho (1991) cita que, para que um método de andlise de sanidade de sementes
possa ser considerado satisfatorio, ele deve ser econdmico no uso do material e equipamento,
ser rapido, oferecer seguranca e resultados em curto periodo de tempo. Além disso, seus
resultados devem ser reproduziveis por outros laboratérios dentro de limites estatisticos.

A associagdo de fungos a sementes de espécies florestais ja havia sido mencionada em
trabalhos de Gibson (1957), quando o autor verificou a ocorréncia de Mucor sp., Aspergillus
sp. € Trichoderma sp. em sementes de Pinus patula Mor. Entretanto, segundo Santos et al.
(2000), a transmissdo de fungos via semente para a plantula ainda é pouco estudada na area
florestal, os trabalhos se resumem a testes de detec¢do em sementes, sem a preocupacdo de
verificar se estes sdo patdgenos e se sao capazes de desenvolver uma doenca na planta adulta.
Em geral, a maior parte dos trabalhos sobre disseminagdo de patégenos de espécies florestais
foi realizada na India, Canadd, Estados Unidos e Africa, sendo as coniferas, as espécies mais
estudadas.

Os organismos fitopatogénicos, de uma forma geral, podem ser transportados pelas
sementes, embora a transmissdo de indmeros deles, por esse meio, ndo seja totalmente
conhecida (ARAUJ O, 2008). Dessa maneira, ¢ importante conhecer a dindmica de
transmissdo de patégenos por sementes, ja que estes apresentam diferentes formas de estar
veiculados em um lote (MACHADO, 2000).

A semente estd infectada quando as estruturas do patdgeno estdo localizadas no
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interior de seus tecidos, na superficie e quando aderidas a mesma (MUNIZ; PORTO, 1999). O
patégeno pode estar presente na forma de esporos, micélio ou mesmo estruturas de resisténcia
como os esclerodios (NEERGAARD, 1979). Se a transmissdo do patégeno pela semente for
eficiente, a planta desenvolverd a doenca, o que poderd acarretar em problemas na muda, ou
mesmo morte desta.

Apesar dos trabalhos com transmissao de fungos, através de sementes em espécies
florestais serem raros, pode-se verificar alguns exemplos, tais como o estudo da transmissao
de fungos por semente de ipé-amarelo (Tabebuia serratifolia) e ipé-roxo (Tabebuia
impetiginosa) desenvolvido por Botelho et al. (2008); transmissdo de fungos da semente para
plantula em amendoim-bravo (Pterogyne nitens), desenvolvido por Nascimento et al. (2006);
e transmissdo através de sementes de sabid (Mimosa caesalpiniaefolia) realizado por Mendes
et al. (2005), sendo que, neste dois tltimos estudos, a transmissdo foi negativa.

De modo geral, vérios danos podem ser provocados por patégenos, associados as
sementes. Dentre eles, morte em pré-emergéncia, podridao radicular, tombamento de mudas,
manchas necréticas em folhas, caules, deformacdes como hipertrofias e subdesenvolvimento,
descoloragdo de tecidos e infeccdes latentes (NEERGAARD, 1979).

Para verificar se um patégeno, presente nas sementes ou outras partes da planta, é
mesmo um agente causal de uma doenga na espécie hospedeira em questio, é necessdrio a
realizacdo de testes de patogenicidade, os quais sdo métodos rapidos e relativamente féceis,
podendo ser desenvolvidos sem necessidade de equipamentos sofisticados, levando a
diagndsticos e medidas de controle mais rdpidas (NECHET; ABREU, 2002).

O estabelecimento da relac@o causal entre uma doenca e um micro-organismo sé pode
ser confirmado apds o cumprimento de uma série de etapas, conhecidas por Postulados de
Koch, desenvolvidos por Robert Koch, em 1887, para patégenos humanos e adaptados
posteriormente para fitopatologia, constituindo o teste de patogenicidade. As etapas para o
cumprimento dos postulados, citados anteriormente, sio as seguintes: a) associagdo do
sintoma na planta a um patdégeno em particular; b) isolamento do patégeno de parte da planta
doente para ser multiplicado artificialmente; c) inoculacio do patégeno isolado em uma planta
sadia, que deve apresentar 0 mesmo sintoma observado anteriormente; e d) reisolamento do

patégeno (AGRIOS, 2005).

2.3 Tratamento de sementes florestais

O tratamento das sementes, tanto quimico como biolégico, produz uma zona protetora
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ao redor das sementes e das raizes das plantulas, o que dificulta ou impede a entrada do
patégeno (DHINGRA et al.,, 1980). Em testes de sanidade realizados com sementes de
espécies florestais nativas e exoticas, provenientes de diversos locais do Brasil, Carneiro
(1987) relatou que os seguintes géneros de fungos foram detectados e apontados como
patégenos potenciais: Alternaria, Botryodiplodia, Curvularia, Fusarium, Pestalotia, Phoma,
Phomopsis e Rhizoctonia.

Mesmo as sementes sadias, plantadas em substrato ndo tratado, ndo garantem que a
plantula serd sadia jd que o solo pode estar infestado de patégenos que provocam
apodrecimento de sementes, morte das plantulas em pré-emergéncia ou pds-emergéncia
(SANTOS et al.,, 2000). Apesar da importancia de se utilizar sementes sadias para a
consequente produ¢do de mudas sadias, as informacdes sobre o tratamento de sementes
florestais sdao escassas (CASTELLANTI et al., 1996).

De acordo com Resende et al. (2008), em viveiros florestais, ¢ comum o aparecimento
de doencas causadas por fungos, sendo estes os responsaveis em 90% das ocorréncias. Dentre
eles, t€ém-se os fungos habitantes do solo que causam tombamento de mudas, ou “damping-
off”, podriddes de raizes e fungos agentes de manchas foliares. No entanto, segundo os
mesmos autores, o aparecimento destes organismos depende de um ambiente com
temperatura e umidade favordvel e de uma fonte de contaminagdo, que pode ser o solo, a
agua, 0s equipamentos, ou mesmo, as sementes.

Para evitar a disseminacdo de doencas, € imprescindivel que se utilize sementes, ou
outro material propagativo, sadio. Para isto, podem-se empregar alguns tratamentos para a
reducdo de micro-organismos associados as mesmas, tais como tratamento quimico,
bioldgico, fisico ou a utilizacdo de extratos vegetais com propriedades antiftingicas.

O emprego de fungicidas para tratamento de sementes ¢ bem definido para culturas
agricolas comerciais a exemplo da soja (PEREIRA et al., 1993), porém para espécies
florestais existem poucos trabalhos utilizando produtos quimicos tais como de Pissinin et al.
(2008) com sementes de acdcia-negra (Acacia mearnsii); Silva et al. (2003) com sementes de
paineira - Chorisia speciosa (Ceiba speciosa); e Castellani et al. (1996) com sementes de
pata-de-vaca (Bauhinia variegata).

Um dos métodos considerados como tratamento fisico é o uso de termoterapia em
orgdos de propagacdo. Para Ghini e Bettiol (1995), o principio bésico desta técnica € eliminar
0 patégeno com determinadas relacdes tempo-temperatura que ndo prejudiquem
significativamente o material vegetal. A termoterapia pode ser aplicada via calor imido (dgua

quente ou vapor) ou calor seco. Este dltimo apresenta menor capacidade térmica ou troca de
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calor com a via imida, requerendo, portanto, maior tempo de exposicdo (SILVA et al., 2002).
Apesar de ser simples e acessivel, pode causar danos nas sementes, mas bem menores do que
o calor umido, j4 que nao ha o rompimento do tegumento ou extravasamento de substincias
das sementes, comum na embebicao em dgua quente e vapor arejado (MENTEN, 1991).

A preocupagdo com 0s riscos ao meio ambiente e a saide humana, tem incentivado a
pesquisa de métodos alternativos de controle de fitopatégenos. Neste contexto, o controle
alternativo pelo uso de extratos de plantas medicinais e o controle bioldgico tém demonstrado
resultados eficientes no controle de patdgenos transmitidos por sementes (MISSIO et al.,
2003).

O tratamento de sementes com micro-organismos antagonicos, também chamado de
microbiolizagcao de sementes, pode proporcionar controle de patogenos habitantes da
superficie das sementes e de patégenos veiculados pelo solo (BETTIOL; GHINI, 1995).
Segundo os mesmos autores, existem alguns fungos ja conhecidos para o controle biolégico
em sementes: Aspergillus spp., Chaetomium spp., Gliocladium spp. e Trichoderma spp.

A utilizagdo de produtos naturais extraidos de vegetais poderd, eventualmente,
constituir-se como uma alternativa para o controle de patdgenos associados a sementes, com a
vantagem de reducdo de gastos para o produtor e auséncia de impacto ambiental causado
pelos agroquimicos (COUTINHO et al, 1999). Schawan-Estrada et al. (2000), ressaltam que
trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou 6leo essencial, de diversas plantas medicinais,
tém indicado o potencial destas no controle de fitopatégenos, tanto por sua acdo fungitxica
direta, inibindo o crescimento micelial e a germinagcdo de esporos, quanto pela indugdo da

resisténcia do hospedeiro através de substancias que ativam esta funcao.

2.4 Rhizoctonia spp.

O género Rhizoctonia foi designado por Candolle em 1815 para classificar um
patdgeno de solo ndo esporulante, R. crocorum D.C. ex Fr.,, que produzia esclerddios de
textura uniforme com hifas que se associavam a raizes de plantas vivas (PARMETER, 1965).

Segundo Pereira (1997), o género Rhizoctonia se classifica pela forma-classe de
Agonomycetes e forma-ordem de Mycelia Sterilia. Esta ultima denominacdo se refere ao
micélio estéril, pois este género ndo produz esporos em sua fase assexuada. Este género foi
descrito em 1815, pela primeira vez, como sendo um fungo ndo esporulante que ataca,

preferencialmente, raizes e que produz filamentos de hifas a partir de esclerédios (SNEH et
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al., 1991 apud CASTRO, 2007).

Para Krugner e Bacchi (1995), Rhizoctonia spp. se encontra na subdivisido
Deuteromycotina, ou seja, entre os fungos chamados de imperfeitos por possuirem reproducao
sexual ausente ou rara, ja que apenas 10% dos fungos deuteromicetos t€ém sua fase sexual
conhecida. No entanto, os mesmos autores, reconhecem o fungo Thanatephorus cucumeris
como a fase sexual ou teleomérfica de Rhizoctonia solani. Conforme Bedendo (1995), as
hifas sdo bem desenvolvidas, com septos transversais evidentes, que se ramificam formando
angulo reto com relagdo a hifa de origem. O micélio €, inicialmente, hialino passando a
marrom claro e, depois, marrom escuro; seus esclerédios sdo irregulares e escuros, atuando
como estruturas de resisténcia que formarao novas hifas.

Resende et al (2008), destacam que alguns fungos, dentre eles Rhizoctonia spp., sdo 0s
grandes responsdveis pelo tombamento de mudas, ou “damping-off”’, em viveiros. Estes
apresentam estruturas de reprodugdo ou de sobrevivéncia que os possibilitam habitar o solo
por longos periodos de tempo. Os mesmos autores citam que outros patégenos, além da
Rhizoctonia spp., costumam atacar mudas, causando problemas na emergéncia: Pythium sp.,
Phytophthora sp., Cylindrocladium sp. e Fusarium sp.

Alfenas et al (2004), relatam vdrias doencas em eucalipto associadas ao género
Rhizoctonia: a) podriddo de estacas e mini-estacas em viveiros florestais; b) tombamento de
mudas em sementeiras; c)mela das folhas caracterizada pelo crescimento epifitico de micélio
sobre as estacas (mela de Rhizoctonia) podendo levar a morte da planta; d) mancha de
Rhizoctonia que atinge folhas de eucalipto em diferentes idades causada pela espécie R.
solani . A respeito de doencas causadas por Rhizoctonia spp. e outros fungos em viveiros com
producdo de mudas de eucalipto por estaquia; os autores citam a incorporacdo de rizobactérias
no substrato de mini-jardim clonal que, além de estimular o enraizamento das estacas,
induzem a resisténcia sist€émica do hospedeiro para o controle de podriddes causadas por

Rhizoctonia spp., Botrytis cinerea e Cylindrocladium spp.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das sementes

As sementes de cedro foram obtidas através de trés bancos de sementes: Bolsa de
Sementes do Viveiro Florestal da UFSM, vinculado ao Programa Verde é Vida, uma parceria
entre o Departamento de Ciéncias Florestais da UFSM e a Associacdo de Fumicultores do
Brasil — AFUBRA; Fundag¢do Estadual de Pesquisa Agropecudria - Fepagro Florestas —
Estacdo Experimental Boca do Monte; e Banco de Sementes da Embrapa Florestas localizado
em Colombo — PR, totalizando seis amostras de diferentes procedéncias, como segue no

Quadro 1.

Amostra Procedéncia Data de coleta
SM Santa Maria — RS 17/06/2008
SMO Sao Miguel do Oeste — SC 18/06/2008
IRATI Irati — SC 16/06/2008
CAZUL Cerro Azul — PR 21/07/2008
LAPA Contenda da Lapa - PR 21/07/2008
LARGO Campo Largo - PR 21/07/2008

Quadro 1 - Procedéncias e datas de coleta de sementes de cedro utilizadas.

3.2 Local dos experimentos

Os testes, que serdo descritos a seguir, foram realizados nos Laboratorios de
Fitopatologia, de Silvicultura Juarez Martins Hoppe, ambos do Centro de Ciéncias Rurais —
UFSM, e nas instalagdes da Fepagro Florestas — Estacdo Experimental de Boca do Monte.
Todos os experimentos realizados com avaliacdo de plantulas foram conduzidos em casa de
vegetacdo, com irrigacdo didria, sem controle de temperatura e umidade. De acordo com
Moreno (1961), o clima da regido caracteriza-se como subtropical umido, do tipo “Cfa”,
segundo a classificacdo de Koppen, caracterizado por temperatura média anual entre 17,9 e
19,2°C. As chuvas s@o bem distribuidas ao longo do ano sendo que a precipitacdo média anual
fica em torno de 1400 a 1760 mm.

As sementes foram coletadas e processadas pelos bancos de sementes de onde foram

adquiridas, e armazenadas em camara fria (temperaturas entre 5 ¢ 10°C e baixa umidade
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relativa), até que fossem enviadas para a realizacao deste estudo. Na aquisicdo das sementes,
estas, estavam acondicionadas em embalagens de papel e identificadas com o nome da

espécie, local e data de coleta.

3.3 Experimento 1. Avaliacao do potencial fisiologico das sementes

3.3.1 Determinacdo do teor de dgua

Para determinacdo do teor de dgua das sementes de cedro, foram utilizadas 80
sementes, divididas em quatro repeticdes de 20. Estas foram colocadas em estufa sob
temperatura de 105+£3°C, durante 24 horas. Os resultados foram expressos em percentagem
com base no peso umido das sementes, conforme as Regras para Andlise de Sementes

(BRASIL, 1992).

