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Resumo. A Acacia mearnsii tem grande importancia econdmica e representatividade no setor florestal. O objetivo do
presente estudo foi avaliar a qualidade fisioldgica e sanitaria de dois lotes de sementes de acacia-negra. As sementes
foram obtidas na Fepagro-Florestas e Mercosul sementes, respectivamente nos municipios de Santa Maria e ljui, no Rio
Grande do Sul. Para sanidade utilizou-se a deteccéo de fungos via batata-dextrose-agar (BDA) e substrato papel-filtro
(PF). Para cada teste foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes. A avaliagdo para ambos os testes de sanidade
foi realizada observando-se as estruturas fangicas, em microscopio estereoscopico e Optico. Para o teste de
germinagédo, foram utilizadas 200 sementes de cada amostra, divididas em oito repeticdes de 25 sementes cada, a
semeadura foi realizada em gerbox previamente desinfestadas com é&lcool 70% e hipoclorito de sédio a 1%, como
substrato utilizou-se duas folhas de papel-filtro esterilizadas e umedecidas com &gua destilada. Os fungos associados
as sementes independentemente do método, foram Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. O lote Mercosul,
apresentou maior niumero de sementes sadias no papel-filtro (97,5%) e BDA (86%). O fungo com maior incidéncia nos
dois métodos comparados (BDA e PF) foi Cladosporium sp. somente no lote da Fepagro. Para a germinacdo o lote
Mercosul apresentou 79,5% diferindo do lote da Fepagro que apresentou 26,5%.

Palavras-chave: Fungos. Sementes florestais. Acécia-negra.

Abstract. Acacia mearnsii has great economic importance and representation in the forestry sector. The aim of this
study was to evaluate the physiological and sanitary quality of two lots of black wattle seeds. The seeds were obtained in
Fepagro Forests and Mercosul seeds, respectively in the Santa Maria and ljui counties in the Rio Grande do Sul state.
For sanity used to detect fungus on potato-dextrose-agar (PDA) and substrate blotter-test (BT). For each test were four
replicates of 25 seeds, evaluation, for both health testing was performed observing the fungal structures in stereoscopic
and optical microscope. For the germination test, were used 200 seeds of each lot, divided into eight replicates of 25
seeds each, sowing was carried out in previously disinfected gerbox with 70% alcohol and sodium hypochlorite 1%, as
substrate was used two filter paper sheets sterilized and moistened with distilled water. Fungi associated with seeds
independent of utilized method were Penicillium sp., Cladosporium sp., Aspergillus sp. Mercosul’s lot, showed a greater
number of healthy seeds on blotter-test (97.5%) and PDA (86%). The fungus with the highest incidence in the two
methods compared (PDA and BT) was Cladosporium sp. in the Fepagro’s lot. For germination Mercosul’s lot showed
79.5% differing of Fepagro’s lot which showed 26.5%.

Keywords: Fungi. Forest seeds. Acécia-negra.

Introducéo Acécia-negra é uma espécie exotica do

Acacia mearnsii De Wild, pertence a familia  Brasil, adequada para arborizacdo de parques e
Fabaceae, é cultivada em escala comercial em jardins pelas caracteristicas ornamentais de sua
varios paises (Higa, 1992). E originaria da Australia, copa piramidal. Fonte eventual de tanino obtido da
tendo sido introduzida no estado do Rio Grande do casca, esta foi a razdo maior para a sua introducao

Sul, em 1928, no municipio de Estrela.
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e plantio em escala industrial no Rio Grande do Sul
(Lorenzi, 2003).

O rapido crescimento da acécia-negra,
associado ao aproveitamento integral da madeira,
torna essa espécie ideal para reflorestamento e
para utilizagdo industrial. Sua contribuicdo aos mais
variados segmentos econdmicos e industriais é
ampla, tanto pelo aproveitamento da casca para
extracdo do tanino, quanto pelo uso da madeira,
carvédo e lenha (Pisssinin et al., 2008). No Brasil, &
cultivada principalmente para producdo de tanino
(Santos et al.,, 2001), sendo o terceiro género
florestal mais plantado, sendo superada apenas por
Eucalyptus e Pinus.

