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Efeito da estratificacao em substrato esterilizado na qualidade sanitaria de
sementes de Ilex paraguariensis

Effect of stratification in sterilized substrate in the sanitary quality of Ilex
paraguariensis seeds

Gabriela Fernanda Souza', Luciana Magda de Oliveira', Lenita Agostinetto™,

Louise Zago Puchale', Alexandra Cristina Schatz s3¥
Resumo

A estratifica¢do das sementes de Ilex paraguariensis A. St.-Hill. (erva-mate) em areia umida por periodos
de quatro a seis meses € uma prdtica comum em viveiros, utilizada para a superacido de dorméncia das
mesmas. Entretanto, este processo pode apresentar dificil controle fitossanitdrio, devido ao elevado grau de
umidade e a grande concentragdo de sementes no mesmo local. Assim, objetivou-se verificar a influéncia da
estratificacdo em areia autoclavada na qualidade sanitdria de sementes de erva-mate. Sementes de quatro
lotes foram submetidas a estratificacdo em areia imida autoclavada, durante trés e seis meses, tendo sua
sanidade avaliada em meio BDA ao final destes periodos, assim como em sementes que nio passaram
por estratificacdo. Ao final do periodo de estratificacdo, as sementes apresentaram aspecto superficial
escurecido, o que pode estar ligado a acio dos fungos na degradacao do endocarpo. Foram identificados:
Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium guttiforme, Paecilomyces sp., Aspergillus sp., Penicillium
sp. Ja Aureobasidium melanogenum, Trichoderma sp., Curvularia sp., Rhizopus sp., Alternaria sp., Cladosporium
sp. e Bipolaris sp. tiveram menores ocorréncias. Observou-se a reduc¢io de Fusarium graminearum, Fusarium
oxysporum, Fusarium guttiforme, Aspergillus sp. e Penicillium sp. apds a estratificacio em areia autoclavada e
o género Paecilomyces somente foi observado aos 180 dias de estratificacio, podendo estar relacionado com
a degradacido do endocarpo de sementes de Ilex paraguariensis.

Palavras-chave: Erva-mate; Superacao de dorméncia; Patologia de sementes
Abstract

The stratification of Ilex paraguariensis seeds (yerba mate) in wet sand for periods of four to six months
is a common practice in nurseries, used to overcome their dormancy. However, this process may present
difficult phytosanitary control due to the high moisture content and the high concentration of seeds in
the same place. Thus, the present work had the objective of verifying the influence of the stratification
in autoclaved sand on the sanitary quality of yerba mate seeds from different lots. Seeds of four lots were
submitted to wet stratification for three and six months, and their sanity was evaluated at the end of
these periods, as well as seeds that did not undergo stratification. At the end of the stratification period,
the seeds had a darkened surface appearance, which may be related to the action of the fungi in the
degradation of the endocarp. These ones were identified: Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum,
Fusarium guttiforme, Paecilomyces sp., Aspergillus sp., Penicillium sp. Already Aureobasidium melanogenum,
Trichoderma sp., Curvularia sp., Rhizopus sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. and Bipolaris sp. had fewer
occurrences. Observed reduction of Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium guttiforme,
Aspergillus sp. and Penicillium sp. after stratification and the genera Paecilomyces was only observed at 180
days of stratification, and may be related to the degradation of the endocarp of Ilex paraguariensis seeds.
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Introducao

A dorméncia de sementes € caracterizada pela auséncia de germinag¢do, mesmo em
condicdes ambientais favoraveis, devido a fatores da prépria semente, consistindo em um
mecanismo de defesa que busca garantir a distribuicdo da germinacio no tempo e no espaco
(FOWLER; BIANCHETTI, 2000; MARCOS FILHO, 2005; BEWLEY et al., 2013).

As sementes de erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hill.) sdo classificadas como dormentes
e uma prdtica amplamente utilizada por viveiristas, visando a superagcdo da dorméncia, € a
estratificacdo das sementes em areia durante periodos de quatro a seis meses, periodo no qual
os embrides rudimentares da espécie podem completar o seu desenvolvimento, assim como
possibilitar a permeabilidade do tegumento (ZANON, 1988; DANIEL, 2009; POLETTO et al.,
2015).