3.3.2 Germinagao e primeira contagem

O substrato rolo-de-papel foi o escolhido, segundo recomendacdes de Wielewicki et
al. (2006). Foram utilizadas 200 sementes, divididas em quatro repeti¢cdes de 50, em rolo de
papel, umedecido com dgua destilada esterilizada (2,5 vezes o peso do papel seco). As
sementes foram desinfetadas em dlcool 70% (30 segundos), hipoclorito de sédio 1% (2
minutos) e, apds, lavadas em dgua destilada esterilizada. A incubagao foi realizada em camara
com temperatura controlada de 25°C e fotoperiodo de 12 horas.

A avaliacdo do vigor, através da primeira contagem de germinacdo, realizou-se aos
sete dias, a contar da instalacdo do teste, e a germinacao, avaliada aos 14 dias. A primeira
contagem foi somente de plantulas normais e, a segunda, de plantulas normais, anormais,

sementes duras e mortas.

3.3.3 Envelhecimento acelerado

As sementes de cedro foram submetidas ao envelhecimento acelerado da seguinte
forma: utilizaram-se caixas plésticas do tipo “gerbox”, que funcionam como mini-camaras
(compartimento individual). As 100 sementes utilizadas para cada tratamento foram
distribuidas uniformemente, de maneira a formar uma camada simples sobre a superficie de

tela metdlica suspensa no interior da caixa pldstica (compartimento interno), as quais
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continham 40 ml de 4gua destilada obtendo-se, aproximadamente, 100% de umidade relativa
do ar e a temperatura de 41°C. Os tratamentos foram compostos por diferentes tempos de
exposicdo as condigdes de estresse: 0 (T0), 24 (T1), 48 (T2), 72 (T3) e 96 horas (T4), afim de
se estabelecer o periodo necessdrio para diferenciacdo das amostras com diferentes niveis de
vigor.

ApOs estes periodos, as sementes submetidas as temperaturas, descritas anteriormente,
foram entdo desinfestadas e colocadas para germinar em rolo de papel, como j4 apresentado
no teste de germinacdo (item 3.3.2). Realizou-se, aos 14 dias, a avaliacdo de plantulas

normais, expressa em percentagem.

3.3.4 Emergéncia em viveiro

Foram utilizadas 100 sementes de cada procedéncia, divididas em quatro repeti¢des de
25, colocadas em bandejas de isopor com vermiculita fina. As avaliacbes foram: a)
emergéncia: aos 14 e 35 dias, computando-se o nimero de plantulas emergidas, sendo os
resultados expressos em percentagem. Na ultima contagem de emergéncia (35 dias),
realizaram-se as avaliacdes seguintes; b) comprimento da plantula: mediu-se 10 plantulas
por repeti¢do, quando existiam plantulas suficientes, caso contrdrio, mediram-se todas da
repeticdo. Estas foram medidas com auxilio de régua graduada; apds, fez-se a média e os
resultados foram expressos em cm/plantula; ¢) massa verde de plantulas: todas as plantulas
de cada repeticdo foram pesadas em balanga analitica de precisdao 0,001 g. Foi realizada a
média por repeticdo e os resultados foram expressos em g/plantula; d) massa seca de
plantulas: para a determinacdo da massa seca, as mudas utilizadas na determinagdo da massa
verde foram acondicionadas em sacos de papel e colocadas em estufa a 80°C+3°C, por 24
horas, para posterior pesagem (NAKAGAWA, 1999). Os resultados foram expressos em
g/plantula.

3.4 Experimento 2. Avaliaciao da qualidade sanitaria das sementes

3.4.1 Sanidade

Em papel-filtro: foram utilizadas 200 sementes ndao desinfestadas, divididas em
quatro repeticdes, com 50 sementes, distribuidas em caixas de pldstico transparente (gerbox),

previamente desinfestadas com solucao de hipoclorito de s6dio 1%, forradas com duas folhas
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de papel filtro esterilizadas e umedecidas com dgua destilada esterilizada. A incubacdo foi
realizada em camara com temperatura controlada a 22°C+3°C, com 12 horas luz branca/ 12
horas de escuro, durante sete dias, quando ocorreu a avaliacao e identificacdo dos fungos.

Em meio batata-dextrose-agar (BDA): as sementes foram desinfestadas em alcool
70% (£ 30 segundos), posteriormente com hipoclorito de sédio (1%), por um minuto e, apos,
lavadas em dgua destilada esterilizada. A desinfestacdo das sementes para a realizacdo do
plaqueamento em BDA € imprescindivel, pois, na auséncia desta, os fungos que estdo
contaminando superficialmente as sementes impossibilitariam a avaliagdo e o teste seria
perdido, ja que este meio de cultura é muito rico em nutrientes, 0 que nao ocorre em papel-
filtro. Apés a desinfestacdo, as sementes foram postas para secar sobre papel-filtro e, em
seguida, plaqueadas em meio batata-dextrose-dgar (BDA) - 200 g de batatas, 20 g de dextrose
e 17 g de agar, para 1000 ml de dgua destilada. Para o teste, utilizaram-se 100 sementes
divididas em quatro repeticoes de 25, sendo uma repeticdo composta de cinco placas. A
incubacdo ocorreu em camara com temperatura de 22°C £3°C, com 12 horas de luz branca/12
horas de escuro por sete dias.

A avaliacdo, para ambos os testes de sanidade, foi realizada observando-se as
estruturas flngicas, em microscopio estereoscopico e 6tico, e a identificacdo dos fungos foi
realizada com o auxilio da chave de identificacio (BARNETT; HUNTER, 1972). Os dados da

incidéncia dos fungos foram expressos em percentagem.

3.4.2 Transmissao

Para cada uma das procedéncias, foram semeadas 100 sementes nido desinfestadas,
divididas em quatro repeticdes de 25, em bandejas de isopor, com uma semente por célula,
usando como substrato vermiculita fina. Ndo houve incorporacdo de in6culo de patégeno, a
fim de que se verificasse se havia transmissdo de patdgenos via semente. Essas foram
mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdo didria. Ao final de 35 dias da semeadura, foi
avaliada a emergéncia de plantulas sadias e de plantulas com sintomas de doencgas. As
sementes ndo-germinadas foram retiradas e colocadas imediatamente, sem desinfestacdo, em
camara Uimida para identificacdo dos patégenos associados a estas e, o0 mesmo foi feito com as
plantulas sintomdticas. A camara umida foi confeccionada com caixas plasticas (gerbox)
desinfestadas com hipoclorito de sédio 1%, contendo duas folhas de papel-filtro umedecido
com 4gua destilada esterilizada. As sementes e plantulas permaneceram em camara imida em

ambiente de laboratdrio por sete dias, quando foi realizada a identificagdo dos fungos em
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papel-filtro.

3.5 Experimento 3. Avaliacdo da patogenicidade de isolados

3.5.1 Isolamento dos fungos

Os fungos relatados como causadores de doengas em plantas, encontrados nos testes
de sanidade e transmitidos via sementes, foram isolados e mantidos em placa de Petri com
meio BDA e antibi6tico sulfato de estreptomicina, para prevenir a contaminacao por bactérias.

Neste caso, somente o fungo Rhizoctonia sp. foi escolhido, por ter ocorrido na maioria
das procedéncias e ter sido transmitido com maior freqii€ncia.

Para que houvesse garantia de pureza dos fungos isolados, foi feita a repicagem com
apenas uma unidade formadora de colonia (UFC) que, no caso de Rhizoctonia sp., foi um
pequeno fragmento de hifa retirado de placas de meio dgar-dgua (AA) - 20 g de 4gar para
1000 ml de agua destilada, e transferido para meio batata-dextrose-dgar (BDA). Assim que o
fungo ocupou toda a placa, aos dez dias da repicagem, a inoculacdo em sementes foi
realizada.

Os 1solados utilizados estio apresentados no Quadro 2.

Isolado Fungo Procedéncia Forma de deteccao
R, Rhizoctonia sp. Campo Largo - PR BDA
Rs Rhizoctonia sp. Cerro Azul - PR PF
Re Rhizoctonia sp. Irati — SC BDA
Rg Rhizoctonia sp. Santa Maria - RS BDA

Quadro 2 — Isolados de Rhizoctonia sp. inoculados em sementes de cedro no teste de
patogenicidade.

3.5.2 Inoculagado

Ap6s o periodo de incubagdo (dez dias sob temperatura de 22°C £3°C, com 12 horas
de luz branca/12 horas de escuro), foi realizada a inoculacao dos fungos nas sementes através
do método de contato com a cultura flingica. Somente uma amostra de sementes, Cerro Azul —
PR foi utilizada. Esta amostra foi escolhida por apresentar, nos testes iniciais, resultados
satisfatorios referentes ao vigor. Com este procedimento, evitou-se que houvesse confusio

entre os sintomas causados pelo patégeno, com aspectos de baixa qualidade fisioldgica de
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sementes e das plantulas resultantes. Anteriormente a inoculacdo, as sementes foram
desinfestadas com dlcool 70% (30 segundos) e hipoclorito de sédio 1% (2 minutos), lavadas
em 4gua destilada esterilizada e deixadas secar sob papel filtro esterilizado. Posteriormente, as
sementes foram colocadas em contato com as culturas fiingicas, e a testemunha, apenas em
meio BDA. Estas foram mantidas, durante 24 horas, em ambiente de laboratério. Apds este
periodo, as sementes inoculadas foram semeadas em bandejas de isopor (sementeira),
previamente esterilizadas com hipoclorito de sédio 1%, durante 24 horas, contendo

vermiculita fina. Foram semeadas quatro repeti¢cdes de 25 sementes para cada isolado testado.

3.5.3 Avaliacao

Foram realizadas avaliacdes de contagem de plantulas emergidas semanalmente, a
partir do 14 ° dia até o 60° dia, nimero total de plantulas emergidas e numero total de
plantulas com sintomas, devido a presencga do fungo.

As plantulas sintomdticas foram colocadas em placas de Petri, contendo BDA e
mantidas em cdmara de incubagdo a uma temperatura de 20°C, durante uma semana, para o

reisolamento do fungo.
3.6 Experimento 4. Tratamento de sementes

Trés amostras de sementes de cedro foram utilizadas: Santa Maria - RS (SM), Cerro
Azul - PR (CAZUL) e Irati - SC (IRATI), a fim de abranger procedéncias com diferentes
resultados nos testes de vigor. Os tratamentos utilizados foram: testemunha (TO0), ou seja,
auséncia de qualquer tipo de produto ou procedimento; tratamento fisico (T1), onde as
sementes foram submetidas ao calor seco em estufa, a 70°C£3°C por 48 horas; tratamento
com extrato aquoso de alho (Allium sativum) (T2), triturando 10 g de bulbilhos de alho para
100 ml de 4gua (relacdo p/v). Esta mistura foi coada em gaze de algoddo e, em seguida, as
sementes foram imersas no extrato resultante por 15 minutos; tratamento biolégico (T3),
com produto comercial a base de Trichoderma spp. na formulacdo em pé — Agrotich Plus®.
Foi utilizada uma dose arbitraria do produto bioldgico de 0,25 g/100 g de sementes; e
tratamento quimico (T4), com fungicida protetor Captan, produto comercial Captan 500 p6
molhdvel, na dose recomendada para a cultura de soja (0,18 g/100 g de sementes). Para os
tratamentos T3 e T4, os produtos e as sementes foram colocados em frascos de vidro de 500
ml, aos quais adicionou-se dgua destilada esterilizada (5% do peso total das sementes) e,

posteriormente, foram agitados manualmente por cinco minutos.
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As sementes tratadas foram submetidas a trés avaliacOes: a) teste de germinacio,
com 200 sementes de cada procedéncia, divididas em quatro repeticoes de 50, em caixas
plasticas “gerbox” previamente desinsfestadas com hipoclorito de sédio 1%, forradas com
duas folhas de papel-filtro, umedecido com &dgua destilada esterilizada. A incubagdo foi
realizada a 25 °C#3°C e fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes foram realizadas como ja
descrito no teste de germinagdo (item 3.3.2); b) teste de sanidade em papel-filtro, com 100
sementes de cada procedéncia, divididas em quatro repeticdes de 25, e procedimentos
realizados como descrito no item 3.4.1; e ¢) teste de emergéncia, em vermiculita com 100
sementes de cada procedéncia, divididas em quatro repeticdes de 25, avaliando-se emergéncia

aos 14 e 35 dias, comprimento, massa verde e massa seca de plantulas. Para comprimento,

mediu-se 10 plantulas por repeticdo, totalizando 40 por tratamento. Apds, fez-se a média por
repeti¢do e os resultados foram expressos em cm/plantula. Para massa fresca e massa seca
foram utilizadas todas as plantulas existentes em cada repeticdo e a média foi expressa em

g/plantula.

3.7 Experimento 5. Tratamento de sementes com e sem inoculacao de Rhizoctonia sp.

Para este experimento, somente uma amostra, procedente de Cerro Azul — PR
(CAZUL) foi utilizada, ja que esta apresentou resultados satisfatorios nos testes de avaliacdao
de potencial fisiolégico e havia quantidade suficiente de sementes para a realizacdo de todos
os procedimentos, descritos a seguir.

Os tratamentos constituiram-se de utilizagdo de controle bioldgico a base do
antagonista Trichoderma spp., controle quimico com fungicida protetor Captan e
combinacdes de doses entre os dois. Os tratamentos foram testados em sementes nao-
inoculadas e inoculadas com Rhizoctonia sp., isolado R1 — patogénico.

Para aplicacdo dos produtos bioldgico e quimico, os produtos e as sementes foram
colocados em frascos de vidro de 500 ml, aos quais adicionou-se dgua destilada esterilizada
(5% do peso total das sementes). Os frascos foram agitados manualmente por cinco minutos.
Para os tratamentos testemunha, as sementes foram colocadas nos frascos para agitar
manualmente apenas com agua destilada esterilizada (5% do peso total das sementes).

Para a inoculacdo, o método utilizado no teste de patogenicidade foi repetido, no
entanto, apds o contato com a cultura flingica, as sementes foram retiradas e ficaram 72 horas
em placas de vidro, fechadas, em ambiente de laboratério, para posterior aplicacdo do produto

bioldgico e do quimico. Este cuidado foi tomado, pois a aplicagdo do produto quimico, logo
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apo6s a inoculacdo do fungo, poderia impedir a penetracdo do patdgeno nos tecidos internos
das sementes o que anularia a inoculagdo. As sementes nao-inoculadas foram colocadas
somente em meio BDA, por 24 horas, para depois serem tratadas com os produtos bioldgico e
quimico, jd que a umidade, presente no meio, poderia favorecer as sementes inoculadas e
mascarar os resultados.

A especificacdo de todos os tratamentos estd representada no Quadro 3.

