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Métodos de assepsia em sementes de feijao crioulo

Resumo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar diferentes métodos de
assepsia na qualidade fisiolégica e sanidade de sementes de Phaseolus vulgaris. Foram
avaliadas sementes inoculadas com suspensio flngica ajustada a 10° conidios/mL das
espécies Aspergillus sp. e Penicillium sp. e posteriormente realizado os seguintes
tratamentos: controle com e sem inoculagdo de fungos, UV-C 1, 3 e 5 minutos; alcool
70% 1 e 2 minutos; hipoclorito de sddio (NaClO) 2% 3 minutos com adicdo de acido
acético; somente NaClO 2% 3 minutos; acido peracético 1% 3 e 6 minutos;
termoterapia a seco 60 e 70°C durante 5 minutos e a umido 60 e 70°C durante 30
minutos. As sementes foram submetidas aos testes de germinagao, indice de velocidade
de germinacdo (IVG), crescimento de plantulas e sanidade e analisadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Os tratamentos que melhor controlaram os fungos
Aspergillus sp. e Penicillium sp. foram o alcool 1 e 2 minutos, NaClO 2% com e sem acido
acético e a termoterapia imida a 60 e 70°C por 30 minutos. A termoterapia imida a 60 e
70°C foi eficiente no controle de patogenos, entretanto, causou alta mortalidade das
sementes. A inoculacdo dos fungos afetou diretamente a germinacdo e o vigor das
sementes. Os tratamentos com NaClO a 2% com e sem acido acético sdo os mais
indicados para a assepsia das sementes de feijdo, visto que foram os que menos
prejudicaram a qualidade fisiol6gica das sementes.

Palavras-chave: Penicillium sp., Aspergillus sp. Phaseolus vulgaris, desinfecgdo,
tratamento alternativo.

Asepsis methods in bean landrace seeds

Abstract: The present work had as objective to evaluate different asepsis methods in
the physiological quality and health of seeds of Phaseolus vulgaris. Were evaluated
seeds inoculated with fungal suspension adjusted to 10 *+ 5 conidia / mL of Aspergillus
sp. and Penicillium sp., and subsequently performed the following treatments: control
with and without fungal inoculation, UV-C 1, 3 and 5 minutes; alcohol 70% 1 and 2
minutes; sodium hypochlorite (NaClO) 2% 3 minutes with addition of acetic acid; only
NaClO 2% 3 minutes; peracetic acid 1% 3 and 6 minutes; dry thermotherapy 60 and
70¢C for 5 minutes and humid 60 and 70gC for 30 minutes. The seeds were submitted
to the tests of germination, germination speed index (GSI), seedling growth and sanity
and analyzed by Tukey test at 5% probability. The treatments that best controlled the
fungi Aspergillus sp. and Penicillium sp. were the alcohol 1 and 2 minutes, NaClO 2%
with and without acetic acid and the wet thermotherapy at 60 and 70 ° C for 30 minutes.
The humid thermotherapy at 60 and 70 ° C was efficient in controlling pathogens,
however, causing high seed mortality. The inoculation of fungi directly affected seed
germination and vigor. The treatments with NaClO 2% with and without acetic acid are
the most suitable for the asepsis of bean seeds, since they were the ones that had the
least damage to the physiological quality of the seeds.

Keywords: Penicillium sp., Aspergillus sp., Phaseolus vulgaris, disinfestation, alternative
treatment.



Introducao

O feijao (Phaseolus vulgaris L.) é uma planta herbacea de ciclo anual pertencente
a familia Fabaceae, originaria de regioes da antiga cultura inca (KAPLAN, 1965).

Os paises da América Latina constituem o centro de maior producdo e consumo
de feijdo. O Brasil é o maior produtor mundial, sendo o estado do Parana responsavel
por 22% da producdo de feijao no pais (DEPEC, 2017).

Além da importancia econdmica que este produto apresenta destaca-se também
a importancia nutricional, por ser uma excelente fonte proteica, e social, onde
predominam os cultivos por pequenos produtores rurais com variedades crioulas,
utilizando técnicas de cultivo mais antigas (CABRAL et al., 2011; BUZZERIO, 2001).

As variedades crioulas, por serem selecionadas ao longo do tempo pelos
agricultores, apresentam maior rusticidade, resisténcia a doengas e capacidade de
adaptacdo as condicoes do ambiente em que sdo cultivadas (TSUTSUMI et al., 2012),
com isso, sdo mais apropriadas ao sistema de cultivo que evita ou exclui amplamente o
uso de fertilizantes, agrotoxicos e aditivos para a producao vegetal, como o sistema de
produgdo organica que busca o uso de técnicas mais sustentaveis e de menor impacto
ambiental.