Em muitos casos, o processo de estratificacdo apresenta dificil controle fitossanitdrio,
devido ao elevado grau de umidade e a grande concentraciao de sementes no mesmo local (CROCE;
FLOSS, 1999; POLETTO et al., 2015). Grigoletti Junior e Auer (1996) observaram que sementes
estratificadas de erva-mate apresentaram um alto indice de contaminacio por fungos, dentre
eles do género Fusarium. Fatores como a nao desinfestacao do substrato ou sua reutilizacao, e
o beneficiamento inadequado das sementes (presenca de restos de polpa e outras impurezas)
favorecem o aparecimento de patdgenos, inviabilizando-as ou provocando doencas nas plantulas.

Entretanto, de acordo com Grigoletti Junior et al. (1999), alguns fungos associados as
sementes de erva-mate no processo de estratificacdo apresentam um efeito de degradagdo do
endocarpo. Este fato favorece a germinacao das sementes da espécie, auxiliando na superacao de
dorméncia fisica das mesmas.

Com base no exposto, objetivou-se verificar a influéncia da estratificagdio em areia
autoclavada na qualidade sanitdria de sementes de erva-mate de diferentes locais de coleta.

Material e métodos

Para a realizacdo dos processos de estratificacdo foram utilizadas sementes de erva-mate
provenientes de quatro localidades, sendo que cada local de colheita corresponde a um lote de
sementes avaliado (Tabela 1).

Tabela 1 - Locais de coleta de sementes de Ilex paraguariensis.

Table 1 - Collection sites of Ilex paraguariensis seeds.

Lote Altitude (m) Pluviosidade média Temperatura média (°C)
(mm/ano)

Porto Uniao - SC 780 1667 17,7

Ajuricaba - RS 331 1768 19,8

Campo Eré - SC 903 2045 16,7

Urupema - SC 1324 1634 14,1

Fonte: Climate (2018)

Em cada lote, frutos maduros foram coletados de diversas matrizes, distanciadas em no
minimo 50 metros. As coletas foram realizadas por meio de anteparos de tecido colocados abaixo
da copa das matrizes, ndo sendo utilizados frutos caidos ao chio. Foram considerados maduros,
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os frutos com coloracio arroxeada-escura, classificados como cor 2,5/1 F: 5Y da Tabela de Cores
Munsell (MUNSELL, 2009).

As sementes foram extraidas dos frutos em peneira e dgua corrente, beneficiadas
manualmente para retirada das impurezas e imediatamente utilizadas nas avaliacdes.

Para a realizacdo do processo de estratificacdo, as sementes foram acondicionadas
em caixas gerbox, em que uma camada de 0,25 cm de sementes ficou entre duas camadas de
areia umida com 1 cm cada. A areia foi autoclavada a 121°C por 20 minutos e umedecida até
atingir 60% da capacidade de campo com dgua, conforme indicacdo das Regras para Analises de
Sementes (BRASIL, 2009), sendo reumedecida periodicamente a cada trés dias. A estratificacao
foi realizada segundo indicagdo de Cuquel, Carvalho e Chamma (1994). Cem sementes, por lote,
permaneceram acondicionadas em alternancia de temperatura de 15°C por 16 horas e 35°C por
8 horas durante trés meses, e outras 100 sementes, por lote, durante o periodo de seis meses.

Depois do periodo de estratificagio, as sementes foram submetidas ao teste de sanidade,
no qual foram previamente desinfestadas com hipoclorito de sédio a 1% por 30 segundos e dlcool
70% antes do plaqueamento, apds foram lavadas trés vezes em dgua destilada para remover o
residuo do hipoclorito de sédio.