Tratamento | Inculo Produto utilizado Dose (g/100 g de sementes)

To Nao - -

T, Nio Agrotrich Plus® 0,25 (100% dose)

T, Nao Captan 0,18 (100% dose)

T; Nao Agrotrich Plus® + Captan 0,25 + 0,18 (100% dose)
Ty Nao Agrotrich Plus® + Captan 0,125 + 0,09 (50% dose)
Ts Sim - -

Te Sim Agrotrich Plus® 0,25 (100% dose)

T, Sim Captan 0,18 (100% dose)

Tg Sim Agrotrich Plus® + Captan 0,25 + 0,18 (100% dose)
To Sim Agrotrich Plus® + Captan 0,125 + 0,09 (50% dose)

Quadro 3 - Tratamentos de sementes de cedro sem inoculacdo e com inoculacdo de
Rhizoctonia sp.

Os tratamentos Ty e Ts constituiram-se nas testemunhas, sendo que, para o primeiro,
nao houve inoculacdo de Rhizoctonia sp. e, para o segundo, a inoculac¢do foi realizada.

As sementes tratadas foram submetidas a trés avaliacdes: a) teste de germinagdo; b)
teste de emergéncia em vermiculita; e c) teste de sanidade em papel-filtro. Todos os testes e
avaliagdes foram realizados da mesma forma descrita anteriormente para os outros testes com

tratamentos de sementes (itens 3.3.2; 3.3.4 e 3.4.1, respectivamente).

3.8 Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado, com quatro
repeti¢des para cada teste realizado. Para a andlise de variancia, os dados obtidos foram
transformados segundo arc sen Vx/100. A comparacdo das médias foi feita pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade, utilizando-se o Sistema de Andlise Estatistica - SANEST (ZONTA e
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MACHADO, 1986). Para o teste de envelhecimento acelerado, experimento de tratamentos e
tratamentos com combinacdo de produto quimico e bioldgico, o arranjo foi bifatorial,
compostos por 6 x 5 (procedéncias x tempos de exposicdo ao envelhecimento); 3 x 5
(procedéncias x tratamentos); e 2 X 5 (inoculacdo ou auséncia de inoculagdo x tratamentos).

Para os demais testes, um tnico fator foi comparado.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1 - Avaliacao do potencial fisiolégico das sementes

Na Tabela 1, encontram-se os resultados do teor de dgua, e do teste de germinagdo e
primeira contagem para as sementes de cedro de seis procedéncias. Os valores de teor de dgua
variaram de 13,3 a 20,8% entre as amostras; Cherobini (2008) encontraram valores entre 15,5
e 16,0% para sementes de cedro de diferentes estados do sul do Brasil. Martins e Lago (2008),
verificaram que teores de dgua superiores a 12,4% desfavorecem a conservacdo das sementes
de cedro, provocando diminuicdo significativa da viabilidade das mesmas apds longos
periodos de armazenamento.

Verifica-se que a procedéncia de Santa Maria (SM) apresenta maior percentagem de
sementes germinadas na primeira contagem (vigor) realizada aos sete dias. Para Nakagawa
(1999), o teste de primeira contagem baseia-se no principio de que, amostras com maiores

percentagens de plantulas normais, na primeira contagem, sao as mais vigorosas.

Tabela 1 - Resultados médios (%) do teor de dgua e teste de germinagcdo para seis
procedéncias de sementes de cedro.
Variaveis analisadas (%)

Procedéncias TU PCG Plantulas Pliantulas  Sementes Sementes
Normais Anormais Duras Mortas
SM 20,8 a* 64 a 84 ab 7c 3¢ 6¢
SMO 19,9 a 22d 56d 6d 12 a 26 a
IRATI 18,7 a 25d 67 c 16 a S5be 12b
CAZUL 19,5 a 46 ¢ 84 ab 11b 3c 2d
LAPA 13,3b 43 ¢ 80 b 7c 6b 7c
LARGO 13,5b 59b 87 a 9 bc 1d 3d
CV (%) 6,9 8,6 7,0 13,9 13,9 14,9

* Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sao Miguel do Oeste-SC; IRATT: Irati-SC; CAZUL: Cerro
Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR; TU: Teor de Agua; PCG: Primeira
Contagem de Germinagao.

Para a germinacdo, as amostras procedentes de Santa Maria (SM), Cerro Azul
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(CAZUL) e Campo Largo (LARGO) foram as melhores. A percentagem de plantulas
anormais foi superior para a amostra de Irati, e a de sementes duras e mortas, para Sdo Miguel
do Oeste (SMO). Estas duas tdltimas procedéncias também foram inferiores para as varidveis
vigor e germinacao, representando as duas amostras de mais baixo vigor nestes testes.

Cherobini et al. (2008), observando a germina¢do de sementes de cedro, encontraram
resultados de 36, 79 e 89% para procedéncias dos estados do PR, SC e RS, respectivamente.
Corvello et al. (1999), estudando a maturagdo fisioldgica de sementes de cedro obtiveram
germinagdo entre 39,7 a 93%, sendo a mais baixa alcancada 27 semanas apOs a antese e, a
mais alta, na 31* semana.

O teste de germinacdo € realizado em condi¢des favordveis e 6timas para a espécie,
largamente utilizado para a avaliagdo da qualidade fisiologica de sementes, todavia, pode ndao
refletir o comportamento desta espécie no campo, assim como nao detectar estagios
avancados de deterioracio (FRANCA NETTO et al., 1986). Para Popinigis (1977), o teste de
germinagdo pode permitir que sementes deterioradas consigam originar plantulas, mesmo nao
vigorosas, mas que contribuem para o resultado final. Por isso a necessidade da realizacdo de
outros testes de vigor e testes a campo.

Na Tabela 2, encontram-se os resultados para a germinacao de sementes de cedro apds
a submissdo destas a diferentes periodos sob envelhecimento acelerado a 41°C e umidade
proxima a 100%. Verificaram-se interacdes significativas entre procedéncias e entre os

periodos de envelhecimento dentro de cada procedéncia.

Tabela 2 - Germinacdo média (%) apos teste de envelhecimento acelerado em sementes de
cedro de seis procedéncias.
Periodos de envelhecimento (horas)

Procedéncias
0 24 48 72 96

SM 80 Aa* 68 Bb 64 Ab 58 ABb 53 Ab
SMO 56 Ca 1Cb 0Cb 0 Db 0Cb
IRATI 77 BCa 70 ABa 43 Bb 29 Cc 0Cd
CAZUL 84 Aa 66 Bb 50 ABc 42 BCc 16 Bd
LAPA 80 Aa 62 Bb 56 ABbc 54 ABbc 45 Ac
LARGO 84 Aa 78 Aa 64 Ab 62 Ab 52 Ab

* Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sdo Miguel do Oeste-SC; IRATT:
Irati-SC; CAZUL: Cerro Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR; CV (%) para a
varidvel plantulas normais: 10,3%.
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Observa-se, nas linhas da Tabela 2, que todas as amostras tiveram sua germinacio
significativamente reduzida, apds breves periodos de envelhecimento (entre 24 e 48 horas),
exceto IRATI e LARGO, que mantiveram a germinagdo estatisticamente igual (representado
pelas letras minudsculas). Algumas das amostras permaneceram com a germinagao superior em
relacdo as demais, apds o envelhecimento, separando aquelas de maior vigor daquelas de
menor vigor. No periodo de 24 horas de envelhecimento, apenas a amostra SMO demonstrou
vigor extremamente baixo, por ter sua germinacdo comprometida ja neste primeiro
tratamento.

O periodo de 48 horas sob temperatura de41°C ja foi eficiente para estratificar as
amostras em niveis de vigor, sendo SM e LARGO superiores.

Cherobini et al. (2008) encontraram resultados semelhantes para o teste de
envelhecimento acelerado, onde o periodo de 48 horas também foi eficiente para estratificar
trés lotes, de diferentes procedéncias. J4 Borges et al. (1990) verificaram um aspecto
interessante no envelhecimento acelerado em sementes de cedro, onde o uso da temperatura
de 40°C acelera o processo de germinacdo e aumenta a percentagem de germinacao final, até
o tempo de exposicao de 72 horas.

Tendo em vista que o teste de envelhecimento acelerado é uma das opcdes disponiveis
entre os testes de vigor, mas ndo hd informagdes suficientes sobre sua eficiéncia para
sementes florestais, outros autores também o aplicaram para diferentes espécies florestais, tais
como: Guedes et al. (2009), com sementes de Erythrina velutina, onde as combinacOes de
temperatura de 41°C por 72 horas e 45°C por 24 horas foram adequadas para avaliacdo do
vigor de sementes desta espécie; Fanti e Perez (2005), com sementes de Chorisia speciosa
(Ceiba speciosa), onde o periodo de 72 horas sob envelhecimento acelerado a 45°C foi
suficiente para diferenciar lotes de maior e menor vigor; e, ainda, Santos e Cesar de Paula
(2007), com sementes de Sebastiania commersoniana, em que o periodo de envelhecimento
recomendado foi de 96 horas a 45 °C.

Outra forma de avaliar o vigor de sementes de diferentes amostras € a realizacdo de
alguns testes baseados no desempenho de plantulas. Segundo Nakagawa (1999), estes podem
ser realizados em laboratdrio, sob condi¢des controladas, ou em condi¢des de campo. O autor
relata que a uniformidade e a rapidez de emergéncia de plantulas sd@o importantes
componentes dentro do conceito atual de vigor de sementes.

Os resultados da Tabela 3 mostram que as varidveis que avaliaram o vigor das mudas
produzidas em viveiro também foram eficientes para diferenciar procedéncias mais vigorosas

daquelas com menor vigor, como o ocorrido no envelhecimento acelerado (Tabela 2). As
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sementes procedentes de Santa Maria — SM obtiveram maior percentagem de plantulas
emergidas ao final de 35 dias, seguida das procedéncias de Cerro Azul — CAZUL e Campo
Largo — LARGO, sendo que as duas ultimas haviam apresentado maior emergéncia aos 14
dias. Para as varidveis: comprimento de plantulas (CP), massa verde (MV) e massa seca (MS),
as sementes de Cerro Azul - CAZUL e Contenda da Lapa - LAPA, ambas do estado do
Parand, obtiveram as maiores médias, demonstrando que, apesar de ndo apresentarem
emergéncia superior, suas mudas mostraram-se mais vigorosas em relacdo as varidveis
analisadas.

Diferencas de vigor entre plantulas, muitas vezes, sdo visiveis, mas pode-se mensurar
estas diferencas, por exemplo, pelo comprimento de plantulas, tendo em vista que as amostras

com maiores valores médios sdo as mais vigorosas (NAKAGAWA, 1999).

Tabela 3 - Avaliacdo da qualidade de mudas de cedro, obtidas de sementes coletadas em seis
procedéncias, através das varidveis: emergéncia aos 14 dias (E14), emergéncia aos
35 dias (E35), comprimento de plantulas (CP), massa verde (MV) e massa seca

(MS).
Variaveis
Procedéncias E14 E35 Cp MV MS
(%) (%) (cm/plantula) (g/plantula) (g/plantula)
SM 4 b* 88 a 8,14 c 0,205 b 0,035 ¢
SMO 9b 23d 10,02 ab 0,295b 0,048 be
IRATI I1b 62 bc 9,39 bc 0,268 b 0,046 bc
CAZUL 33a 81 ab 11,53 a 0,390 a 0,077 a
LAPA 12b S5lc 11,42 a 0,455 a 0,082 a
LARGO 40 a 76 ab 10,10 ab 0,300 b 0,051 b
CV (%) 28,4 12,0 7,8 15,1 10,4

* Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sao Miguel do Oeste-SC; IRATT: Irati-SC; CAZUL: Cerro
Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR.

Cherobini et al. (2008), verificaram que alguns parametros observados em casa de
vegetacao, tais como emergéncia de plantulas, altura total de mudas, comprimento das raizes,
diametro do colo, massa verde e massa seca, conseguiram diferenciar lotes de sementes de

cedro, assim como no presente estudo. Sementes mais vigorosas proporcionam maior
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transferéncia de matéria seca de seus tecidos de reserva para o eixo embriondrio, na fase da
germinagdo, originando plantulas com maior peso (NAKAGAWA, 1999), medido através da
massa verde e seca.

Gomes et al. (1991) sugerem que o éxito na formacdo de florestas de alta producdo
depende, em grande parte, da qualidade das mudas plantadas que, além de terem que resistir
as condi¢des adversas encontradas no campo apds o plantio, deverdo sobreviver e, por fim,
produzir 4rvores com crescimento volumétrico economicamente desejavel. Além disso,
Carvalho et al. (1992), ressalta que o potencial genético, as condigdes fitossanitdrias e a
conformacgdo do sistema radicular sdo importantes para a boa produtividade dos povoamentos

florestais.

4.2 Experimento 2 - Avaliacao da qualidade sanitaria das sementes

A qualidade sanitdria das sementes também influenciard no vigor e na emergéncia de
plantulas, sendo que testes de sanidade sdo imprescindiveis para verificar a qualidade de um
lote produzido.

Na Tabela 4, encontram-se os fungos detectados, através do teste de papel-filtro, em

maiores incidéncias e na maioria das amostras de sementes de cedro.

Tabela 4 - Incidéncia de fungos (%), detectados pelo teste em papel-filtro, associados as
sementes de cedro coletadas de seis procedéncias.

Procedéncias Fungos
Ascochyta  Colletotrichum  Fusarium  Penicillium  Pestalotia ~ Phomopsis  Rhizoctonia
SM 28 ab 18,5a 0od 55¢ 45¢ le 32 ab
SMO 0d 19,5a 41,5a 16 b 35e 19b 0d
IRATI 2¢ 2la 9,5b 28 a 10d 15 be 20,5¢
CAZUL 225b 0d I,5c 1d 25b 26,5 ab 285D
LAPA 20b 45c 0d 0d 385a 3,5d 2lc
LARGO 30,5a 7b 0d 0d 16,5 c 30,5a 375a
Cv 27,6 22,1 14,5 15,2 15,3 28,2 14,9

* Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sao Miguel do Oeste-SC; IRATT: Irati-SC; CAZUL: Cerro
Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR; Ascochyta sp., Colletotrichum sp.,
Fusarium sp., Penicillium sp., Pestalotia sp., Phomopsis sp., Rhizoctonia sp.
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Verifica-se que Pestalotia sp. € Phomopsis sp. ocorreram em todas as procedéncias,
Ascochyta sp. e Rhizoctonia sp. ocorreram em todas as procedéncias, exceto em Sdo Miguel
do Oeste - SMO, porém esta amostra obteve alta incidéncia de Fusarium sp.

Além dos fungos mencionados na Tabela 4, outros ocorreram em menores incidéncias,
tais como Alternaria sp., Aspergillus sp., Epicoccum sp., Rhizopus sp., Sphaeropsis sp. e
Trichoderma sp., porém em poucos amostras e em baixas incidéncias. A percentagem de
sementes sadias também foi alta em algumas amostras, como em Contenda da Lapa — LAPA
(17%), Santa Maria — SM (15,5%) e Campo Largo — LARGO (11,5%), para as demais
amostras as percentagens foram inferiores a 5%.