Em geral, os agricultores familiares tém preferéncia em semear sementes
crioulas adquiridas por meio de trocas com vizinhos, familiares, feiras ou de sua proépria
produgdo. Tais sementes, em sua maioria, sdo armazenadas de uma safra para outra e
possuem baixo ou nenhum controle de sanidade, apresentando elevado potencial para a
incidéncia de patégenos associados a elas (IAPAR, 2007).

Os principais patégenos que acometem a cultura do feijoeiro sdo transmitidos
pelas sementes, trazendo como consequéncias o tombamento de plantulas, reducao da
germinacdo e do vigor de sementes (FERRAZ; CALVI, 2010). A assepsia em sementes é
uma das medidas mais simples e eficientes no controle de doencgas, sendo geralmente de
baixo custo, facil aplicacdo, além de agir diretamente na fonte de inéculo do patégeno
(MENTEN, 1995). Esta técnica tem como objetivo impedir a introducdo de novos
patégenos e diminuir ou eliminar aqueles presentes nas sementes, reduzindo o nimero
de plantulas infestadas (MACHADO, 1988).

Embora a assepsia de sementes seja uma técnica promissora para a reducio de
patégenos associados as sementes, ainda sdo escassas as pesquisas que avaliam

diferentes produtos, a eficacia da técnica na desinfeccao das sementes, bem como seus



efeitos sobre a qualidade fisiolégica das sementes.

Ribeiro et al. (2009) destaca que a presenga de microrganismos pode ser evitada
com a utilizacdo de produtos desinfetantes e alvejantes, mesmo que a assepsia elimine
apenas os fungos associados a superficie, como os saprofitos, os quais possuem elevado
potencial de interferir na sanidade das sementes (OLIVEIRA et al., 2012).

Moriya & Médena (2008) ressaltam que o alcool possui acdo desinfetante quase
imediata, se destacando como germicida, mas sem nenhuma ac¢ao residual, o que pode
limitar sua utilizacdo em alguns casos e em outros ser benéfico.

O raio ultravioleta C (200 - 280nm) vem sendo utilizado no controle de doencas
pos-colheita em frutas, também usado para reducdo dos danos ocasionados pelo frio e
retardo do amadurecimento de frutas. (COUTINHO et al., 2003; PAN et al., 2004; BARKA
et al.,, 2000; VICENTE et al, 2005). Brown et al. (2001) destacam a eficiéncia da
utilizacdo do UV-C em sementes de repolho a podridao negra, o uso desta radiacao
reduziu a densidade populacional do patdégeno produzindo plantas com cor, massa e
diametro da cabeca mais desejados.

0 acido peracético apresenta grande potencial bactericida, fungicida e esporicida
(SOUZA & DANIEL, 2005), sendo comumente utilizado em industrias de alimentos. Sua
alta capacidade de oxidacdo e seu amplo espectro de microrganismos o torna um
excelente desinfetante mesmo em baixas concentragdes (SREBERNICH, 2007).

Neste contexto, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar diferentes métodos de

assepsia na qualidade fisiolégica e sanidade de sementes de Phaseolus vulgaris.

Materiais e Métodos
As sementes de feijao crioulo, safra 2018, foram obtidas de um produtor rural do
Assentamento Oito de Junho do municipio Laranjeiras do Sul - PR. Os experimentos
foram realizados no Laboratério de Germinacdo e Crescimento de Plantas da
Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul-PR (UFFS-LS).
Os isolados fungicos de Penicillium sp. e Aspergillus sp. foram obtidos na colecao
de fungos do laboratoério de Fitopatologia. Os fungos foram cultivados em BDA (batata-

dextrose-agar) e mantidos em BOD a 25°C * 2°C, sem fotoperiodo por sete dias.

As sementes foram divididas em duas amostras. Uma foi inoculada com o fungo
Aspergillus sp. e a outra com o Penicillium sp. A inoculagado foi realizada por meio da

aplicacdo de 5 mL de suspensdo de conidios ajustada a 1 x 10° conidios/mL para cada 2



Kg de sementes. Decorridos 24 horas da inoculagdo foram realizados os tratamentos de
assepsia descritos na Tabela 1. As sementes foram avaliadas por meio dos testes de
germinacdo, testes de vigor (indice de velocidade de germinacdo, crescimento de
plantulas, matéria fresca e seca de plantulas) e sanidade.

Tabela 1. Métodos de assepsia utilizados nas sementes de Phaseolus vulgaris.

Tratamento Descri¢ao

TO Controle - sem inoculagdo

T1 Controle - com inoculagio

T2 UV-C, 1 minuto

T3 UV-C, 3 minutos

T4 UV-C, 5 minutos

TS Alcool 70%, 1 minuto

T6 Alcool 70%, 2 minutos

T7 NaClO 2%, 3 minutos com acido acético

T8 NaClO 2%, 3 minutos

T9 Acido peracético 1%, 3 minutos

T10 Acido peracético 1%, 6 minutos

T11 Termoterapia a seco 602C, por 5 minutos
T12 Termoterapia a seco 702C, por 5 minutos
T13 Termoterapia a imido 602C, por 30 minutos
T14 Termoterapia a imido 70°C, por 30minutos

Fonte: O autor.

