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Diferenca comparativa de métodos de deteccao
de patégenos em sementes de Bauhinia forficata

Comparative difference of pathogen detection methods in
Bauhinia forficata seeds

RESUMO

As espécies florestais ainda sdo pouco pesquisadas, dentro dos problemas fitossanitarios o
acometimento por doengas é uma das principais causas de perdas produtivas em geral. O
trabalho utilizou 8 tratamentos instalados em caixas gerbox e em placas de petri. Os
tratamentos foram: Blotter test com desinfestacdo (7 el15 dias de incubacdo), Blotter test
sem desinfestacdo (7 e 15 d de incubacgdo), Blotter test restri¢do hidrica (15d de incubagdo),
meio B.D.A (7 e 15d de incubag¢do) e meio B.D.A C com restri¢do hidrica (15d de incubacdo).
Nos tratamentos com sanitizagdo utilizou-se hipoclorito de sédio 1% por 1min e apds a
incubagdo em B.0.D. foram levantados os fungos presentes com a utilizagdo de lupa e
microscopio. Os dados obtidos foram processados pelo programa ASSISTAT BETA
organizados em delineamento DIC a 5% em Kruskall-Wallison onde concluiu-se que para B.
forficata o método mais adequado foi Blotter test quinze dias de incubagdo com restricdo
hidrica. O objetivo do presente trabalho foi identificar a metodologia e o tempo de incubagdo
mais adequado para a quantificagdo de patdgenos em sementes de B. forficata.

PALAVRAS-CHAVE: Sementes Nativas. Ecologia. Fitopatologia.

ABSTRACT

As forest species are still poorly researched, phytosanitary problems or disease is one of the
main causes of productive injuries in general. The work used 8 devices installed in gerbox
boxes and petri dishes. The procedures were: disinfestation blotter test (7 and 15 days
incubation), non-disinfestation blotter test (7 and 15 days incubation), water restricted
blotter test (15d incubation), BDA medium (7 and 15d incubation) and water-restricted BDA
C medium (15d incubation). In hygienic procedures we used 1% sodium hypochlorite for 1
minute and after incubation in B.O.D. were raised or with fungi present using a magnifying
glass and microscopy. The captured data were processed by the ASSISTAT BETA program
organized in the 5% DIC design in Kruskall-Wallison, where it was tested for B. forficata or
the most suitable method was the fifteen day Blotter test of incubation and previous
disinfestation. The objective of the present work was to identify the most appropriate
methodology and incubation time for the quantification of pathogens in seeds B. forficata.
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INTRODUGAO

Em viveiros florestais estipula-se que 90% das doengas sejam ocasionadas por
fungos (RESENDE et al., 2008) podendo ser evitadas, se utilizado o manejo correto.
A obtencdo de mudas de qualidade é o ponto chave para se produzir plantas
saudaveis, onde se pode colocar énfase em seu insumo primario as sementes que
devem possuir boa qualidade sanitdria, pois esta é potencial disseminadora
de patdgenos (SANTOS et al., 2015).

Santos et al. (2000) relataram que a ateng¢do ndo deve ser localizada somente
na semente, mesmo essa estando sadia e livre de patdgenos se for semeada em
substrato contaminado gera a contaminagao cruzada. Os infestantes que podem
Estar presentes causam deterioracdo na semente e morte precoce de plantulas
pds-emergéncia.

As espécies florestais apresentam grande variacdo no poder germinativo de
suas sementes devido a diversificacdo ecoldgica existente, bem como a morfologia
diversa das sementes e sanidade das mesmas (AMARAL et al., 1978)

No Brasil as normativas e instrucbes para a aplicacdo de testes que
quantificam qualidade nas sementes é trazida nas Regras para Analise
de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009) e o enfoque principal sdo as espécies
agricolas, assim, tendo baixa visibilidade para florestais nativas como a Bauhinia
forficata.