Na Tabela 5, observa-se a incidéncia de fungos em sementes de cedro, através do
método de incubacdo em meio batata-dextrose-agar (BDA). Penicillium sp. e Rhizoctonia sp.
ocorreram em todas as procedéncias testadas, Aspergillus sp. e Pestalotia sp. ocorreram em
todas as amostras, exceto em IRATI e SMO, respectivamente. Além dos fungos apresentados
na Tabela 5, Fusarium sp. também ocorreu, porém apenas na amostra de Sao Miguel do Oeste

— SMO, com incidéncia de 7%.

Tabela 5 - Incidéncia de fungos (%), detectados pelo método de incubagdo em meio BDA,
associados as sementes de cedro coletadas em seis procedéncias.

Fungos
Procedéncias
Aspergillus  Penicillium  Pestalotiac  Phomopsis  Rhizoctonia  Rhizopus ~ Trichoderma

SM b 48 a 1d Oc 64,5 a Oc 0b
SMO 20a 42 a 0d Oc Se 13a 18 a
IRATI 0b 23b 13¢ 2b 46 ¢ 2 bc 0b
CAZUL 3b l4c¢ 23b 17 a 53b Oc 3b
LAPA 3b 23 b 30a Oc 26d 11 ab 0b
LARGO 2b 10d 19 be 19 a 53b Oc 0b
Cv 25,3 26,8 27,7 20,9 22,0 28,9 19,6

* Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sao Miguel do Oeste-SC; IRATT: Irati-SC; CAZUL: Cerro
Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR; Aspergillus sp., Penicillium sp., Pestalotia
sp., Phomopsis sp., Rhizoctonia sp.; Rhizopus sp., Trichoderma sp.

Cherobini et al. (2008), utilizando o teste de sanidade em papel-filtro, encontraram,

associados as sementes de cedro, somente os fungos: Aspergillus spp., Chaetomium spp.,
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Penicillium spp. e Trichoderma spp.; j4& Mieth et al. (2007), encontraram Fusarium spp.,
Penicillium spp., Aspergillus spp., Verticillium spp., Rhizoctonia spp.

Para Christensen (1973), Aspergillus sp. e Penicillium sp. sdo considerados fungos de
armazenamento pois a incidéncia pode aumentar com periodo pds-colheita. Segundo Oliveira
et al. (1997), estes fungos quando associados as sementes de milho, além de terem sua
incidéncia maximizada com o periodo de armazenamento, podem causar redu¢do no
percentual de germinacao.

Segundo Ferreira (1989), algumas espécies de Fusarium tém sido relatadas, causando
tombamento em pré ou pds-emergéncia de plantulas de espécies florestais, sendo problema
comum em sementes. Para Dhingra et al. (1980) e Machado (1988), as associagdes com
fungos do género Fusarium, em sementes de culturas agrondmicas, ocorrem durante a
formacgdo ou maturagado do fruto e, cuidados na colheita e no manuseio, podem reduzi-las.

Fungos do género Rhizoctonia sdo conhecidos por causar a queima de folhas e mela de
estacas em eucalipto (SILVEIRA et al.,, 2000) e ja existem relatos para outras espécies
florestais, tais como podriddes em raizes de erva-mate (/lex paraguariensis), verificadas por
Poletto et al. (2007). Phomopsis spp. também € comumente encontrado em sementes de
espécies florestais e pode ocasionar doencas em plantas adultas, como foi relatado por Anjos
et al. (2001), quando este fungo causou queima das folhas em aroeira (Myracrodruon
urundeuva) no Distrito Federal.

Observando-se os dois métodos de detec¢do utilizados, papel-filtro e BDA, observa-se
que Rhizoctonia sp. e Pestalotia sp. foram os fungos que ocorreram no maior nimero de
amostras e em ambos os métodos testados (Tabela 6).  Penicillium sp. ocorreu
coincidentemente, em quatro amostras, nos métodos de deteccao testados.

O método do papel-filtro conseguiu detectar a maior variedade de fungos; ja o método
em meio BDA néao foi eficiente na deteccdo de Ascochyta sp., Colletotrichum sp., Epicoccum
sp. e Sphaeropsis sp. estes fungos poderiam estar colonizando as sementes, somente
superficialmente, sendo eliminados pela desinfestacdao utilizada pelo método em BDA.
Fusarium sp. foi observado em alta incidéncia na amostra SMO em papel-filtro (Tabela 4), ja
em BDA teve sua incidéncia drasticamente reduzida (Tabela 5).

Rhizoctonia spp., além de ser um dos fungos com maior nimero de deteccOes
coincidentes entre ambos os métodos testados, também obteve a maior incidéncia média para
o papel-filtro e meio BDA, indicando uma grande contaminacdo das sementes por este

patogeno.
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Tabela 6 - Nimero de amostras de sementes de cedro em que houve ocorréncia de fungos em
papel-filtro (PF) e batata-dextrose-dgar (BDA), nimeros em que houve
coincidéncia na recuperacdo de fungos nos dois métodos utilizados e incidéncia

média (%) de fungos.
Ocorréncia?! Incidéncia Média* (%)

Fungos PF BDA Coincidéncia 2 PF BDA
Ascochyta sp. 5 0 0 20,6 0
Aspergillus sp. 2 5 2 1,5 5,8
Colletotrichum sp. 5 0 0 14,1 0
Epicoccum sp. 1 0 0 1,0 0
Penicillium sp. 4 6 4 12,6 26,7
Pestalotia sp. 6 5 5 16,3 17,2
Rhizoctonia sp. 5 6 5 279 41,3
Trichoderma sp. 3 2 0 1,2 10,5
Phomopsis sp. 5 3 3 19,1 12,7
Fusarium sp. 3 1 1 17,5 7,0
Rhizopus sp. 4 3 3 3,7 8,7
Sphaeropsis sp. 1 0 0 2,5 0
Média - - - 11,5 16,2
Desvio padrao* 9,2 12,1

! Nimero de amostras avaliadas = 6; 2 Ntiimero de vezes em que houve coincidéncia na recuperacdo de fungos
entre os dois métodos. * Desvio padrao = VY (xi—x)/n- 1.

O método de papel-filtro detectou uma maior variedade de fungos, porém este pode ter
sido favorecido pela auséncia de assepsia superficial das sementes. Portanto, pode-se
considerar que ambos os métodos foram eficientes na deteccdo da maior parte dos fungos
encontrados nas sementes de cedro, como ja verificado por Ruiz Filho et al. (2004), onde
constataram que ambos os testes foram eficientes na recuperacido dos fungos em sementes de
cedro (Cedrela fissilis); além disso, encontraram os seguintes géneros de fungos: Phomopsis,
Phoma, Cladosporium, Fusarium, Curvularia, Pestalotia, Penicillium, Aspergillus,
Trichoderma, Rhizopus, Chaetomium, Ascochyta e Stilbum. Benetti et al.(2009) encontraram
alguns fungos potencialmente fitopatogénicos por ambos os testes, papel-filtro e BDA, como
Fusarium spp., Phomopsis spp., Colletotrichum spp., Machophomina spp., Pestalotia spp. e
Cladosporium spp. e, ainda, fungos considerados de armazenamento como, Penicillium spp.,

Chaetomiun spp., Aspergillus spp., Rhizopus spp., Trichotecium spp., Epiccocum spp.
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Esses métodos também foram comparados para outras espécies florestais, como nos
trabalhos realizados por Medeiros et al. (1992), testando a deteccdo pelo papel-filtro e, em
meio batata-dextrose-dgar (BDA), em sementes de aroeira Astronium urundeuva, observando
que a eficiéncia dos métodos variou, conforme o fungo. Porém o método de papel de filtro a
20°C foi sugerido, pois detectou a maior variedade de fungos; Magalhdes et al. (2008),
testando os dois métodos utilizados no presente estudo para deteccao de fungos em sementes
de coquinho-azedo (Butia capitata), verificaram que o teste em BDA foi mais eficiente.

Apesar de ambos os métodos serem eficientes na deteccao de fungos em sementes de
cedro, como relatado por vérios autores e verificado no presente estudo, Gasparotto et al.
(2009), afirmam que o teste de sanidade em papel-filtro € eficaz para detectar a maioria de
fungos veiculados por sementes e ainda destacam € uma das técnicas mais simples e baratas
para este fim.

Os resultados do teste de transmissdo, apresentados a seguir (Tabela 7),
complementam os testes de deteccdo, pois irdo comprovar se os fungos presentes nas
sementes serdo transmitidos para as plantulas e, em caso positivo, os tipos de sintomas que

produzirdo.

Tabela 7 — Porcentagem média de sementes ndo-germinadas (SNG), plantulas normais (PN),
plantulas sintomadticas (PS) e fungos encontrados em plantulas sintomdticas no
teste de transmissdo com sementes de cedro de diferentes procedéncias.

Procedéncias SNG PN PS Fungos
SM 3¢ 72 ab 25a Rhizoctonia sp.
SMO 61 a 23 ¢ 16 ab Fusarium sp.
IRATI 39b 57b 4c Fusarium sp.
CAZUL 17¢c 78 a 5bc Rhizoctonia sp.
LAPA 43 ab 47Db 10 be Rhizoctonia sp.
LARGO 24 be 68 ab 8 be Rhizoctonia sp.
CV (%) 16,4 11,7 28,3 -

* Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sdo Miguel do Oeste-SC; IRATTI: Irati-SC; CAZUL: Cerro
Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR.

Verificou-se que a amostra procedente de Sao Miguel do Oeste (SC) — SMO, obteve a

maior média para sementes ndo-germinadas (SNG), bem como a menor média para plantulas



46

normais (PN), como pode ser visto na Tabela 7. Esta amostra também obteve a segunda maior
média de plantulas sintomadticas, as quais apresentaram sintomas de apodrecimento das raizes,
colo e cotilédones, causados por Fusarium sp., 0 mesmo ocorrendo para a amostra de Irati
(SC). Ambas as amostras estavam com as sementes infectadas por Fusarium sp., detectado no
teste de papel-filtro, como ja visto na Tabela 4.

A amostra CAZUL, procedente de Cerro Azul (PR), apresentou a maior média para
plantulas normais, seguida de SM e LARGO, e baixa percentagem de plantulas sintomdticas.
Ja SM, de procedéncia de Santa Maria (RS), obteve a maior percentagem de plantulas
sintomaticas, as quais apresentaram sintomas de apodrecimento do colo e raizes causado por
Rhizoctonia sp. As duas procedéncias restantes, também apresentaram plantulas infectadas
por Rhizoctonia sp. Algumas plantulas ndo estavam com sintomas visiveis no colo ou parte
aérea, contudo, quando foram arrancadas, encontravam-se com raizes escurecidas e fracas
devido a associacdo com Rhizoctonia sp.

Entre as sementes ndo-germinadas, verificou-se a presenca de alguns fungos, ja
presentes nos testes de deteccdo, que podem ter afetado a emergéncia ou mesmo terem sido

transmitidos para as plantulas (Tabela 8).

Tabela 8 — Incidéncia (%) dos principais fungos encontrados nas sementes nao-germinadas do
teste de transmissdo com sementes de cedro de diferentes procedéncias.

Procedéncias Fungos
Fusarium sp. Penicillium sp. Phomopsis sp.

SM 12 b* 8a 36b
SMO 60 a 20a 20b
IRATI 64 a 8a 28 b
CAZUL Oc 0b 64 a
LAPA 36 ab 0b 24 b
LARGO 12b 12a 36b
CV (%) 25,4 35,7 18,8

* Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; SMO: Sao Miguel do Oeste-SC; IRATTI: Irati-SC; CAZUL: Cerro
Azul-PR; LAPA: Contenda da Lapa-PR; LARGO: Campo Largo-PR.

Fusarium sp. apareceu em alta incidéncia nas amostras SMO e IRATI, as quais
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também apresentaram plantulas infectadas por este fungo no teste de transmissao (Tabela 7).
Penicillium sp. apareceu em algumas amostras, sendo sua incidéncia superior em SMO,
amostra que também obteve a maior média para sementes ndo-germinadas (Tabela 7),
podendo ser este fungo um dos responsdveis pela perda da viabilidade das sementes desta
amostra. Phomopsis sp. também foi detectado nas sementes nido-germinadas (Tabela 8), mas
ndo foi transmitido para plantulas, indicando a auséncia de transmissao via sementes.

Outros fungos, além dos apresentados na Tabela 8, foram detectados nas sementes
ndo-germinadas, mas em menores incidéncias e somente em algumas amostras, tais como:
Ascochyta sp. nas amostras SM e CAZUL; Pestalotia sp. em LAPA e LARGO; Trichoderma
sp. apenas na amostra SM; Aspergillus sp. em CAZUL e LAPA e, ainda, Alternaria sp., em
LARGO, porém nenhum destes foi transmitido para as plantulas.

Diversos trabalhos confirmam a transmissdo de diferentes espécies de Fusarium de
sementes para plantulas em espécies agricolas, como o de Sartori et al. (2004) com sementes
de milho (Zea mays), no qual confirmou a transmissao de Fusarium moniliforme; Balardin et
al. (2005) constataram a transmissdo de Fusarium solani f.sp. glycines, agente causal da
podridao vermelha da raiz de soja (Glycine max), através da semente desta cultura; Santos et
al. (1996), verificaram a transmissao efetiva de Fusarium oxysporum via sementes de feijao
(Phaseolus vulgaris), sendo que este estava presente em 14% das sementes e obteve uma alta
percentagem de transmissao (42,8%), ja4 Rhizoctonia solani ndo foi transmitido através de
sementes desta espécie. O gé€nero Rhizoctonia abrange espécies flngicas que sobrevivem
saprofiticamente no solo, infectando plantas nativas, ou em estddio de dorméncia, como
micélio e esclerédios (CASTRO, 2007) e, até o presente estudo, ndo havia relatos sobre
possivel transmissdo deste através de sementes de espécies florestais.

Poucos trabalhos com transmissio de fungos em sementes florestais ja foram
realizados, mas, podem-se citar alguns com resultados interessantes, como o de Lisboa-
Padulla (2009), onde se verificou a transmissdao de Pestalotiopsis sp. e Cladosporium
cladosporioides, de sementes para plantulas de pau-brasil (Caesalpinia echinata), associados
a sintomas de lesdes no cotilédone, de formato irregular e coloragdo escura, e, para
Pestalotiopsis spp., além das lesdes, pode-se observar a presenca de cirros pretos

caracteristicos do fungo.

4.3 Experimento 3 — Avaliacao da patogenicidade de isolados de Rhizoctonia sp.

A realizacdo de teste de patogenicidade pode confirmar ou excluir a hipétese de que os



48

fungos encontrados associados as sementes e transmitidos por elas, sio mesmo patogénicos a
espécie florestal em estudo. Na Tabela 9, encontram-se os resultados do teste de
patogenicidade de isolados de Rhizoctonia sp. em plantulas de cedro, inoculados via semente.
Com relagdo a emergéncia de plantulas, ndo houve diferencgas significativas entre os isolados
testados, entretanto a maior percentagem de plantulas sintomdticas foi observada na
inoculacdo com o isolado R, sendo que, somente este, diferiu da testemunha. Desta forma,
apenas o isolado R; foi considerado patogénico, pois a diferenca estatistica em relacdo a
testemunha demonstra que os sintomas ocorreram por efeito da inoculagao.