Quatro repeticdes de 25(12+13) sementes foram dispostas em duas placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar) e acondicionadas a 25 = 2°C em cAmara
climatizada com fotoperiodo de 12 horas, durante sete dias. Posteriormente, realizou-se a
avaliacao do teste, baseando-se na andlise de estruturas fungicas, com auxilio de microscépio
estereoscépico e Optico. A identificacdo fungica foi feita por meio de comparacdo com as
caracteristicas descritas em literatura especifica (BARNETT; HUNTER, 1972). Para os géneros
Fusarium e Aureobasidium, a identificacao foi realizada molecularmente, pelo Instituto Bioldgico.
Foram identificados F. guttiforme, Fusarium oxysporum e Aureobasidium melanogenum, por meio da
regido TEF (Translation Elongation Fator) para Fusarium guttiforme e ITS (Internal Transcribed
Spacer, nao depositados no GenBank) para os demais. Novas colonias das espécies identificadas
molecularmente foram avaliadas, posteriormente, pela comparacao morfoldgica com as mesmas.
Os dados de incidéncia dos fungos foram expressos em porcentagem.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. O arranjo dos
dados do experimento de tratamento das sementes foi caracterizado como bifatorial (4 x 3),
composto por quatro lotes e trés periodos de estratificacio (0, 90 e 180 dias). Para a andlise de
variancia, como os dados nao apresentaram normalidade, foram transformados pela férmula
arcsen [(x+0,5)/(100)]”. A comparagdo das médias para o fator lotes foi feita pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro e o programa utilizado para as andlises estatisticas foi o SISVAR
(FERREIRA, 2000). Ja para o fator tempo de estratificacdo, os dados passaram por ajuste de
regressao no Microsoft Excel”.

Resultados e discussao

Externamente, pode-se perceber que, ao final do periodo de estratificacdo, as sementes
adquiriram coloracdo escurecida, em relagdo ao inicio do processo (Figura 1). Para Grigoletti
Junior et al. (1999), esta mudancga na coloracio das sementes se deve ao processo de decomposi¢io
do endocarpo, causado, na maioria das vezes, pela elevada umidade e acio de micro-organismos,
como os fungos.

Pela andlise de variancia, foi verificada interacao significativa entre o fatorial: lotes x
periodos de estratificacio (Tabela 2 e Figura 2). Foram observados valores de Coeficiente de
Variacao (CV) de 21,75% a 60,87% (Tabela 2). De acordo com Pimentel-Gomes e Garcia (2002),
apesar de experimentos em condi¢des bem controladas, como em laboratdrio, resultarem em
baixos CV, isso ndo € regra geral, o que tem sido verificado em outros trabalhos com sanidade de
sementes (AIMI et al., 2016; MEDEIROS et al., 2016).
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Figura 1 - Aspecto externo de sementes de erva-mate. (A) sementes nao submetidas ao
processo de estratificacio; (B) sementes submetidas ao periodo de 180 dias de estratificacao.

Figure 1 - External appearance of yerba mate seeds. (A) seeds not submitted to the
stratification process; (B) seeds submitted to the 180-day stratification period.
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Fonte: Autores (2019)

Em sementes de erva-mate submetidas ao processo de estratificacio, foram identificados
os seguintes fungos: Fusarium graminearum (p value: 0,000), Fusarium oxysporum (p value: 0,001),
Fusarium guttiforme (p value: 0,000), Paecilomyces sp. (p value: 0,005), Aspergillus sp. (p value: 0,0451)
e Penicillium sp. (p value: 0,009). Foram observados ainda, em menor quantidade, Aureobasidium
melanogenum, Trichoderma sp., Curvularia sp., Rhizopus sp., Alternaria sp., Cladosporium sp. e
Bipolaris sp. (Tabela 2). Analisando sementes de erva-mate durante a estratificacio, Grigoletti
Junior et al. (1999) identificaram os fungos Trichoderma sp., Fusarium sp., Rhizopus sp. e Alternaria
sp.; além de Penicillium sp., Aspergillus sp., Curvularia sp., Cladosporium sp., Colletotrichum sp.,
Chaetomium sp. e Graphium sp. em menores quantidades.

De maneira geral, Fusarium spp. teve comportamento decrescente com relacdo a
incidéncia em sementes de erva-mate ao longo do periodo de estratificacdo. Em alguns casos,
foi observado um aumento aos 90 dias, porém, seguido de reducao considerdvel aos 180 dias.
Também foi verificada diminuicido no desenvolvimento de suas coldnias, tanto com relagio ao
tamanho como do desenvolvimento de coloragio caracteristica de cada espécie fungica ao longo
da estratificacao (Tabela 2 e Figura 2).
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Tabela 2 - Incidéncia fingica (%) em sementes de erva-mate de diferentes lotes e
submetidas a diferentes periodos de estratificacao.
Table 2 - Fungal incidence (%) of yerba mate seeds from different lots, submitted to different
periods of stratification.