A pata-de-vaca é muito estudada devido as suas propriedades medicinais
(MARTINS et al., 2013, p.88). Seu potencial se destaca no sul do Brasil o uso em
grande demanda é feito por pessoas que necessitam de controle de hiperglicemia
(SALGUEIRO, et al., 2013, p.2). Pertencente a familia das Fabaceas ocorre nos
estados de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, sendo utilizada para lenha,
ornamentacdo e atualmente sendo inserida em locais de recuperacdo por seu
potencial de rapido desenvolvimento a campo. (SILVA et al., 2016).

O objetivo do presente trabalho é verificar qual o melhor método e o melhor
tempo de incubagdo para detecgdo de infestantes em testes de sanidade de
sementes de Bauhinia forficata.

MATERIAL E METODOS

As sementes de B. forficata foram coletadas no municipio de Dois Vizinhos/PR
e foram levadas ao Laboratério de Fitopatologia da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana onde foram contadas e separadas por lotes de 200 sementes.

Foram utilizados oito tratamentos englobando as metodologias e o teste de
sanidade e tempos diferentes de incubacdo — Blotter test, as sementes recebidas
no laboratério de fitopatologia da UTFPR foram destinadas aos testes, sendo
separados em dois lotes. Lote 1(um) foi mantido em cdmara do tipo BOD
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) com temperatura de 259C e fotoperiodo de 12
horas por sete dias, e o 2 (dois) as sementes foram mantidas nas mesmas
condig¢Bes por um periodo de 15 dias.

Blotter test - Teste do papel filtro

Utilizando os lotes, separou-se 200 sementes em 8 repeti¢des de 25 sementes
que foram alocadas.em caixas gprhnx de_modo que cadauma representava uma
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repeticdo. As sementes foram depositadas sob trés folhas de papel
filtro umedecidas com 7ml de 4gua destilada estéril.

Método do papel filtro com desinfestacdo

Para este método as sementes passaram por pré tratamento antes de
instalado o do teste de sanidade.

O tratamento consistiu na imersdao das mesmas em solucdo de hipoclorito de
sddio a 1% por um minuto, sendo colocadas em papel absorvente para secagem
das mesmas. Posteriormente, foram dispostas em caixas Gerbox, de acordo com a
separacdo das repeticdes. Apds disposicdo das mesmas, foi umedecido o papel
com 7ml de agua esterilizada, e mantidas em cdmara do tipo BOD (252C e 12 horas
de fotoperiodo) pelo periodo especifico em cada lote (7 e 15 dias).

Método de sanidade em meio de cultura

As sementes foram previamente tratadas com hipoclorito de sédio & 1% por
um minuto, e colocadas em papel absorvente para secagem. Apods a realizagdo do
tratamento, as sementes foram dispostas em placas de Petri® sob meio BDA
(Batata — Dextrose — Agar) ja solidificado. Posteriormente a sementes foram
mantidas em camara do tipo BOD com temperatura de 252C e fotoperiodo de 12
horas durante os periodos especificos para cada lote de sementes (7 e 15 dias).

Método de sanidade por restri¢cao hidrica:

As sementes foram distribuidas em dois testes, blotter test e meio BDA para o
nivel de -1Mpa NaCl (1,72g/150ml). Para o blotter test, foi pesado o papel filtro a
ser utilizado nas caixas Gerbox, sendo feita a correcdao para umedecer em 2,5 vezes
o peso do papel para cada gerbox.

Para o meio BDA, a concentragdo de NaCl pesada foi homogeneizada com o
meio de cultura durante o preparo. Nos dois testes, as sementes ficaram
armazenadas em BOD por 15 dias, em temperatura de 252C com fotoperiodo de
12 horas sendo posteriormente avaliados.

Todos os testes apds a montagem foram armazenadas a camara tipo B.O.D.
a temperatura 25°C e fotoperiodo de 12 horas (tabelal).