Os sintomas observados nas plantulas sintomadticas foram manchas ou queima nos
cotilédones e primeiras folhas verdadeiras, apodrecimento do colo, seguido de tombamento da
plantula. Quando nio ocorriam sintomas aparentes, muitas vezes, as raizes encontravam-se
escurecidas e enfraquecidas, resultado da associacdo deste patégeno com os tecidos da
radicula.

Este trabalho constitui-se no primeiro relato de patogenicidade de Rhizoctonia sp.

para a espécie florestal Cedrela fissilis.

Tabela 9 — Emergéncia e plantulas sintomadticas (PS) do teste de patogenicidade com
inoculagdo de isolados de Rhizoctonia sp. em sementes de cedro.

Isolados
Variaveis
R, Rs R¢ Rg Testemunha CV (%)
Emergéncia (%) 92 a* 91 a 93a 9% a 96 a 6,0
PS (%) 23a 9b 9b 6b 4b 23,2

* Médias seguidas por mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Ry, Rs, Rg, Rg: isolados de Rhizoctonia sp.

Benetti et al (2009), testaram a patogenicidade de quatro isolados de Fusarium spp. e
um de Pestalotia sp., sendo que trés dos isolados de Fusarium spp., ocasionaram baixa
emergéncia de plantulas de cedro. Santos et al. (1992), verificaram a patogenicidade de
Fusarium oxysporum e Rhizoctonia solani provenientes de sementes de urucum (Bixa
orellana) e inoculados em plantulas desta espécie, causando “damping-off”. Tal como neste
ultimo trabalho citado, Rhizoctonia também se mostrou patogénica a plantulas de cedro,
causando tombamento.

Mendes et al. (2005), testaram a patogenicidade de Phomopsis sp. e Colletotrichum

gloeosporioides, Fusarium solani e Pestalotiopsis sp. encontrados nas sementes de sabid
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(Mimosa caesalpiniaefolia) e inoculados em mudas desta espécie, somente os dois ultimos
foram patogé€nicos, causando murcha e manchas foliares diminutas, de coloracdo branco
acinzentado, respectivamente.

Fungos do género Rhizoctonia, mesmo na floresta, possuem uma ampla gama de
hospedeiros, onde se tornam responsdveis pela podridio de raizes, lesdes em hastes,

tombamento de mudas, manchas foliares, mela e queima de folhas (FERREIRA, 1989).

4.4 Experimento 4 - Tratamento de sementes

Na Figura 1, encontram-se os resultados do teste de germinacdo de sementes de cedro,
apods a utilizacdo de diferentes tipos de tratamentos de sementes. Verificaram-se interagdes
significativas entre os diferentes tratamentos e entre as trés procedéncias utilizadas,
demonstrando que o efeito de cada tratamento dependeu da procedéncia testada.

O tratamento fisico aumentou a percentagem de plantulas normais na primeira
contagem de germinagdo para as procedéncias SM e CAZUL, no entanto, para IRATI, houve
reducdo desta varidvel. O tratamento com extrato de alho igualmente eficiente ao tratamento
fisico e ao quimico em SM, ao fisico em CAZUL, e igualmente eficiente somente ao quimico
em IRATIL.

Na germinacgdo, o extrato de alho foi eficiente nas trés procedéncias testadas, sendo
que em CAZUL, para esta varidvel, ndo houveram diferencas entre nenhum dos tratamentos,
incluindo a testemunha. Na amostra SM, o tratamento fisico obteve a menor percentagem de
plantula normais. J4 para IRATI, os tratamentos com extrato de alho e quimico foram
superiores ao fisico e bioldgico, ndo diferindo da testemunha. Isto demonstra que os
tratamentos com melhores resultados para as varidveis observadas, podem ser utilizados para
melhorar a germinacdo de sementes com viabilidade inferior.

O extrato de alho poderia ser adotado para tratamento de sementes de cedro, ja que
aumenta a germinagdo de lotes com viabilidade inferior e ndo altera a germinacdo de lotes
com qualidade elevada. Isto porque ele ndo foi inferior para nenhuma das varidveis da
germinacao.

Com relacdo as plantulas anormais, diferentes resultados podem ser observados para
cada procedéncia, sendo o tratamento quimico aquele que mais reduziu esta varidvel na
amostra SM, bem como o tratamento fisico € o extrato de alho, na amostra IRATI. Para as
demais varidveis, sementes duras e mortas, a interacao ndo foi significativa, por isso, ndo sao

apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Grafico da primeira contagem de germinacio (A); plantulas normais (B) e plantulas
anormais (C) de trés procedéncias de sementes de cedro apds diferentes
tratamentos. As letras maiusculas representam o teste de Tukey a 5% entre

procedéncias e as minusculas entre tratamentos para a mesma procedéncia.
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Na Figura 2, s@o apresentados os resultados do teste de emergéncia em viveiro e testes
de vigor de plantulas de cedro, apds tratamento de sementes.

Na variavel emergéncia aos 14 dias (E14), o tratamento quimico foi claramente e
estatisticamente inferior aos demais para todas as procedéncias. Os outros tratamentos
apresentaram resultados diferenciados para cada procedéncia, sendo que somente em CAZUL
destacam-se alguns tratamentos, o fisico com calor seco e o extrato de alho.

A emergéncia aos 35 dias (E35) foi, novamente, inferior no tratamento quimico para a
procedéncia SM, assim como o tratamento fisico, j4 para as procedéncias CAZUL e IRATI o
tratamento bioldgico a base de Trichoderma spp. foi o que apresentou médias inferiores nesta
varidvel. Observa-se que o tratamento quimico, apesar de ter sido pouco eficiente levando em
consideragdo apenas a emergéncia inicial, aos 14 dias, consegue se igualar aos melhores
tratamentos nas procedéncias CAZUL e IRATI na emergéncia aos 35 dias.

O comprimento de plantulas foi estatisticamente igual entre os tratamentos na
procedéncia SM, ja em CAZUL o extrato de alho se mostrou superior, 0 mesmo ocorrendo em
IRATI, porém, nesta ultima, a testemunha e o tratamento quimico com Captan foram
estatisticamente iguais. As interacdes foram ndo-significativas entre tratamentos e
procedéncias para as varidveis massa verde e massa seca, por isso ndo foram apresentados na
Figura 2.

Fazendo uma anélise da Figura 1 e Figura 2, pode-se constatar que, de uma maneira
geral, o tratamento fisico e com extrato de alho foram os que apresentaram melhores
resultados na maioria das varidveis de vigor de sementes e crescimento de plantulas. Este fato
demonstra a capacidade dos tratamentos de promover o crescimento, dando origem a
plantulas mais vigorosas que irdo produzir mudas de melhor qualidade.

As condigdes fisioldgicas iniciais das sementes influenciam no efeito dos tratamentos,
especialmente quando se utiliza tratamento fisico através de termoterapia, seja ela via calor
umido ou seco. Antes disto, deve-se esclarecer que nem sempre uma semente com idade
cronoldgica mais avancada é menos vigorosa do que aquela colhida mais recentemente
(BRAGA, 2009), pois sementes mal armazenadas ou expostas a condi¢Oes adversas de
temperatura e umidade podem estar mais deterioradas do que aquelas armazenadas por anos
sob baixa temperatura e umidade. Ja o efeito dos extratos vegetais depende muitas vezes, das
substancias presentes na planta de origem, ji& que muitas apresentam efeitos alelopéticos
capazes de inibir a germinacio e o crescimento de plantulas, diferentemente do que ocorreu

com o extrato de alho no presente estudo.
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Figura 2 - Gréafico da emergéncia aos 14 dias (A); emergéncia aos 35 dias (B) e comprimento
de plantulas (C) de trés procedéncias de sementes de cedro apds diferentes
tratamentos. As letras maiusculas representam o teste de Tukey a 5% entre

procedéncias e as minusculas entre tratamentos para a mesma procedéncia.
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Na Tabela 10, estdo apresentados os resultados do teste de sanidade em sementes de
cedro, apds diferentes tratamentos.

Observa-se que Aspergillus sp. ocorreu, em maiores incidéncias e nas trés
procedéncias, no tratamento fisico com calor seco (70°C em estufa por 48 horas); Penicillium
sp. foi estatisticamente superior em todas as procedéncias, somente no tratamento bioldgico,
todavia, sua incidéncia médxima ocorreu na testemunha, na procedéncia SM; Phomopsis sp. foi
erradicado, em todas as procedéncias, pelo tratamento fisico e pelo extrato de alho na

procedéncia SM.

Tabela 10 - Incidéncia de fungos (%) associados a sementes de cedro de trés procedéncias
apos diferentes tratamentos das sementes.

Tratamentos
Variavel Procedéncias
Testemunha  Fisico  Extrato Biologico Quimico
Aspergillus SM 40 ABb 74 Aa 1 Ad 17 Be 0Ad
spp- CAZUL 25Cb 82 Aa 0Ac 3Cc 0Ac
CV (%): 21,0 IRATI 47 Aab 58 Ba 0Ac 32 Ab 4 Ac
Penicillium SM 28 Aa 8 Bbc 4 Bed 15 Aab 0Bd
spp- CAZUL 12 Ba 7 Ba 15 Aa 12 Aa 8 Aa
CV (%): 28,2 IRATI 4 Bb 20 Aa 5Bb 19 Aa 7 Aab
Phomopsis SM 21 Bb 0Ac 0Cc 23 Bab 34 Aa
spp- CAZUL 31 Aab 0Ac 16 Ab 52 Aa 28 ABab
CV (%): 16,1 IRATI 15 Bab 0Ad 7 Bbc 15 Bab 22 Ba
Rhizoctonia SM 6 Bab 0Ac 4 Aab 1 Abc 8 Aa
spp- CAZUL 15 Aa 0 Ab 3 Ab 0 Ab 9 Aa
CV (%): 30,7 IRATI 6 Ba 0 Ab 6 Aa 0 Ab 0 Bb
Sementes SM 0Ad 12 Ac 82 Aa 0 Bd 38 Ab
sadias CAZUL 0Ac 0 Bc 47 Ba 13 Ab 31 Aa
CV (%): 20,5 IRATI 0Ad 11 Ac 82 Aa 0 Bd 42 Ab

* Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; CAZUL: Cerro Azul-PR; IRATT: Irati-
SC; Fisico: estufa a 70°C por 48 h; Extrato: extrato de alho; Bioldgico: Agrotrich Plus® (250 g/100 kg de
sementes); Quimico: Captan (180 g/ 100 kg sementes).

O tratamento fisico também conseguiu erradicar Rhizoctonia sp. nas trés procedéncias,



54

o bioldgico erradicou em CAZUL e IRATI, jia o quimico sé foi eficiente em IRATIL
Considerando que fungos do género Rhizoctonia sp. podem se tornar patogénicos para
plantulas de cedro, como foi visto no item 4.3 (experimento 3), tratamentos que eliminam este
patdgeno das sementes sdo imprescindiveis para a producdo de sementes sadias. Alguns
trabalhos com culturas agricolas mostram, principalmente, a eficiéncia do controle quimico de
sementes, com o objetivo de eliminar Rhizoctonia solani, tais como Campos et al. (2009),
com sementes de mamao (Carica papaya), € Goulart (2002), com sementes de algoddo
(Gossypium hirsutum).

Com relacdo a percentagem de sementes sadias (Tabela 10), observa-se claramente,
que o tratamento com extrato de alho obteve maiores médias para esta varidvel. Depois deste,
o tratamento com fungicida protetor Captan foi o que obteve resultados considerdveis de
sementes sadias, sendo igualmente superior para a amostra CAZUL. A testemunha nao
apresentou nenhuma semente isenta de patdgeno para nenhuma das trés procedéncias.

Outros fungos, além dos citados anteriormente, também ocorreram, tais como:
Ascochyta sp., na testemunha de SM (4%) e CAZUL (14%), o qual foi completamente
erradicado nos tratamentos fisico e quimico; Fusarium sp., na testemunha de Irati (12%),
eliminado em todos os tratamentos; Pestalotia sp. que ocorreu, inicialmente na testemunha de
CAZUL (9%), e foi eliminado apenas pelo tratamento fisico.

Analisando a Tabela 10, verifica-se que o tratamento fisico foi o mais eficiente na
eliminacdo completa dos principais patégenos, tais como Rhizoctonia sp. € Phomopsis sp. que
poderiam se tornar patogénicos a plantulas de cedro, mas, neste, houve alta incidéncia de
Aspergillus sp. que poderia reduzir o percentual de germinacdo total de sementes. O
tratamento fisico com calor seco proporcionou uma completa esterilizacdo das sementes,
criando um "vdcuo biolégico" que pode ser preenchido tanto por organismos sapréfitas, como
Aspergillus sp., quanto por patdgenos que podem colonizar rapidamente o substrato, pela
auséncia de organismos supressores com potencial controle biolégico.

O tratamento com extrato de alho ndo chegou a erradicar tais patégenos, no entanto,
conseguiu manter a maior parte dos fungos em baixas incidéncias, além de obter a maioria das
sementes sadias e, consequentemente, obteve médias altas nas varidveis emergéncia de
plantulas (Figura 2) e germinagdo (Figura 1).

O controle fisico de sementes pode ser aplicado sob vérios agentes, onde os principais
sdo a temperatura, a radiagdo, a ventilagdo e a luz (GHINI; BETIOL, 1995). A termoterapia é
a forma mais conhecida de controle de patégenos em sementes e visa eliminar estes

organismos, através da exposicao das sementes a temperaturas elevadas sob alta (calor imido)
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ou baixa umidade (calor seco).

Lazarotto et al. (2009 a), verificaram que exposicoes de sementes de cedro ao calor
seco (70°C) por periodos superiores a 48 horas, diminuem consideravelmente a germinacao
da espécie, além do que tratamentos sob esta temperatura, a partir de 24 horas, sdo suficientes
para erradicar fungos como Ascochyta spp. € Rhizoctonia spp. Muniz (2001), verificou que
tratamentos de sementes via calor seco a 70°C, por periodos entre 8 e 15 dias, conseguiram
erradicar os patdgenos associados a sementes de tomate (Lycopersicum esculentum) sem
prejudicar a germinacdo, sendo mais eficientes do que o tratamento quimico utilizado.
Perleberg e Sperandio (1998) verificaram que sementes de arroz (Oryzia sp.) de alto vigor e
grau de umidade baixo, suportam termoterapia com calor seco a 70°C por até 20 dias, sem
afetar sua qualidade fisioldgica e € eficaz em erradicar diferentes fungos associados as
sementes.