Periodo de estratificacao (dias)

Fungo Lote 0 90 180 Média
g Porto Unido 33,5¢! 93b 1,0a 14,6
2 § Campo Eré 0,0a 3,0a 0,0a 1
g £ Ajuricaba 0,0 a 15,0 ¢ 0,0 a 5
2=
= & Urupema 9,0 b 0,0 2 0,0 2 3
Média 10, 6 6,8 0,3 CV%: 24,76
Periodo de estratificacao (dias)
Fungo Lote 0 90 180 Média
Porto Unido 12,5 ab 12,7 ab 0,0 a 8,4
: § Campo Eré 22,5b 19,7b 63,5b 26,4
5 § Ajuricaba 0,0a 150b 0,0a 5
g 2
~ S Urupema 12,0 ab 0,0a 0,0a 4
Média 11,7 11,8 15,8 CV%: 21,75
Periodo de estratificacao (dias)
Fungo Lote 0 90 180 Média
© Porto Unido 22,0b 21,7 ¢ 0,5a 14,7
§ E Campo Eré 30,5b 13,0b 1,0a 14,8
‘é % Ajuricaba 4,0a 29,5¢ 0,0a 11,1
Urupema 27,0b 8,0a 0,0 a 11,6
Média 20,9 18,1 0,3 CV%: 27,49
Periodo de estratificacio (dias)
Fungo Lote 0 90 180 Média
8 Porto Unido 0,0 a 0,0 a 81,0b 27
g‘ < Campo Eré 0,0 a 0,0 a 75b 2,5
% e Ajuricaba 0,0 a 0,0 a 0,0a 0
= Urupema 00a 00a 0,0a 0
Média 0 0 22,1 CV%: 24,20
Periodo de estratificacio (dias)
Fungo Lote 0 90 180 Média
2 Porto Unido 1,5a 0,0a 0,5a 0,7
% s Campo Eré 2,0a 0,0a 0,0 a 0,7
5‘ Ajuricaba 0,0 a 6,5b 0,0a 1,6
Urupema 0,0a 5,5 ab 0,0 a 1,8
Média 0,9 3 0,1 CV%: 60,87
Continua...
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Tabela 2 - Conclusao...

Table 2- Conclusion...
Periodo de estratificacio (dias)
Fungo Lote 0 90 180 Média
g Porto Unido 3,0a 0,0 a 0,0 a 1
% “ Campo Eré 9,0b 0,0a 0,0 a 3
§ Ajuricaba 3,0a 0,0 a 0,5a 1,2
& Urupema 2,5a 1,0a 7,5b 3,7
Média 4.4 0,3 2 CV%: 50,09

Fonte: Autores (2019)

1 ., . . . ., ~ . .. .
Letras maitisculas iguais para linhas e minudsculas para colunas nio diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Figura 2 - Incidéncia fiingica em sementes de erva-mate de diferentes lotes e submetidas a
diferentes periodos de estratificacgio.

Figure 2 - Fungal incidence of yerba mate seeds from different lots, submitted to different

periods of stratification.
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O lote de Porto Unido teve a maior incidéncia inicial para Fusarium graminearum (33,5%),
sendo que se observa uma reducao considerdvel deste fungo, para o lote em andlise, na medida
em que se aumenta o periodo de estratifica¢do. Essa reducao também € verificada para o lote
de sementes oriundo de Urupema. Jd o lote de Ajuricaba nao apresentou Fusarium graminearum
inicialmente (sem estratificacdo), percebendo-se um aumento deste no terceiro més (90 dias) de
estratificacdo e nao houve incidéncia no sexto més do processo (120 dias) (Tabela 2 e Figura 2).

Com relacgao ao fungo Fusarium oxysporum, a maior ocorréncia se deu no lote de Campo
Eré (22,5%), sendo que houve um crescimento significativo na sua observacao aos seis meses de
estratificagdo (63,5%). Para o lote de Ajuricaba, F. oxysporum teve ocorréncia apenas no terceiro
més (90 dias) de avaliacdo. Para os demais lotes, percebe-se uma tendéncia de diminuicao do
fungo ao longo do periodo de estratificacao (Tabela 2).

De maneira geral, Fusarium guttiforme teve as maiores ocorréncias iniciais para os lotes
analisados, com excecao de Ajuricaba que apresentou apenas 4% de incidéncia. Foi observado
um padrdo de diminuicdo de Fusarium guttiforme ao longo do periodo de estratificagdo, com
ocorréncias insignificantes aos 180 dias do processo de superacdo de dorméncia (Tabela 2 e
Figura 2).