Teste de sanidade: Foi realizado em 100 sementes por tratamento de cada
fungo, sendo divididas em quatro repeticdes de 25 sementes. Estas foram distribuidas
em caixas Gerbox® previamente desinfestadas com Alcool 70%, contendo papel-filtro
umedecido com agua destilada esterilizada e incubadas sob temperatura de 25 * 2°C e
sem fotoperiodo por 24 horas. Logo apds colocadas para congelamento a temperatura
de aproximadamente -20°C por 24 horas, e em seguida levada a BOD por 5 dias a 25 *
2°C, quando se procedeu a identificacdo dos patégenos, pelo método “Blotter-test”
conforme Manual de Analises Sanitarias (Brasil, 2009b). A avaliacdo da incidéncia de

fungos foi realizada ao sétimo dia apds a instalacdo do teste, quando as sementes foram



observadas individualmente. Quando necessario realizou-se a preparacdo de laminas
microscépicas para comparagdo das estruturas flungicas com descrigdes contidas em
Barnett e Hunter (1998). Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes
infectadas por tratamento.

Teste de Germinagdo: foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes para
cada tratamento. As sementes foram distribuidas sobre duas folhas de papel de
germinacdo, umedecidas com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel ndo hidratado, coberto com uma terceira folha e, logo ap6s, confeccionados em
forma de rolos e mantidos em germinador do tipo Mangelsdorf a temperatura de 25°C e
luz constante. As contagens foram realizadas no quinto e nono dia. No quinto dia foram
computadas as plantulas normais e, no nono, foram classificadas em normais, anormais,
mortas e dormentes (BRASIL, 2009a).

Indice de Velocidade de Germinacdo: O teste foi realizado em conjunto com o
teste de germinacdo, obedecendo as prescricdes das Regras para analise de sementes
(BRASIL, 2009a). A avaliagdo das plantulas foi realizada diariamente, a partir do
surgimento da primeira plantula normal até que o numero de plantulas se tornasse
constante, sendo o IVG calculado pelo somatoério do namero de plantulas normais a cada
dia, dividido pelo ntiimero de dias decorridos até a formacao da plantula, utilizando
como referéncia a férmula proposta por Maguire (1962):

IVG =(G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) +... + (Gn/Nn).

Onde: IVG= indice de velocidade de emergéncia; N= numero de plantulas
verificadas no dia da contagem; D= nimero de dias ap6s a semeadura em que foi
realizada a contagem.

Crescimento de plantulas, massa seca e fresca de plantulas: O ensaio de
crescimento de plantulas foi realizado com 5 repeticdes de 20 sementes para cada
tratamento. As sementes permaneceram em germinador por 9 dias, tempo
recomendado pelas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009a) e ao final do
periodo, realizou-se a afericao do comprimento das plantulas com paquimetro digital.

Para massa fresca de plantulas, pesou-se 10 plantulas normais, escolhidas
aleatoriamente, em  balanga analitica de precisao de 0,01 g, sendo os resultados
expressos em g plantula’. Para a massa seca, as plantulas utilizadas na avaliacdo da
massa fresca foram colocadas em estufa a 80 2C por 24 h e pesadas em balanca analitica

de precisdo de 0,01 g, sendo os resultados expressos em g plantula™.



Procedimento estatistico: o delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, com inoculacdo de dois diferentes géneros de fungos
(Penicillium sp. e Aspergillus sp.), treze tratamentos e dois controles, conforme tabela 1.
Os testes de IVG, porcentagem de germinag¢ao foram conduzidos com quatro repeticdes
de 50 sementes por tratamento, o “blotter test” foi conduzido com quatro repeticoes de
25 sementes e os testes de crescimento de plantulas, massa fresca e seca de plantula
com cinco repeticoes de 20 sementes por tratamento. Foi realizada comparagao de
médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para andlise estatistica os dados de
sanidade foram transformados em raiz quadrada elevada (*5), no programa Sisvar 5.6

(FERREIRA, 2014).

Resultados e Discussdo

No teste de sanidade, “blotter test”, foram encontrados outros fungos além dos
inoculados nas sementes. Os fungos encontrados foram Aspergillus sp, Penicillium sp,
Cladosporium spp, Fusarium spp, Rhizopus spp., Epicoccum spp. além de bactérias.

Os tratamentos que melhor controlaram a incidéncia do fungo Aspergillus sp.
(Tabela 2) foram alcool 70% 1 e 2 minutos, que tiveram médias de 0% de incidéncia,
seguidos por NaClO 2% com e sem 4cido acético e termoterapia imida a 60 e 70°C.