Tabelal. Organizagao dos tratamentos categorizado por metodologia.

Método Desinfestacdo Tempo Incubagdo
Blotter test-Papel filtro 5 7/15 25°C e 12/12h
Blotter test-Papel filtro c/s 7/15 25°C e 12/12h

com desinfestacido

Sanidade em meio de C 7/15 25°C e 12/12h
cultura
Blotter test-restricdo S 15 25°C e 12/12h
hidrica
Sanidade em restricdo S5 15 25°C e 12/12h

hidrica-1Mpa NaCl

S=Sem desinfestacdo; C = com desinfestacdo
Fonte: A autora (2019).

A avaliacdo foi realizada com auxilio de microscdpio estereoscépico (Lupa)
observando e identificando os patégenos a partir de suas estruturas de
desenvolvimento e reproducdo mais abundantes.
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Apds a tabulacdo dos dados foi realizada a analise estatistica no programa
Assistat Beta utilizando Kruskal-Wallis a nivel de 5% de probabilidade.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Apds a incubacdo pelo tempo determinado de cada tratamento foi realizada a
contagem e levantamento dos fungos presentes nas sementes alocando-os na

tabela 2.

Tabela 2. Incidéncia de fungos para B. forficata. Dois Vizinhos, (2019).

Métodos de deteccao
Fungos Blomer test Placas Petri®
7dias 15dias 7dias 15dias 15dias | 7dias 15dias 15 dias

S/D S/D C/D C/D RH C/D C/D RH
Alternaria sp. 25ah - - 7 ab 43 - - -
Aspergiilus sp. 05a - - 5ab 8ab 1a 4a 3ab
Aspergillus niger - - - - 1a - - 10 ab
Bactéria - - - - - 14 ab 6a 1a
Bipofaris sp. - - - - - - 05a 3ab
Botrytis sp. - - 15a 1a 2a 7ab - 5ab
Chaetomium sp. - 05a - - 4 ab 1a - -
Cylindrociadium - - - - - - - 4ab
Cladosporium sp. 2ah 4ab 3a - 2a - 2a 9ab
Colletotrichum sp. - - - - - - - 22 bb
Fusanum sp. 125h 35a 17b 17 ab 72b 3ab 75a 13ab
Giberela sp. - - - 1a - - - -
Penicillium sp. 2a 415b 8ab 26b 2a 19b 9a 13ab
Pestalotia sp. - - - - - - - 2ab
Phomopsis sp. - - - 1 3a - - -
Rhizoctonia sp. - dab - 1a 13ab 11ab 5a 1a
Rhizopus sp. 15ab 3a 8a 33b 27 ab - - 30ab
Stemphyiium s. - 1a - - - - - -
Verticillium sp. - - - - - 2ab - -

Percentagem de incidéncia seguidas de letras mindsculas na coluna diferem entre si, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis, ao nivel de 5% de probabilidade.
S/d"= Sem desinfestagdo: C/D = Com desinfestacdo de NaOC! 1%: R.H = Restricdo Hidrica de NaCl

Fonte: A autora (2019)

Para a primeira varidvel- Blotter test com sete dias de incubacdo e sem
desinfestacdo (SD) prévia das sementes, os fungos sobre as sementes foram dos
géneros Fusarium sp., Penicillium sp. Rhizopus sp., Alternaria sp., Cladosporium
sp. e Aspergillus sp.

Para a segunda variavel- Blotter test com quinze dias de incubagdo e sem
desinfestacdo prévia das sementes, observou-se a presenca dos fungos Fusarium
sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Chaetomium sp., Rhizoctonia sp., Stemphylium sp.
e Cladosporium sp. Sendo o mais expressivo o género Penicillium sp., com presenca
em 41% das sementes avaliadas. Os demais apresentaram ocorréncia abaixo de 8%.
Os géneros Aspergillus sp., Penicilium sp., Rhizopus sp. e Trichoderma sp. sao
comuns em sementes florestais, quando estas sdo levadas do campo diretamente
para o laboratério (PINA-RODRIGUES, VIEIRA, 1988).