O tratamento via calor imido também pode ser eficiente no tratamento de sementes de
espécies florestais. Lazarotto et al. (2009 b), verificaram que a imersdao das sementes de cedro
em 4gua a 50°C por 30 minutos, além de favorecer a germinacao, € eficiente para erradicagao
de fungos como Ascochyta spp., Colletotrichum spp., Pestalotia spp., Rhizoctonia spp. €
Trichoderma spp., porém a incidéncia de Aspergillus niger, neste tratamento foi muito alta
(57%) o que pode ter sido ocasionado pela alta umidade. Coutinho et al. (2007) utilizaram a
imersdao em dgua a 60°C, por 5,10, e 20 minutos em sementes de milho (Zea mays) e
verificaram que todos os tratamentos eliminaram Acremonium strictum das sementes € O
tratamento térmico por 10 e 20 minutos reduziu a incidéncia de Fusarium verticillioides,
porém, o tratamento por 20 minutos alterou a viabilidade das sementes.

Schwan-Estrada et al. (2000), afirmam que a exploracdo biolégica de compostos
secundarios, presentes no extrato bruto ou Oleo essencial de plantas medicinais, podem
constituir, ao lado da indugdo da resisténcia, em mais uma forma potencial de controle
alternativo de doencas em plantas cultivadas.

Ribeiro e Bedendo (1999) verificaram a agdo “in vitro”, de extratos de alho (Allium
sativum), hortela (Mentha piperita), mamona (Ricinus communis) e pimenta (Capsicum spp.)
sobre o crescimento micelial e a produgdo de esporos de C. gloeosporioides e verificaram que
todos tiveram agdo inibitdria sobre o crescimento micelial deste fungo; Souza et al. (2007),
testaram o efeito dos extratos de alho e capim-santo (Cymbopogon citratus) sobre o
desenvolvimento de Fusarium proliferatum 1solado de graos de milho e constataram que os
extratos empregados, em diferentes concentragdes, reduziram a taxa de crescimento micelial e

a germinacao dos esporos, como também a incidéncia do fungo, sendo que o extrato de alho, a
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partir da concentracdo 2,5%, mostrou maior eficiéncia em relagdo aos demais tratamentos.
Além do efeito sobre o patdgeno, os autores verificaram o aumento da germinacdo das
sementes e também a diminui¢do da incidéncia de tombamento e da podridao do colmo das
plantulas de milho.

Em contrapartida aos resultados verificados pelos autores citados acima, Silva et al.
(2009), testando extratos de alho (Allium sativum), angico (Anadenanthera colubrina) e
manjericdo (Ocimum basilicum) para controle de Fusarium oxysporum f. sp tracheiphilum,
proveniente de sementes de caupi (Vigna unguiculata), observaram que o0s extratos
combinados de alho + manjericdo e angico + manjericdo nao inibiram o crescimento micelial
do fungo; apenas o extrato de manjericdo, isoladamente, foi eficiente, indicando a ac¢do
fungicida e inibitéria desse tratamento.

Extratos retirados de outras plantas também ja foram testados em sementes de espécies
florestais, incluindo o cedro: Mieth et al (2007) testaram o efeito do extrato em pé e destilado
de folhas de horteld (Mentha piperita) sobre os patdégenos, associados as sementes de cedro,
constatando que o extrato destilado erradicou Rhizoctonia spp. nas trés concentracdes testadas
e o extrato em pod, nas concentragdes de 30 e 20%, erradicou Aspergillus spp. e Verticillium
spp., respectivamente; Piveta et al. (2007), constataram que o extrato de cinamomo (Melia
azedarach) a 20% erradicou Rhizoctonia spp., Phoma spp. e Cladosporium spp. das sementes
de angico-vermelho (Parapiptadenia rigida).

Estes trabalhos demonstram que os extratos podem ter agdes especificas sobre
determinados patégenos, e, que outras plantas, com propriedades antifiingicas em potencial,

podem ser pesquisadas.

4.5 — Experimento 5 — Tratamento de sementes com e sem inoculacdo de Rhizoctonia sp.

Na Tabela 11, pode-se observar os resultados do teste de germinacdo de sementes de
cedro, onde parte delas foi inoculada com Rhizoctonia sp. (isolado R;) e parte ndao foi
inoculada e, apds, estas mesmas sementes foram tratadas com produto biolégico, quimico e
combinacdes de doses entre eles. As interagdes entre presenca ou auséncia de indculo e
tratamentos foram significativas para todas as varidveis observadas no teste de germinacdo,
exceto para sementes mortas. Observa-se que, para a primeira contagem de germinagao, todos
os tratamentos com inoculacdo foram superiores aos sem inoculacdo, exceto na combinagdo
com 100% da dose dos dois produtos, onde os resultados se inverteram. Este fato pode ter

ocorrido devido a metodologia de inoculagdo, onde as sementes, apds o contato com a cultura
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fingica, em meio BDA, ainda permaneceram 72 horas em ambiente de laboratério antes da
semeadura, o que ndo ocorreu com as sementes ndo-inoculadas que apenas ficaram em
contato com o meio BDA, por 24 horas, e foram imediatamente semeadas.

Entre as sementes inoculadas, o tratamento que combinaram produto bioldégico e
quimico com 100% da dose utilizada obtive média inferior de vigor; ja entre as sementes ndo-

inoculadas o tratamento bioldgico foi o que demonstrou o pior resultado para esta varidvel.

Tabela 11 - Resultados médios (%) do teste de germinagcdo de sementes de cedro inoculadas
(I) e ndo-inoculadas (NI) com Rhizoctonia sp. apds diferentes tratamentos das

sementes.
Tratamentos
Variavel Inéoculo
Teste  Biolégico Quimico 100% A+C 50% A+C

PCG | 75 Aa 74 Aa 77 Aa 46 Ab 69 Aab
CV (%): 17,9 NI 35 Bab 27 Bb 34 Bab 56 Aa 29 Bab
Plantulas Normais | 79 Aa 80 Aa 80 Aa 69 Ba 77 Aa
CV (%): 9.8 NI 82 Aa 82 Aa 82 Aa 93 Aa 88 Aa

Plantulas Anormais 1 6 Aa 4 Aa 2 Ba 9 Aa 5Aa
CV (%): 40,5 NI 9 Aab 7 Aab 16 Aa 3 Ab 10 Aab
Sementes Duras | 2 Ab 2 Bb 10 Aa 9 Aa 11 Aa

CV (%): 45,6 NI 0 Ab 7 Aa 0 Bb 2 Bab 0 Bb

* Médias seguidas por mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: Teste: Testemunha; Biol6gico: Agrotrich Plus® (250 g/100 kg
de sementes);Quimico: Captan (180 g/ 100 kg sementes); 100% A+C: 100% da dose de Agrotrich
Plus®+Captan; 50% A+C: 50% da dose de Agrotrich Plus®+Captan; PCG: primeira contagem de germinagao.

Ainda na Tabela 11, para a varidvel germinacdo, representada pela percentagem de
plantulas normais, ndo houve diferencas entre as sementes inoculadas e ndo-inoculadas,
exceto para o tratamento com 100% da dose do produto bioldogico e quimico, onde as
sementes ndo-inoculadas apresentaram resultados superiores. Dentro das sementes inoculadas
e ndo-inoculadas a germinacdo foi estatisticamente igual para todos os tratamentos.

No tratamento quimico, as sementes ndo-inoculadas apresentaram maiores
percentagens de plantulas anormais, sendo que, para os outros tratamentos, ndo houve
diferenca entre a inoculagdo e ndo-inoculagdo de sementes. Para a varidvel sementes duras, os

tratamentos quimico, 50% A+C e testemunha mantiveram a varidvel nula nas sementes nio-
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inoculadas.

Analisando os resultados do teste de germinagao, nao foi possivel estabelecer o melhor
tratamento. Além disso, a inoculacio de Rhizoctonia sp. ndo afetou a germinacdo de sementes,
como era de se esperar, ja que este fungo ndo € responsavel pela deterioracao de sementes e,
sim, por doengas futuras em mudas e plantas adultas.

Avaliagdes de plantulas, através de algumas varidveis de vigor, também foram
realizadas (Tabela 12) em sementes inoculadas e ndo-inoculadas. As interacdes entre presenca
ou auséncia de indculo (inoculacdo de Rhizoctonia sp. nas sementes) € Os tratamentos
utilizados foram significativos, ao nivel de 5%, para todas as varidveis analisadas.

Na primeira contagem de emergéncia, aos 14 dias (E14), as sementes inoculadas
tiveram resultados melhores, sendo que apenas no tratamento com 50%A+C ndo houve efeito
da inoculagdo. Mais uma vez, a maior emergéncia inicial ocorreu, provavelmente, a
metodologia adotada na inocula¢do, onde as sementes inoculadas tiveram 72 horas para
iniciar a embebicdo da umidade antes da semeadura. Avaliando somente os tratamentos,
separadamente, para sementes inoculadas e ndo inoculadas: para as primeiras nao houve
diferengas entre eles, porém, para as nao—inoculadas, os tratamentos com combinagdo entre
produtos biolégico e quimico, obtiveram resultados superiores, indicando que a mistura dos
tratamentos pode ser uma alternativa promissora para o tratamento de sementes, inclusive
reduzindo o uso de produtos sintéticos, ja que a dose reduzida (50% de cada) foi igualmente
promissora. O tratamento bioldgico foi estatisticamente igual aos dois tratamentos citados
anteriormente.

Na emergéncia final (E35), as diferencas entre tratamentos em sementes inoculadas e
nao-inoculadas ocorreram apenas nos tratamentos quimico e na combinacdo de 100% da dose
da mistura biologico+quimico, onde as sementes ndo-inoculadas apresentaram resultados
superiores. A maior eficiéncia de alguns tratamentos sobre as sementes sem inoculacdo de
Rhizoctonia sp. ocorre, pois, a alta densidade do in6culo pode estar afetando a emergéncia de
plantulas, causando tombamento de pré ou pds-emergéncia.

Ainda com relag@o a emergéncia final, para as sementes inoculadas, o tratamento com
metade da dose da combinacdo entre produtos biolégico e quimico foi o mais eficiente,
conseguindo elevar a emergéncia em 17% com relagdo a testemunha, resultado de sua
capacidade na reducdo do indculo. Todos os outros tratamentos, exceto a testemunha, foram
estatisticamente iguais a este. Para as ndo-inoculadas, o tratamento quimico foi superior,
porém os dois tratamentos com uso combinado de produtos ndo diferiram deste.

As sementes inoculadas tiveram comprimento de plantulas superior as nao-inoculadas
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na testemunha, no tratamento quimico e no tratamento 100% A+C; nos outros tratamentos,
todas foram estatisticamente iguais. Para as sementes inoculadas, ndo houve diferencgas entre
o comprimento de plantulas em nenhum dos quatro tratamentos e testemunha; ja para as nao-
inoculadas, os tratamentos com produto bioldgico e a combinacdo de 50% da dose combinada

apresentaram os melhores resultados para esta varidvel.

Tabela 12 - Avaliacdo da qualidade de mudas de cedro através das varidveis: emergéncia aos
14 dias (E14), emergéncia aos 35 dias (E35), comprimento de plantulas (CP),
massa verde (MV) e massa seca (MS). originadas de sementes inoculadas (I) e
nao-inoculadas (NI) com Rhizoctonia sp. apés diferentes tratamentos.

Variavel Inéeulo Tratamentos
Teste Bioldgico Quimico  100% A+C 50% A+C
E14 (%) I 53 Aa 67 Aa 66 Aa 68 Aa 60 Aa
CV (%): 15,4 NI 26 Bb 34 Bab 2Bb 47 Ba 52 Aa
E35 (%) I 69 Ab 73 Aab 70 Bab 75 Bab 86 Aa
CV (%): 8,7 NI 77 Abc 69 Ac 91 Aa 89 Aab 90 Aab
CP(cm/planta) I 8,89 Aa 9,66 Aa 8,94 Aa 9,15 Aa 9,30 Aa
CV (%): 8,2 NI 8,03 Bb 9,30 Aa 7,93 Bb 8,45 Bb 9,60 Aa
MV (g/planta) I 0,241 Aa 0,241 Aa 0,257 Aa 0,254 Aa 0,241 Aa
CV (%):3.8 NI 0,266 Aa 0,212Bbc 0,218 Bb 0,172 Bc 0,231 Aab
MS(g/planta) I 0,031 Bc 0,039 Aab 0,035 Abc 0,035 Abc 0,041 Aa

CV (%): 8.4 NI 0,040 Aa 0,033 Bb 0,030 Bb 0,021 Be 0,034 Bb

* Médias seguidas por mesma letra maidscula, na coluna, e mindscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: Teste: Testemunha; Biolégico: Agrotrich Plus® (250 g/100
kg de sementes); Quimico: Captan (180 g/ 100 kg sementes) 100% A+C: 100% da dose de Agrotrich
Plus®+Captan; 50% A+C: 50% da dose de Agrotrich Plus®+Captan.

Para a varidvel massa verde, expressa em g/plantula, as sementes inoculadas foram
superiores as ndo-inoculadas em todos os tratamentos, exceto na testemunha e em 50% A+C,
onde foram estatisticamente idénticas. Somente as sementes ndo-inoculadas tiveram
diferencas entre os tratamentos, onde a testemunha e o tratamento 50% de A+C foram
estatisticamente superiores. Para a massa seca, as sementes inoculadas foram superiores as
ndo-inoculadas, em todos os tratamentos, exceto na testemunha, onde os resultados se

inverteram. Para as sementes inoculadas, todos os tratamentos foram superiores a testemunha;
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para as ndo-inoculadas a testemunha foi superior, indicando que os tratamentos ndo foram
eficientes na qualidade de mudas, com relacdo a esta varidvel.

Luz (2003a) verificou efeitos benéficos na germinag¢do e no rendimento de grios de
trigo com a integracdo de controle biologico (a base de Paenibacillus macerans), com
controle quimico (Difenoconazole 15 FS), mesmo quando a dose destes produtos foi reduzida
pela metade. O mesmo foi verificado por Luz (2003b), porém com graos de milho e produtos
quimicos diferentes (fludioxonil + metalaxyl-M).

De maneira geral, os tratamentos que continham produto biolégico a base de
Trichoderma spp. obtiveram resultados superiores com relagdo ao vigor de plantulas. Este fato
pode estar relacionado com a fun¢do ja conhecida do Trichoderma spp. como promotor de
crescimento de plantas. Segundo Lucon (2009), esta promog¢do de crescimento esteve,
inicialmente, associada apenas ao controle de micro-organismos prejudiciais, presentes na
rizosfera. Porém, mais recentemente, relacionou-se esta caracteristica a producdo de
horménios ou a outros fatores de crescimento, ji que algumas linhagens deste antagonista
aumentam a superficie total do sistema radicular, possibilitando um maior acesso aos
elementos minerais nele presentes.

Os fungos encontrados associados as sementes de cedro, apds diferentes tratamentos,
estdo apresentados na Tabela 13. Nota-se a interacdo significativa entre a inoculacdo de
sementes € os tratamentos testados.