A qualidade fisioldgica de sementes € de
extrema importancia para a realizacéo dos testes de
patogenicidade com os mais diversos métodos. Os
testes de sanidade s6 obterdo éxito se 0s mesmos
forem realizados com sementes de boa qualidade
fisioldgica, uma vez que, baixa germinacdo pode
mascarar os resultados do teste de patogenicidade.
Benetti et al. (2009), constatam que a baixa
gualidade das mudas de certas espécies florestais
nativas pode estar relacionada a problemas
fitossanitarios nas suas sementes, havendo assim
necessidade de deteccdo para posterior controle
desses patdgenos. Dados relacionados ao potencial
germinativo e incidéncia de fitopatégenos séo
importantes para nortear 0s Vviveiristas, sobre
estratégias de controle. Esses dados poderdo
indicar a qualidade fisiolégica e sanitaria das
sementes de acéicia-negra disponibilizada aos
produtores (Brasil, 2009).

Alguns testes sdo comumente utilizados
para conhecimento da qualidade fisiolégica e
sanitaria de sementes, tais como o teste de
germinacdo e vigor, e o teste de sanidade e de
transmissdo (Lazarotto, 2010). Em laboratérios e
viveiros florestais, a manifestacdo de doencas
causadas por fungos € comum, pois esses
organismos ocorrem em ambiente com umidade e
temperatura elevadas, normalmente encontradas
nesses locais, podendo ser o substrato, a agua, os
equipamentos ou as proprias sementes serem fonte
de contaminacado (Resende et al., 2008).

Segundo Peske et al. (2003), germinacao €
definida como emergéncia e o desenvolvimento das
estruturas essenciais do embrido, manifestando sua
capacidade de dar origem a uma plantula normal,
sob condi¢cdes de campo. O teste de germinacéo &
0 método aplicado para identificar a qualidade
fisiolégica de um lote de sementes, pois permite
avaliar o seu potencial germinativo e a viabilidade
sob condicdes favoraveis (Oliveira et al., 2008).

As sementes de espécies florestais podem
apresentar uma baixa porcentagem de germinagéo,
devido, principalmente, a presenca  de
microrganismos que podem interferir no processo
germinativo, causar anormalidades e lesdes nas
plantas (Oliveira, 2013). Os maiores problemas de
doencgas causados por fungos séo relatados durante
a germinacdo e a formacao de mudas em viveiro,
entre 0s géneros mais importantes, destaca-se

Fusarium sp., encontrado habitando o solo,
podendo colonizar frutos, ramos, folhas e
inflorescéncias (Tinoco, 2010).

As sementes s&o consideradas um dos
meios mais eficientes de disseminacdo e
transmissdo de patdgenos as plantas e isso
possibilita a introducdo de doencas nas areas de
cultivo. A associacdo do fungo com a semente
propicia a sobrevivéncia do patégeno por longos
periodos de tempo e o0s prejuizos vao desde o
apodrecimento das sementes, provocando falhas na
germinagdo, a podriddo de raizes causando morte
de pléntulas, ou posteriormente, o aparecimento de
manchas foliares, resultando em plantas mal
desenvolvidas e menos produtivas (Kruppa, 2008).

Santos et al. (2001), encontraram a
presenca de alguns fungos nas sementes de
acacia-negra: Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Graphium sp., Trichoderma sp. e uma levedura néo-
identificada. Segundo os autores, a principal
preocupacdo foi a presenca de Fusarium sp. e
Graphium sp. que estéo frequentemente associados
a gomose da acéacia-negra.

A avaliacdo do teste de sanidade pode ser
influenciada pela presenca de microrganismos que
colonizam superficialmente as sementes e, embora
sejam considerados de importancia secundaria,
dificultam ou impedem o desenvolvimento de fungos
potencialmente causadores de problemas ao
embrido e as plantulas. Isto se deve, em grande
parte, & presenca de sementes imaturas e/ou com
maturidade desuniforme ou com danos mecénicos
ou fisiolégicos, os quais podem favorecer a
penetracdo e o desenvolvimento de microrganismos
saproéfitos, que competirdo com os patégenos,
levando a resultados que ndo representam a
qualidade sanitaria da semente (Oliveira et al.,
2012).