Grigoletti Junior et al. (1999) verificaram o aumento de ocorréncia fingica em sementes
estratificadas até 150 dias do processo, seguido por uma reducio de ocorréncia aos 180 dias.
Os mesmos autores citam que esse fato se deve a redugdo de nutrientes existentes no substrato
utilizado para a estratificacdo, sendo que os autores nao utilizaram areia esterilizada. No presente
trabalho, a reducéo fungica ao longo da estratificagdo pode estar relacionada a diminuicao de
nutrientes das sementes, jd que o substrato esterilizado ndo possui nutrientes disponiveis.

Poletto et al. (2015) avaliaram sementes no final do processo de estratificagdo realizado
por diversos viveiristas, e verificaram uma contaminagio fungica por Fusarium sp. e Rhizoctonia
sp. proxima a 100% das sementes avaliadas. Os mesmos autores relataram que geralmente os
viveiristas nao realizam a desinfestac¢do do substrato utilizado e muitas vezes acabam reutilizando
este material; podendo-se inferir, entdo, que grande parte da contaminacao gerada pode ser
oriunda de substratos e materiais contaminados que sao utilizados em viveiros. Como verificado
no presente trabalho, a utilizacdo de um substrato esterilizado pode ser bastante eficiente no
controle fingico durante a estratificacdo de sementes de erva-mate.

Nenhum dos lotes avaliados apresentou Paecilomyces sp. inicialmente. Sua ocorréncia se
deu aos 180 dias de estratificacdo para os lotes de Porto Unido (81%) e Campo Eré (7,5%) (Tabela
2). Poletto et al. (2015) verificaram a presenca de Paecilomyces sp. em flores, frutos e sementes
despolpadas por viveiristas, assim como em sementes estratificadas de erva-mate. Este género
€ considerado saprofitico e apresenta capacidade de produgao de enzimas celuloliticas (BASSO;
GALLO; BASSO, 2010; LOPES et al., 2016), fazendo com que este fungo possa atuar no processo
de degradacao do endocarpo e do tegumento das sementes de erva-mate, auxiliando no processo
de superacido de dorméncia. Esse fungo também foi relatado em sementes de dendé (CYSNE;
SOUZA; LIMA, 2015), Myracrodruon urundeuva (BARBOSA et al., 2014) e Amburana cearenses
(PINHEIRO et al., 2014).

As incidéncias iniciais de Aspergillus sp. foram de no mdximo 2% para o lote de Campo
Eré, se mantendo baixas ao longo do processo de estratificacio; no entanto, os lotes Ajuricaba
e Urupema tiveram aumentos significativos aos 90 dias de estratificacdo. O mesmo se verifica
para Penicillium sp. que somente apresentou aumento significativo para o lote de Urupema
aos 180 dias de estratificacido (Tabela 2 e Figura 2). Os géneros Aspergillus e Penicillium sao
considerados fungos de armazenamento, podem causar o apodrecimento de sementes de diversas
espécies, ocasionando perdas no poder germinativo, descoloracao parcial ou total de sementes,
aquecimento, transformacdes bioquimicas, producdo de toxinas e modificagoes celulares
(WEITZEL, 1987). Geralmente em condicdes com elevada umidade e grande concentracdo de
sementes, como € o caso da estratificacio, estes géneros apresentam grande incidéncia.
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Para todos os fungos avaliados, os diferentes comportamentos de incidéncia ao longo
da estratificacdo podem estar relacionados ao fator qualidade inicial de sementes, sendo que
sementes com menor qualidade apresentam maior predisposi¢ao ao ataque de fungos (WEITZEL,
1987); além disso, a utilizagdo de substrato esterilizado pode contribuir no controle fungico de
sementes de erva-mate.

Conclusodes

A incidéncia de Fusarium graminearum, Fusarium oxysporum, Fusarium guttiforme, Aspergillus
sp. e Penicillium sp. em sementes de erva-mate diminuiu apds a estratificacdo em areia autoclavada
por um periodo de 180 dias.

O género Paecilomyces apresentou incidéncia somente aos 180 dias de estratificagio,
podendo estar relacionado com a degradacao do endocarpo de sementes de erva-mate.
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