Colletotrichum sp. apareceu quase que, exclusivamente, nas sementes inoculadas com
Rhizoctonia sp., com maior incidéncia na testemunha, tendo 100% de controle com o
tratamento com 100% da dose de produtos combinados. Fusarium sp. obteve maiores
percentagens de ocorréncia nos tratamentos com combinac¢do de produto bioldgico e quimico,
0 que pode ter ocorrido, devido a eliminacdo de organismos antagonistas pelo tratamento.
Penicillium sp. foi eliminado pelos tratamentos quimico, combinagdo entre bioldgico e
quimico nas duas combinagdes testadas nas sementes inoculadas; paras as ndo-inoculadas este
fungo foi eliminado somente com a dose maxima combinada de produtos. As maiores
incidéncias de Phomopsis sp. foram encontradas nas sementes ndo-inoculadas com
Rhizoctonia sp., sendo que, somente o tratamento combinado (bioldgico + quimico) na dose
maxima erradicou este patégeno.

Rhizoctonia sp., como era de se esperar, foi mais frequente nas semente inoculadas e
nenhum tratamento conseguiu erradicd-lo, porém o tratamento com 100% da dose de ambos
os produtos testados foi o mais eficiente nesta redu¢do chegando a redugdo de 24%. Para as

sementes ndo-inoculadas, o tratamento biolégico e os dois combinados (bioldgico + quimico)
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erradicaram o patégeno (Rhizoctonia sp.) que estava infectando naturalmente as sementes.
Com relagdo as sementes sadias, a combinag¢do entre os produtos na dose maxima testada, foi
muito eficaz chegando a manter 65% e 48% das sementes sadias, na auséncia e presenga de

inoculagdo, respectivamente.

Tabela 13 - Incidéncia de fungos (%) associados a sementes de cedro inoculadas (I) e ndo-
inoculadas (NI) com Rhizoctonia sp. ap6s diferentes tratamentos das sementes.

Variavel Inéculo Tratamentos
Teste Biolégico Quimico 100% A+C 50% A+C

Colletotrichum spp. I 30 Aa 7 Acd 19 Aab 0Ad 16 Abc
CV (%): 33,7 NI 0 Bb 0 Bb 0 Bb 0 Ab 10 Aa
Fusarium spp. I 8 Ab 10 Aab 0Ac 0 Bc 19 Ba
CV (%): 27,7 NI 0Bb 0Bb 0 Ab 35 Aa 31 Aa

Penicillium spp. I 19 Ab 31 Aa 0 Bc 0Ac 0Ac

CV (%): 20,7 NI 11 Aa 12 Ba 8 Aa 0 Ab 1 Ab
Phomopsis spp. I 15 Ba 21 Ba 16 Ba 24 Aa 17 Ba
CV (%): 13,3 NI 31 Ab 52 Aa 28 Aa 0 Bc 33 Ab
Rhizoctonia spp. I 42 Aa 34 Aab 39 Aab 18 Ab 37 Aab

CV (%): 15,5 NI 15 Ba 0Bb 9 Ba 0Bb 0 Bb
Sementes Sadias I 0Ac 0 Bc 26 Bab 48 Ba 17 Ab
CV (%): 21,1 NI 0Ac 13 Ab 31 Ab 65 Aa 20 Ab

* Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: Teste: Testemunha; Bioldgico: Agrotrich Plus® (250 g/100 kg
de sementes); Quimico: Captan (180 g/ 100 kg sementes); 100% A+C: 100% da dose de Agrotrich
Plus®+Captan; 50% A+C: 50% da dose de Agrotrich Plus®+Captan.

Outros fungos também ocorreram, porém somente nas sementes ndo-inoculadas:
Pestalotia spp. nos tratamentos bioldgico, quimico e na testemunha, Aspergillus spp. no
biologico e na testemunha e Ascochyta spp., apenas na testemunha. Estes podem ter sido
eliminados pela competicdo com o fungo inoculado Rhizoctonia sp., j4 que ndo ocorreram
nem mesmo ha testemunha inoculada.

A comparacdo entre tratamento de sementes com produtos bioldgico e quimico é
frequentemente realizada em trabalhos com espécies agricolas. Entre os produtos biolégicos,

aqueles a base de Trichoderma spp., como o do presente estudo, t€ém sido os mais utilizados.
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Faria et al. (2003), avaliaram a eficiéncia dos tratamentos de sementes de algodoeiro com
alguns fungicidas e combinagdes entre eles, comparando-os com Trichoderma harzianum, na
germinagdo, no vigor das sementes e na promocao de crescimento das plantulas, e verificaram
efeitos satisfatérios do tratamento bioldgico, sendo tdo eficiente quanto os quimicos.

O uso combinado de produtos bioldgicos, sejam eles a base de fungos ou bactérias,
com produtos quimicos vem sendo testado e apresentado como uma nova visao de controle e
manejo de doencas, porém trabalhos nesta linha de pesquisa sdo escassos. Alguns trabalhos
tétm demonstrado o éxito destes tratamentos, especialmente entre espécies agricolas. Luz
(2003a) testou o efeito da combinacdo dos controles bioldgico, a base de Paenibacillus
macerans, com controle quimico no tratamento de semente de trigo (Triticum aestivum) e
constatou a reducdo de alguns patégenos nas sementes, tais como (Fusarium graminearum,
Bipolaris sorokiniana, Drechslera tritici-repentis e Aspergillus spp., com a combinacao dos
tratamentos). Howell (1997) encontrou resultados positivos da combina¢do de fungicidas e
produto bioldgico a base de Trichoderma virens no tratamento de sementes de algodao
(Gossypium hirsutum). Luz (2003b) testou o efeito da combinacdo dos controles bioldgico, a
base de Paenibacillus macerans, com controle quimico no tratamento de semente de milho
(Zea mays) os quais eliminaram por completo todos os patégenos da semente de milho; o
autor ainda destaca que este tipo de combinagdo auxilia na reducao do uso de fungicidas, para
alcancar a agricultura sustentdvel e proteger o ambiente. Para espécies florestais, t€ém-se o
exemplo de trabalho realizado por Silva et al. (2003) com tratamento de sementes de paineira
- Chorisia speciosa (Ceiba speciosa), combinando produto biolégico a base de Bacillus
subtilis com diferentes fungicidas em doses variadas, no qual verificou-se menor percentual
de micro-organismos nas sementes tratadas com a mistura de dois fungicidas mais o produto
biologico.

Ainda, segundo Luz (2003a), uma vantagem da interacdo de um fungicida com um
antagonista parece ser o controle inicial de patégenos pelo fungicida e a habilidade do
antagonista de desenvolver e persistir nas raizes, reduzindo a infec¢do dos patégenos; mais
tarde, no desenvolvimento de plantas, também, esta pratica integrada de controle pode atrasar

o desenvolvimento de resisténcia dos patégenos ao fungicida.



5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, pode-se chegar as seguintes
conclusodes:

- Todos os testes utilizados sdo eficientes para diferenciar as procedéncias de sementes
de cedro em niveis de vigor;

- Ambos os testes de sanidade, papel-filtro e meio batata-dextrose-dgar, sao adequados
para a realizacdo de detec¢ao de fungos em sementes de cedro;

- Fusarium sp. e Rhizoctonia sp. sdo transmitidos para as plantulas via sementes,
causando problemas radiculares e tombamento de plantulas;

- Rhizoctonia sp. é patogénico para cedro, causando manchas ou queima nos
cotilédones e primeiras folhas verdadeiras, apodrecimento do colo, seguido de tombamento da
plantula pela associacao do patégeno com as raizes;

- O tratamento com calor seco e o tratamento a base de extrato de alho sdo eficientes
no controle de micro-organismos em semente de cedro, sem prejuizos ao vigor destas;

- O tratamento com combinac¢do de produto bioldgico a base de Trichoderma spp. e
produto quimico apresenta-se como uma alternativa vidvel e promissora para o controle de

Rhizoctonia spp., associado a sementes de cedro.
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Teor de agua
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 133.8455 26.7691 9,15 0.00034
Residuo 18 52.6759 2.9264
Total 23 186.5214
Primeira contagem de germinacio
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 2140,7049 428,1409 34,62 0,00001
Residuo 18 222,6035 12,3668
Total 23 2363,3085
Plantulas Normais
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 1358.8961 271.7792 14.56 0.00005
Residuo 18 336.0662 18.6703
Total 23 1694.9624
Plantulas Anormais
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 263.5339 52.7067 3,38 0.02486
Residuo 18 280.7720 15.5984
Total 23 544.3059
Sementes Duras
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 755.0023 151.0005 9.90 0.00024
Residuo 18 274.4170 15.2454
Total 23 1029.4194
Sementes Mortas
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 1624.5834 3249167 9,66 0.00026
Residuo 18 605.6019 33.6445
Total 23 2230.1853

APENDICE 1 - Quadro de anélise de variancia para as varidveis teor de dgua, e varidveis do
teste de germinagdo: vigor, plantulas normais, plantulas anormais, sementes
duras e sementes mortas.

Causas da variagcao GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 29117.5794 5823.5159 305.78 0,00001
Tempos de envelhecimento 4 16329.9975 4082.4994 214,36 0,00001
Procedéncias x tempos 20 7091.3872 354.5693 18,62  0,00001
Residuo 90 1714.0159 19.0446
Total 119  54252.9802

APENDICE 2 — Quadro de anélise de varidncia do teste de envelhecimento acelerado em

sementes de cedro.
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Emergéncia aos 14 dias (E14)
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 2508.2190 501.6438 11.57 0.00012
Residuo 18 780.5989 43.3666
Total 23 3288.8179
Emergéncia aos 35 dias (E35)
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 4648.0108 929.6021 22.45 0.00001
Residuo 18 745.4404 41.4133
Total 23 5393.4512
Comprimento de plantulas (CP)
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 32.6181 6.5236 10.38 0.00019
Residuo 18 11.3054 0.6280
Total 23 43.9235
Massa Verde de plantulas (MV)
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 0.2216 0.0443 17.68 0.00002
Residuo 18 0.0451 0.0025
Total 23 0.2667
Massa Seca de plantulas (MF)
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 0.0069 0.0014 40.32 0.00001
Residuo 18 0.0006 0.00003
Total 23 0.0075

APENDICE 3 — Quadro de anélise de variancia do vigor de plantulas de cedro originadas de
seis procedéncias.
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Ascochyta sp.
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 4287.5039 857.5007 26.55 0,00001
Residuo 18 581.2255 32.2903
Total 23 4868.7294
Colletotrichum sp.
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 2314.9283 462.9856 12,21 0.00004
Residuo 18 547.8613 30.4367
Total 23 2862.7896
Fusarium sp.
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 5221.4138 1044.2827 57.46 0,00001
Residuo 18 327.1067 18.1725
Total 23 5548.5205
Penicillium sp.
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 3557.3258 711.4651 30,57 0.00001
Residuo 18 418.8587 23.2699
Total 23 3976.1846
Pestalotia sp.
Causas da variagdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 2717.2890 543.4578 5,64 0.00297
Residuo 18 1734.0849 96.3380
Total 23 4451.3739
Phomopsis sp.
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 3556.3483 711.2696 22,54 0.00001
Residuo 18 567.9607 31.5533
Total 23 4124.3090
Rhizoctonia sp.
Causas da variagdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 3679.8910 735.9782 42,24 0.00001
Residuo 18 280.4360 15.5797
Total 23 3960.3270

APENDICE 4 — Quadro de andlise de varidncia do teste de deteccdo em papel-filtro em
sementes de cedro.
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Aspergillus sp.
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 1209.0597 241.8119 13,40 0.00007
Residuo 18 325.1627 18.0645
Total 23 1534.2224
Penicillium sp.
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 2240.3350 448.0670 6,99 0.00113
Residuo 18 1154.1911 64.1217
Total 23 3394.5261
Pestalotia sp.
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 3745.2732 749.0546 17,50 0.00002
Residuo 18 770.2371 42.7909
Total 23 4515.51
Phomopsis sp.
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 2581.6500 516.3300 8,12 0.00057
Residuo 18 1143.9563 63.5531
Total 23 3725.6063
Rhizoctonia sp.
Causas da variagdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 4884.6065 976.9213 13,43 0.00006
Residuo 18 1309.2372 72.7354
Total 23 6193.8437
Rhizopus sp.
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 1022.6474 204.5294 7,33 0.00091
Residuo 18 502.2468 27.9026
Total 23 1524.8943
Trichoderma sp.
Causas da variagdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 1326.1432 265.2286 19,40 0.00002
Residuo 18 246.0979 13.6721
Total 23 1572.2412

APENDICE 5 - Quadro de andlise de variancia do teste de detec¢do em meio BDA em
sementes de cedro.
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Sementes Nao-Germinadas (SNG)
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 2739.1330 547.8266 17,60 0.00002
Residuo 18 560.2663 31.1259
Total 23 3299.3993
Plantulas Normais (PN)
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 2748.5674 549.7134 17,08 0.00002
Residuo 18 579.2039 32.1780
Total 23 3327.7714
Plantulas Sintomaticas (PS)
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 1063.4104 212.6820 7,99 0.00062
Residuo 18 479.0397 26.6133
Total 23 1542.4501
APENDICE 6 — Quadro de andlise de varidncia do teste de transmissio de fungos em

sementes de cedro.

Fusarium sp.
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 10312.0893 2062.4178 7,89 0.00065
Residuo 18 4701.9887 261.2215
Total 23 15014.0781
Penicillium sp.
Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Procedéncias 5 2433.2330 486.6466 20.68 0.00001
Residuo 18 423.6051 23.5336
Total 23 2856.8382
Phomopsis sp.
Causas da variagdo  GL SQ oM F Prob.>F
Procedéncias 5 2006.3714 401.2743 8.97 0.00037
Residuo 18 805.2935 44.7385
Total 23 2811.6649
APENDICE 7 — Quadro de andlise de varidncia do teste de transmissdo de fungos em

sementes de cedro considerando somente os fungos encontrados nas

sementes nao-germinadas.