O estado sanitdrio das sementes é de
fundamental importancia para se determinar a sua
gualidade e o potencial de germinacéo. Diante do
exposto, o objetivo do presente estudo é avaliar a
qualidade fisiolégica e sanitaria de diferentes lotes
de sementes de Acacia mearnsii.

Metodos

Os trabalhos foram conduzidos no
Laboratério de  Biotecnologia  Vegetal da
Universidade do Oeste de Santa Catarina campus
Xanxeré-SC, os lotes de sementes de Acacia
mearnsii foram obtidos na FEPAGRO - Centro de
Pesquisa em Florestas, localizada em Santa Maria-
RS e Mercosul sementes em ljui-RS. As sementes
ficaram armazenadas na geladeira do Laboratério
de Fitossanidade sob temperatura de 2 a 5° C.

Para determinagdo do grau de umidade,
foram utilizadas 100 sementes, divididas em quatro
repeticdes de 25. Estas foram colocadas em estufa
sob temperatura de 105° C (x3) durante 24 horas.
Os resultados foram expressos em percentagem
com base no peso Umido das sementes, conforme
as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).
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O grau de umidade foi determinado para cada um
dos dois lotes utilizados, separadamente.

Para a realizacdo do teste de deteccdo de
fungos em papelfiltro, foram utilizadas 200
sementes de cada amostra, divididas em oito
repeticdes de 25 (Figura 1B). As sementes foram
distribuidas em caixas de plastico transparente

(gerbox), previamente desinfestadas com solucéo
de hipoclorito de sodio (1%) e alcool (70%), forradas
com duas folhas de papel-filtro esterilizadas e
umedecidas com agua destilada esterilizada. O
material foi incubado a uma temperatura de 25° C (=
2), com fotoperiodo de 12 horas, por um periodo de
sete dias.
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Figura 1. Testes de sanidade realizados. A - Meio batata-dextrose-agar e B - Teste em papel-filtro.

Para a deteccdo em meio batata-dextrose-
agar (BDA), foram utilizadas 100 sementes de cada
lote, colocando-se 5 sementes por placa de Petri,
sendo uma repeticdo composta de duas placas. As
sementes foram previamente desinfestadas com
alcool (70%), solucao de hipoclorito de sédio (1%) e
depois lavadas com &gua destilada esterilizada
todas por 30 segundos. A desinfestagdo é
indispensavel, uma vez que o meio BDA é nutritivo
e favorece o desenvolvimento daqueles patégenos
externos a semente, interferindo nos resultados da
avaliacdo (Maciel et al., 2012).

As sementes foram plaqueadas em BDA (39
g de BDA concentrado/litro de agua) (Figura 1A).
Esses procedimentos foram realizados em cémara
de fluxo laminar, devidamente desinfestada visando
evitar os agentes contaminantes. O material foi
incubado a uma temperatura de 25° C (x 2), com
fotoperiodo de 12 horas, por sete dias.

A avaliagdo, para ambos os testes de
sanidade foi realizada observando-se as estruturas
fangicas, em microscopio estereoscopico, onde as
sementes foram observadas individualmente.
Quando encontrada alguma estrutura fungica, a
mesma foi transferida para laminas com corante
(lactofenol com azul de metileno) e analisadas com
auxilio do microscopio Optico, e a identificagdo dos
fungos foi realizada com o auxilio da literatura
especializada (Barnett & Hunter, 1972, Henning et
al., 2005, Santos et al.,, 2011). Os dados da
incidéncia dos fungos Ss@o expressos em
percentagem.

Para o teste de germinacdao, inicialmente as
sementes passaram por um processo de superacao
de dorméncia de acordo com a Regra para analise
de sementes (Brasil, 2009). Foram utilizadas 200

sementes de cada amostra, divididas em quatro
repeticdes de 50 sementes cada. A semeadura foi
realizada em caixas de plastico transparente
(gerbox), previamente desinfestadas com &lcool
70% e hipoclorito de sddio a 1%. Como substrato
utilizou-se duas folhas de papel-filtro esterilizadas e
umedecidas com &gua destilada. Apds este
processo, as sementes foram incubadas em camara
de germinacdo, com temperatura de 25° C e
fotoperiodo de 12 horas.