O terceiro método de deteccdo — Blotter test com sete dias de incubacdo e
desinfestacdo prévia das sementes apresentou incidéncia dos fungos dos
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géneros Fusarium sp., Penicillium sp., Rhizopus sp., Cladosporium sp. e Botrytis sp.,
com percentagem de incidéncia de 17%, 8%, 8%, 3% e 1,5% respectivamente.

Santos et al. (2001) avaliaram sementes de Pata de Vaca em teste de papel
filtro utilizando desinfestagio de Alcool 70% por 30 segundos e NaOCl 1% por
dois minutos. A incubacdo foi realizada com luz fluorescente branca e os fungos
encontrados foram Penicillium sp. Cladosporium sp., Epicoccum sp., Phoma
sp., Fusarium sp., Alternaria sp., Pestalotia sp., Nigrospora sp., Lasiodiplodia sp.
e Chaetomium sp., assim observa-se a semelhancga nos resultados.

O quarto método de detecgdo — Blotter test com quinze dias de incubacgdo e
desinfestacdo prévia das sementes apresentou maior incidéncia dos géneros
Rhizopus sp. 33%, Penicillium sp. 26% e Fusarium sp. 17%. Os demais fungos
Alternaria sp., Aspergillus sp., Rhizoctonia sp., Phomopsis sp., Botrytis sp. e
Giberela sp. também encontrados apresentaram percentagem de incidéncia de
abaixo de 7%.

O quinto método de deteccao - Blotter test com restricao hidrica associado a
quinze dias de incubacdo apresentou incidéncia de Fusarium sp., Rhizopus sp. e
Rhizoctonia sp., com percentagens de 72%, 27% e 13% respectivamente, os demais
encontrados apresentaram incidéncia abaixo de 8%.

Martinelli-Seneme et al.(2004) utilizando a metodologia de papel filtro, com
desinfestacdo de NaOCI 2% por 5 min, 10 min e 20 min e Thiram (300ml por Kg de
semente) encontraram os fungos Aspergillus sp., Cladosporium sp., Colletotrichum
sp., Dendryphion sp., Diplodia sp., Fusarium moliniforme, Penicillium sp.,
Rhizoctonia solani e Rhizopus stolonife em sementes de Pata-de-vaca.

O sexto método de deteccdo - Placa de Petri® com quinze dias de incubagdo
e restricdo hidrica apresentou a incidéncia de doze fungos e uma bactéria. Com
maior percentagem de incidéncia Rhizopus sp (30%) seguido de Colletotrichum sp.
(22%), Fusarium sp. (13%) e Penicillium sp. (13%).

O sétimo método de detecgdo - Placa de Petri® com sete dias de incubagdo
e desinfestacdo prévia das sementes. Os fungos que mais apresentaram incidéncia
foram Penicillium sp. e Rhizoctonia sp. e Bactéria, com percentagens de 19%, 14%,
11% respectivamente.

O oitavo método de deteccdo - Placa de Petri® com quinze dias de incubacgao
e desinfestacdo prévia das sementes. Todos os fungos que incidiram apresentaram
percentagem de incidéncias menores que 10% nas sementes avaliadas. Os mais
presentes foram Penicillium sp., Fusarium sp., e Rhzoctonia sp.

Como observado na tabela 2 o tratamento que foi mais efetivo na detec¢do
de fungos para a espécie B. forficata foi o Blotter test quinze dias com restricdao
hidrica.

CONCLUSAO

A partir das informacdes obtidas pode-se concluir que as sementes
florestais ainda sdo negligenciadas e a B. forficata necessita de incubagdo de 15
dias para que se obtenha resultados com maior abrangencia deespécies levantadas,
sendo omelhor método o Blotter test.
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