Emergéncia
Causas da variacdo  GL SQ oM F Prob.>F
Isolados 4 126.4583 31.6145 1.54 0.24013
Residuo 15 307.5865 20.5057
Total 19 434.0448
Plantulas Sintomaticas (PS)

Causas da variacdo  GL SQ QM F Prob.>F
Isolados 4 813.6445 203.4111 12,38 0.00025
Residuo 15 246.5058 16.4337

Total 19 1060.1503
APENDICE 8 - Quadro de andlise de variancia do teste de patogenicidade de fungos

associados a sementes de cedro.
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Primeira Contagem de Germinacio
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 5602.4720 1400.6180 16,08  0.00001
Procedéncias 2 812.8749 406.4374 4,66 0.01419
Tratamentos x Procedéncias 8 3904.0866 488.0108 5,60 0.00015
Residuo 45  3918.7540 87.0834
Total 59 14238.1875
Plantulas Normais
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 1118.2108 279.5527 8,00 0.00015
Procedéncias 2 1295.9813 647.9906 18,55 0.00002
Tratamentos x Procedéncias 8 1164.3654 145.5456 4,17 0.00111
Residuo 45 571.9699 34.9326
Total 59 5150.5276
Plantulas Anormais
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 172.1839 43.0459 1,67 0.17162
Procedéncias 2 336.3017 168.1509 6,54  0.00354
Tratamentos x Procedéncias 8 1412.7750 176.5969 6,87  0.00004
Residuo 45  1156.8156 25.7070
Total 59 3078.0764
Sementes Duras
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 596.0336 149.0084 2,24 0.07866
Procedéncias 2 906.9119 453.4559 6,82  0.00293
Tratamentos x Procedéncias 8 1292.8044 161.6005 2,43 0.02792
Residuo 45  2991.5627 66.4791
Total 59  5787.3127
Sementes Mortas
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 1796.6141 449.1535 9,32  0.00006
Procedéncias 2 673.7428 336.8714 6,99  0.00262
Tratamentos x Procedéncias 8 939.7644 117.4705 2,44  0.02751
Residuo 45  2168.1505 48.1811
Total 59  5578.2719

APENDICE 9 — Quadro de andlise de variancia da germinag@o apds tratamentos de sementes
de cedro.
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APENDICE 10 — Tabela de resultados médios (%) do teste de germinacdo de sementes de
cedro para trés procedéncias ap0ds diferentes tratamentos de sementes.

. . Tratamentos
Variavel Procedéncias

Testemunha Fisico Extrato  Bioldgico Quimico

SM 8 Bb* 51 Aa 44 Aa 15 Ab 42 Aa

oV ::7(:)?25,3 CAZUL 35 Abc 67 Aa 63 Aab 27 Ac 34 Abc
IRATI 31 Aa 17 Bb 56 Aa 15 Ab 46 Aa

Plantulas SM 71 Aab 68 Ab 85 Aa 87 Aa 80 Aab
Normais CAZUL 85 Aa 76 Aa 90 Aa 82 Aa 82 Aa
CV (%): 9,6 IRATI 66 Bab 49 Bc 73 Ba 55 Bbc 71 Aab
Plantulas SM 12 Aa 6 Aab 7,0 Aa 7,0 Ba 1,0 Bb
Anormais CAZUL 7,0 Aa 8 Aa 7,0 Aa 7,0 Ba 16 Aa
CV (%): 30,9 IRATI 15 Abc 6 Ac 8,0 Ac 20 Aa 19 Aab

* Médias seguidas por mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; CAZUL: Cerro Azul-PR; IRATT: Irati-
SC; Fisico: estufa a 70°C por 48 h; Extrato: extrato de alho; Bioldgico: Agrotrich Plus ® (250 g/100 kg de
sementes); Quimico: Captan (180 g/ 100 kg sementes); PCG: Primeira Contagem de Germinagao.

Emergéncia aos 14 dias (E14)

Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 8065.1583 2016.2896  41.25 0.00001
Procedéncias 2 3023.4935 1511.7467 3092 0.00001

Tratamentos x Procedéncias 8 1581.2583 197.6573 4.04 0.00136
Residuo 45  2199.5707 48.8793
Total 59 14869.4809
Emergéncia aos 35 dias (E35)

Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 531.2839 132.8209 2.50  0.05487
Procedéncias 2 3839.3729 1919.6864  36.15 0.00001

Tratamentos x Procedéncias 8 2062.8860 257.8607 4.85 0.00040
Residuo 45  2389.3599 53.0968
Total 59  8822.9028
Comprimento de plantulas (CP)

Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 11.1976 2.7993 16.28  0.00001
Procedéncias 2 28.2887 14.1444 82.29  0.00001

Tratamentos x Procedéncias 8 8.8451 1.1056 6.43 0.00006
Residuo 45 7.7346 0.1718
Total 59 56.0661

APENDICE 11 - Quadro de andlise de variancia do vigor de plantulas de cedro apds
tratamentos de sementes.
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APENDICE 12 — Tabela de avaliagio da qualidade de mudas de cedro de trés procedéncias
apos diferentes tratamentos das sementes.

Tratamentos
Variavel Procedéncias
Teste Fisico Extrato  Bioldgico Quimico
SM 8 Bab* 20 Ba 10 Ba 15 Ba 1 Ab
E14 (%)
CAZUL 26 Ac 62 Aa 54 Aab 34 Abc 2 Ad
CV (%): 26,3
IRATI 39 Aa 36 Ba 36 ABa 39 Aa 2 Ab
SM 73 ABab 63 Bb 69 Bab 88 Aa 64 Bb
E35 (%)
CAZUL 83 Aab 86 Aa 91 Aa 69 Bb 91 Aa
CV (%): 12,4
IRATI 56 Bab 50 Bab 66 Ba 39 Cb 71 Ba
CcP SM 7,07 Ba 7,16 Ba 7,24 Ca 6,84 Ba 7,14 Ba
(cm/plantula) CAZUL 8,47 Abc 9.03 Ab 10,22 Aa 8,17 Ac 7,93 Ac
CV (%): 5,2 IRATI 8,22Aab  7,52Bbc  8,82Ba  7,33Bc 8,43 Aa

* Médias seguidas por mesma letra maidscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Em que: SM: Santa Maria-RS; CAZUL: Cerro Azul-PR; IRATT: Irati-
SC; Teste: Testemunha; Fisico: estufa a 70°C por 48 h; Extrato: extrato de alho; Bioldgico: Agrotrich Plus® (250
g/100 kg de sementes); Quimico: Captan (180 g/ 100 kg sementes).
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Aspergillus sp.

Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 23491.0954 5872.7738 183.46 0.00001
Procedéncias 2 379.5926 189.7963 593  0.00544

Tratamentos x Procedéncias 8 1949.6374 243.7046 7.61 0.00002
Residuo 45  1440.4592 32.0102
Total 59 27260.7848
Penicillium sp.

Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 843.4784 210.8696 7.54  0.00022
Procedéncias 2 16.5184 8.2592 0.29  0.74980

Tratamentos X Procedéncias 8 1811.6043 226.4505 8.09 0.00001
Residuo 45  1258.5902 27.9686
Total 59  3930.1916
Phomopsis sp.

Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 6903.0625 1725.7656  126.31 0.00001
Procedéncias 2 1006.2046 503.1023 36.82 0.00001

Tratamentos x Procedéncias 8 1259.5712 157.4464 11.52  0.00001
Residuo 45 614.8267 13.6628
Total 59 9783.6651
Rhizoctonia sp.

Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 1234.4530 308.6132 26.08  0.00001
Procedéncias 2 99.0633 49.5316 4.19  0.02099

Tratamentos x Procedéncias 8 519.0269 64.8783 5.48 0.00017
Residuo 45 532.5171 11.8337
Total 59  2385.0604
Sementes Sadias

Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Tratamentos 4 23638.0426  5909.5106 213.62 0.00001
Procedéncias 2 329.2635 164.6317 595 0.00536

Tratamentos x Procedéncias 8 2246.9343 280.8667 10.15 0.00001
Residuo 45  1244.8662 27.6636
Total 59 27459.1067

APENDICE 13 — Quadro de andlise de variancia da sanidade de sementes de cedro apos
tratamentos de sementes.
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Primeira Contagem de Germinacio
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 3747.8832 3747.8832 5473  0.00001
Tratamentos 4 95.1523 23.7880 0.35 0.84442
Inéculo x Tratamentos 4 1692.1296 423.0324 6.18 0.00122
Residuo 30  2054.3698 68.4790
Total 39  7589.5350
Plantulas Normais
Causas da variacdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 618.3998 618.3998 1542 0.00073
Tratamentos 4 13.3756 3.3439 0.083 0.98393
Inéculo x Tratamentos 4 894.5735 223.6433 5.57 0.00207
Residuo 30 1203.1471 40.1049
Total 39  2729.4961
Plantulas Anormais
Causas da variacdo GL SQ QM F Prob.>F
In6culo 1 289.5155 289.5155 9.21 0.00510
Tratamentos 4 89.1089 22.2772 0.71 0.59494
Inéculo x Tratamentos 4 684.6517 171.1629 5.44 0.00234
Residuo 30 943.3694 31.4456
Total 39  2006.6456
Sementes Duras
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 974.7572 974.7572 33.37 0.00003
Tratamentos 4 276.4410 69.1102 2,37 0.07451
Inéculo x Tratamentos 4 1049.6428 262.4107 8,98 0.00017
Residuo 30 876.3060 29.2102
Total 39
Sementes Mortas
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 1074.8779 1074.8779 1791 0.00039
Tratamentos 4 477.9830 119.4957 1.99  0.12058
Inéculo x Tratamentos 4 316.0795 79.0199 1.32 0.28579
Residuo 30 1800.4741 60.0158
Total 39  3669.4147

APENDICE 14 — Quadro de andlise de varidncia da germinacio de sementes de cedro
inoculadas e ndo-inoculadas com Rhizoctonia sp. apds tratamentos de
sementes.
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Emergéncia 14 dias (E14)
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 4198.6659 4198.6659  98.47 0.00001
Tratamentos 4 2104.9514 526.2378 12.34  0.00003
Inéculo x Tratamentos 4 2247.8307 561.9576 13.18  0.00002
Residuo 30 1279.2255 42.6408
Total 39  9830.6736
Emergéncia 14 dias (E35)
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 463.9198 463.9198 14.99  0.00082
Tratamentos 4 858.4610 214.6152 6.94  0.00066
Inéculo x Tratamentos 4 499.3089 124.8272 4.04 0.00988
Residuo 30 928.0681 30.9356
Total 39  2749.7580
Comprimento de plantulas (CP)
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 2.1715 2.1715 18.81  0.00032
Tratamentos 4 7.7213 1.9303 16.72  0.00001
Inéculo x Tratamentos 4 2.6368 0.6592 5.71 0.00184
Residuo 30 3.4643 0.1155
Total 39 15.9940
Massa Verde (MV)
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 0.0074 0.0074 19.79  0.00026
Tratamentos 4 0.0079 0.0019 5.36  0.00253
Inéculo x Tratamentos 4 0.0124 0.0031 8.36  0.00024
Residuo 30 0.0111 0.0003
Total 39 0.0389
Massa Seca (MS)
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 0.0003 0.0003 30.47 0.00004
Tratamentos 4 0.0005 0.0001 14.01  0.00002
Inéculo x Tratamentos 4 0.0006 0.0001 18.05 0.00001
Residuo 30 0.0002 0.0000
Total 39 0.0016

APENDICE 15 — Quadro de andlise de variancia do vigor de plantulas de originadas de
sementes inoculadas e ndo-inoculadas com Rhizoctonia sp. apos
diferentes tratamentos de sementes.
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Colletotrichum sp.
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 1586.5746 1586.5746  68.31  0.00001
Tratamentos 4 1230.3396 307.5849 13.24  0.00002
Inéculo x Tratamentos 4 999.5866 249.8967 10.76  0.00006
Residuo 30 696.7149 23.2238
Total 39  4513.2158
Fusarium sp.
Causas da variacdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 103.4867 103.4867 541  0.02544
Tratamentos 4 2890.4039 722.6010 37.78  0.00001
Inéculo x Tratamentos 4 2348.3285 587.0821 30.70  0.00001
Residuo 30 573.7639 19.1254
Total 39  5915.9832
Penicillium sp.
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 27.6530 27.6530 3.06 0.08670
Tratamentos 4 2934.7483 733.6870 81.33  0.00001
Inéculo x Tratamentos 4 667.7650 166.9412 18.51  0.00001
Residuo 30 270.6330 9.0211
Total 39 3900.7994
Phomopsis sp.
Causas da variagao GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 264.2480 264.2480 19.00 0.00031
Tratamentos 4 1494.0124 373.5031 26.86  0.00001
In6culo x Tratamentos 4 2191.1927 547.7982 39.40  0.00001
Residuo 30  417.1257 13.9042
Total 39  4366.5790
Rhizoctonia sp.
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 6463.5753 6463.5753 464.69 0.00001
Tratamentos 4 917.4326 229.3581 16.49  0.00001
In6éculo x Tratamentos 4 260.4339 65.1085 4.68  0.00494
Residuo 30 417.2797 13.9093
Total 39  8058.7215
Sementes sadias
Causas da variagdo GL SQ QM F Prob.>F
Inéculo 1 326.0283 326.0283 11.95 0.00198
Tratamentos 4 9292.9361 2323.2340  85.17  0.00001
Inéculo x Tratamentos 4 227.3967 56.8492 2.08 0.10699
Residuo 30 818.3529 27.2784
Total 39 10664.7140

APENDICE 16 — Quadro de anadlise de variancia da sanidade de sementes de cedro inoculadas
e ndo-inoculadas com Rhizoctonia sp. apds diferentes tratamentos de
sementes.
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APENDICE 17 — Testes de qualidade fisiolégica. Montagem do teste de envelhecimento
acelerado (A); plantulas de cedro com 35 dias (B); medicao de
comprimento de plantula (C).

. b = et Al
APENDICE 19 — Teste de transmissdo em sementes de cedro. Montagem do teste (A);
emergéncia de plantulas aos 14 dias (B); sintoma de tombamento causado

por Rhizoctonia sp. (C); plantula infectada por Fusarium sp.
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APENDICE 20 — Isolado de Rhizoctonia sp. em meio BDA com quatro dias de incubagio

(A); isolado de Rhizoctonia sp. utilizado no teste de patogenicidade
considerado patogénico (B); inoculacdo dos isolados em sementes de cedro
(C); montagem dos testes de patogenicidade (D); sintoma de
apodrecimento de colo em plantula de cedro causado por Rhizoctonia sp.
(E) hifa de Rhizoctonia sp. vista com aumento de 40x (F) e 20 x (G).
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APENDICE 21 — Descrigio dos produtos comerciais utilizados no tratamento de sementes

AGROTRICH PLUS® € um produto bioldgico a base do fungo Trichoderma spp. na
quantidade de 10® UFCs g de produto e farinha de arroz gsp 1,0 kg, na forma de pé seco
solivel altamente concentrado para o tratamento de sementes ou pulverizacdo. Este € eficaz
para prevencao de vdrios fungos e doengas de solo como Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotinia,
Verticilium, Roselinea, Phytophtora, Pythium, Phomopsis. Pode ser aplicado via substrato (2
g kg'1 de substrato), via semente (200 a 250 g ha'misturado as sementes), via adubo (2 kg ha’
! misturado ao adubo) e via solo (2 g m” incorporados superficialmente) e é recomendado
para as culturas de soja, trigo, feijdo, café, batata, tomate, pimentdo e demais hortaligas.
Informagdes adquiridas no rétulo do produto.

CAPTAN 500 PM € um fungicida nao-sist€émico na forma de pé molhdvel para a
aplicacdo em sementes. A dose recomendada para a cultura de soja é de 180 g/ kg de

sementes. Informagdes adquiridas no rétulo do produto.