A primeira avaliacdo foi realizada aos sete
dias apos a instalacé@o do teste, na qual foi efetuada
a primeira contagem de germinag&o. Aos 21 dias,
foi contabilizado o numero de plantulas normais,
anormais, sementes duras e sementes mortas
(Brasil, 2009).

Para emergéncia em viveiro foram utilizadas
200 sementes de cada amostra, divididas em oito
repeticbes de 25 sementes cada. A semeadura foi
realizada em bandejas de isopor (uma semente por
célula) com substrato turfa fértil e cobertas com
vermiculita peneirada, o material foi mantido em
casa de vegetacdo com temperatura aproximada de
25° C (x 2) e quatro irrigagdes diarias.

A primeira avaliacdo foi realizada aos sete
dias ap0s a instalacé@o do teste, na qual foi efetuada
a primeira contagem de germinacdo (plantulas
normais). Aos 21 dias, foi contabilizado o nimero de
plantulas normais, anormais e sementes mortas
(Brasil, 2009).
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Figura 2. A - Plantulas normais, B - Plantulas anormais e
C - Sementes duras de acacia-negra.
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O delineamento  experimental utilizado foi
completamente casualizado, com quatro repetices
para cada teste realizado. Inicialmente, foi verificado
se os dados apresentavam distribuicdo normal pelo
teste de Shapiro-Wilk, utilizando o software BioEstat
5.0. Os dados que ndo seguiram a distribuicédo
normal foram transformados segundo Vx+0,5, para a
analise da variancia. Os resultados em unidades
decimais, ndo sofreram transformacdes. A
comparacdo das médias foi feita pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. O software utilizado
foi o SISVAR 5.3 (Ferreira, 2008).

Resultados e Discusséo
As amostras procedentes da Fepagro e
Mercosul apresentaram grau de umidade de 9,85 e

7,48%, respectivamente. Estes valores séo
considerados satisfatérios, pois teores de agua
abaixo de 13% ndo comprometem a qualidade
dessas sementes, permitindo seu armazenamento
por maiores periodos (Medeiros, 2001).

Os principais fungos presentes nos lotes de
sementes de acacia-negra, no método do papel-
filtro (PF), estdo apresentados na Tabela 1. De
maneira geral a incidéncia fungica das sementes
dos lotes em estudo através do método PF foi baixa,
uma vez que o percentual de sementes sadias foi
de 87 e 97,5%, para os lotes Fepagro e Mercosul,
respectivamente.

Os fungos identificados associados as
sementes de acacia-negra pelo método do PF
foram: Cladosporium sp., Penicillium sp., Rhizopus
sp., Alternaria sp., Aspergillus sp. O género
Cladosporium apresentou maior incidéncia nas
sementes de acacia-negra para o lote Fepagro.

Os principais fungos encontrados nos lotes
de sementes de acécia-negra no método batata-
dextrose-agar (BDA), estdo apresentados na Tabela
2. De acordo com os resultados, a maior
porcentagem de contaminacdo foi constatada no
lote da Fepagro, com maior ocorréncia do fungo
Fusarium sp. (8%), ndo diferindo estatisticamente
do lote Mercosul, com 2% desse patdgeno. Outros
fungos também presentes do lote da Fepagro foram:
Cladosporium sp. (1%), Penicilium sp. (2%),
Aspergillus sp. (2%), Rhizoctonia (1%) e Pestalotia
sp. (1%). A porcentagem de sementes isentas de
estruturas fangicas foi maior para o lote Mercosul
(86%) diferindo do lote Fepagro (58%).

Tabela 1. Sementes sadias (%) e incidéncia de fungos (%) em sementes de Acacia mearnsii, oriundas de duas

procedéncias, detectados pelo método do papel-filtro.

Incidéncia de fungos (%)

Amostras Cladosporium sp. Penicillium sp. Rhizopus sp.  Alternaria sp. Aspergillus sp. Sadia
Fepagro 5,5 a* 1,0a 3,0a 1,0a 0,0a 87,0a

Mercosul 0,0a 15a 0,0a 0,0a 1,0a 97,5b
CV (%) 128,5 126,4 224,4 163,3 163,3 3,2

Nota: CV: coeficiente de variagdo. *Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey a 5% de nivel de significancia.

Tabela 2. Sementes sadias (%) e incidéncia de fungos (%) em sementes de Acacia mearnsii, oriundas de duas
procedéncias, detectados pelo método batata-dextrose-agar (BDA).

Géneros de fungicos (%)

Amostras  Cladosporium  Penicillium  Aspergillus Fusarium  Rhizoctonia  Pestalotia N/I Sadia

Fepagro 1,0 a* 2,0a 2,0a 8,0 a 1,0a 10a 90b 58,0 a

Mercosul 0,0a 20a 20a 20a 0,0a 0,0a 0,0a 86,0b
CV (%) 282,8 163,3 115,4 86,4 282,8 282,8 79,0 16,3

Nota: CV: coeficiente de variagédo; N/I: géneros fungicos néo identificados. *Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de nivel de significancia.
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A presenca de Fusarium sp. foi verificada
somente no BDA, pois o método do papel-filtro ndo
foi eficiente para detecta-lo. A assepsia realizada
nas sementes previamente a deteccdo em BDA
atua eliminando os patdgenos localizados na
espermosfera, potencializando assim o]
desenvolvimento daqueles microrganismos internos.
Segundo Magalhdes et al. (2008) o método BDA
permite avaliar patégenos internos a semente, uma
Vvez que € um meio nutritivo rico em nutrientes.

Santos et al. (2011) relataram que, dos
fungos identificados associados a sementes de
pupunha (Euterpe edulis Mart.), apenas Fusarium
sp. foi transmitido para plantulas. Outros trabalhos
confirmam a transmissdo de Fusarium sp. de
sementes para plantulas, tais como, Lazarotto
(2010) identificou Fusarium sp. no teste de
transmissdo com sementes de cedro, causando
apodrecimento das raizes, colo e cotilédones.
Maciel et al. (2012) encontraram presenca de
Fusarium sp. em sementes de angico-vermelho
(Parapiptadenia rigida), sendo patogénico as
plantulas, causando apodrecimento dos cotilédones
e ma formacéo do sistema radicular.

Na Tabela 3 encontram-se o nimero de
amostras de sementes de acacia-negra em que
houve ocorréncia, coincidéncia e incidéncia média
de fungos nos dois métodos. Os fungos que foram
recuperados pelos dois métodos foram Aspergillus
sp., Cladosporium sp. e Penicillium sp.
Evidenciando a necessidade de avaliar mais de um
método para a precisa identificacdo dos reais
patégenos associados a sementes de acécia-negra.

Através do meio BDA foi possivel detectar
uma maior quantidade de fungos; ja o método do
papel-fitro ndo foi eficiente na deteccdo de
Fusarium sp., Pestalotia sp. e Rhizoctonia sp.
Portanto, pode-se considerar que o método testado

mais eficiente na deteccdo da maior parte dos
fungos encontrados nas sementes de acécia-negra
foi 0 meio BDA. Magalhdes et al. (2008), testando
os métodos semelhantes aos utilizados no presente
estudo para a deteccdo de fungos em sementes de
coquinho-azedo (Butia capitata Becc.), verificaram
gue o BDA também foi o mais eficiente.

De acordo com Vechiato (2010), os métodos
recomendados para a deteccdo de fungos em
espécies florestais sdo: papel-filtro (PF) e
plagueamento em meio de cultura (BDA). Os
géneros Alternaria, Phomopsis, Fusarium,
Penicilium foram detectados associados as
sementes de diversas espécies florestais pelo
método papel-filtro (Vechiato & Parisi, 2013).

S&8o escassos os trabalhos que mostram a
localizagdo exata de fungos no interior das
sementes, em que a maioria possui uma incidéncia
reduzida pelo fato de ser submetida a assepsia. A
assepsia elimina apenas fungos associados
superficialmente as sementes, dificultando e
impedindo o desenvolvimento de  fungos
potencialmente patogénicos, obtendo resultados de
lotes de sementes imprecisos quanto a sua
gualidade sanitéria (Oliveira et al., 2012).

Os resultados do teste de germinacdo estdo
apresentados na Tabela 4. Na primeira contagem
de germinacdo obteve-se uma variacdo de 5,5 a
25,5%, apresentando diferenca significativa de um
lote para o outro. Para o potencial de germinacéo a
amostra Mercosul apresentou 79,5% diferindo
estatisticamente da Fepagro. O valor encontrado
para o Mercosul estd dentro dos valores
encontrados por Corder et al. (1999) e Pissinin et al.
(2008) com uma porcentagem média de germinacgao
de 84 e 88% respectivamente para sementes de
acéacia-negra.

Tabela 3. NUumero de amostras de sementes de acacia-negra em que houve ocorréncia de fungos em papel-filtro (PF) e
batata-dextrose-agar (BDA), niumero de vezes em que houve coincidéncia na recuperacdo de fungos nos dois métodos

utilizados e incidéncia média (%) de fungos.

Ocorrénciat

Coincidénciaz Incidéncia média (%) 3

PF BDA PF BDA
Alternaria sp. 1 0 0 0,5 0
Aspergillus sp. 1 2 1 0,5 2
Cladosporium sp. 1 1 1 2,75 0,5
Fusarium sp. 0 1 0 0 5
Penicillium sp. 2 2 2 1,25 2
Pestalotia sp. 0 1 0 0 0,5
Rhizopus sp. 1 0 0 1,5 0
Rhizoctonia sp. 0 1 0 0 0,5

1 Numero de amostras avaliadas: 2. 2 Nimero de vezes em que houve coincidéncia na recuperacéo de fungos entre os
dois métodos. ® (2% de ocorréncia nos dois lotes para cada método) /nimero de lotes).
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Figura 3. Visualizagdo microscépica de géneros fungicos identificados em teste de papel-filtro e batata-dextrose-agar.
Cladosporium (A), Fusarium (B), Alternaria (C), Pestalotia (D) e Aspergillus (E).

Tabela 4. Primeira contagem de germinagéo (PCG), germinacéo (G), sementes duras (SD) e sementes mortas (SM),
emergéncia aos 21 dias (E) de sementes de acacia-negra, oriundas de duas procedéncias.

Amostras PCG G SD SM E
(%)
Fepagro 55a 26,5a 50,5b 23,0b 14,0a
Mercosul 255hb 79,5b 6,0 a 14,5a 46,0 b
CV (%) 51,5 11,5 24,3 22,9 53,3

Nota: CV: coeficiente de variagdo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Tukey a 5% de nivel de significancia.

A variacdo de emergéncia aos 21 dias
variou de 14 a 46%, diferindo estatisticamente uma
amostra da outra. O lote Fepagro apresentou
maiores indices de sementes duras (50,5%) e
sementes mortas (23%) diferindo estatisticamente
do Mercosul. De acordo com os resultados obtidos
comprova-se que a amostra Fepagro apresenta
sementes com baixa qualidade comparando-se com
0 Mercosul. A baixa qualidade sanitaria reflete no
desempenho fisioldgico do lote em estudo.

Conclusbes

Os métodos de deteccgdo, papel-filtro (PF) e
batata-dextrose-dgar (BDA), s&o eficientes na
verificacdo de fungos associados a sementes de
acacia-negra, dessa maneira podem ser utilizados
para avaliagéo fisioldgica e sanitaria dessa espécie.

Os fungos detectados em sementes de
acacia-negra independentemente do método sao:
Cladosporium sp., Penicillium sp., Rhizopus sp.,
Alternaria sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,
Pestalotia sp. e Rhizoctonia sp.

O meio BDA detectou uma maior
guantidade de fungos associados a sementes de
acacia-negra, o PF ndo foi eficiente na deteccéo de
Fusarium sp., Pestalotia sp. e Rhizoctonia sp. A
incidéncia do Fusarium sp. foi verificada apenas no

método BDA, isso indica que o patdgeno estava
predominando as estruturas internas da semente.

A germinacdo das sementes variou de 26,5
a 795 % para o lote Fepagro e Mercosul,
respectivamente.
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