Uma das principais formas de associagao de microrganismos com as sementes é
com os tecidos externos, como tegumento e pericarpo, o hipoclorito de so6dio é
comumente utilizado para elimina¢do de contaminantes superficiais de material vegetal,
sendo eficiente na reducdo de patdgenos associados a superficie das sementes

(COUTINHO et al.,, 2000).



Tabela 2. Porcentagem de incidéncia de fungos e bactérias em sementes de Phaseolus
vulgaris inoculado com Aspergillus sp., submetido a diferentes métodos de assepsia em
sementes.

Tratamento A P C F R E B
Controle, com 46,0 c 240e 16,0b 24,0 ab 2,0a 0,0a 12,0 a
inoculagio

UV-C, 1 minuto 34,0 bc 19,0 de 6,0 ab 25,0 ab 0,0a 0,0a 23,0 ab
UV-C, 3 minutos 44,0 c 14,0 de 5,0 ab 20,0 ab 0,0a 3,0b 17,0 a
UV-C, 5 minutos 30,0 bc 9,0 bed 8,0 ab 36,0b 0,0a 0,0a 23,0 ab

Alcool 70%, 1 0,0a 15,0 de 4,0 ab 22,0 ab 6,0 a 0,0a 54,0 cd
minuto

Alcool 70%, 2 0,0a 2,0 ab 5,0 ab 8,0a 0,0a 0,0a 66,0 cd
minutos

NaClO 2%, 3 2,0a 3,0 abc 9,0 ab 13,0 ab 0,0a 0,0a 75,0 cd

minutos com

acido acético

NaClO 2%, 3 1,0a 12,0 cde 4,0 ab 12,0 ab 3,0a 0,0a 73,0 cd
minutos

Acido 43,0 c 18,0 de 2,0ab 8,0a 0,0a 0,0a 46,0 bc
peracético 1%,

3 minutos

Acido 23,0 bc 13,0cde 4,0ab 22,0 ab 2,0a 0,0a 45,0 bc
peracético 1%,

6 minutos

Termoterapia a 56,0 c 17,0 de 0,0a 24,0 ab 0,0a 0,0a 11,0 a
seco 60°C

Termoterapiaa 42,0c 28,0e 4,0 ab 25,0 ab 0,0a 2,0b 13,0 a
seco 70°C

Termoterapia 3,0a 0,0a 19,0b 8,0a 0,0a 0,0a 90,0d
umida 60°C

Termoterapia 10,0 ab 1,0 ab 11,0 ab 9,0a 0,0a 0,0a 74,0 cd
umida 70°C

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A= Aspergillus sp.; P= Penicillium sp.; C= Cladosporium spp.; F= Fusarium spp.; R= Rhizopus spp.; E=
Epicoccum spp.; B= Bactéria.

Fonte: O autor.

Os tratamentos com menor incidéncia do fungo Penicillium sp. foram UV 5
minutos, dlcool 2 minutos, NaClO 2% com dacido acético, termoterapia imida a 60 e
70°C, com as respectivas médias 9, 2, 3, 0 e 1% (Tabela 2).

0O UV-C vem sendo utilizado, com 6timos resultados, para o controle de
microrganismos em péssego e de podriddes causadas por Botrytis cinerea em morango
(MARQUENIE et al., 2002; COUTINHO et al., 2003), o que confirma o efeito desinfetante
da radiac¢ao ultravioleta do tipo C.

O género Cladosporium foi encontrado em quase todos os tratamentos com
excec¢do da termoterapia a seco 60°C (Tabela 2). A maior incidéncia desse fungo ocorreu
nos tratamentos com termoterapia umida a 60°C (19%) e no controle com inoculagao

(16%), entretanto, esses valores ndo diferiram dos observados nos demais tratamentos.



Para o Fusarium spp. nenhum tratamento se diferiu da testemunha com
inoculacdo. Entretanto os tratamentos com alcool 70% por 2 minutos, acido peracético
1% por 3 minutos, termoterapia imida 60°C e 70°C reduziram a incidéncia do fungo em
quase 100%.

O fungo Rhizopus spp. apresentou baixa incidéncia em todos os tratamentos, ndo
ocorrendo diferencga estatistica em relacao a testemunha com inoculagdo de Aspergillus
sp. e o Epicoccum spp., esses ocorreram somente nos tratamentos com UV-C 3 minutos e
termoterapia a seco 70°C (Tabela 2).

Todos os tratamentos apresentaram ocorréncia de bactérias, sendo as menores
médias encontradas nos tratamentos com UV-C 1, 3 e 5 minutos, termoterapia a seco 60
e 70°C e o controle com inoculagdo. Os tratamentos que obtiveram menores médias de
incidéncia de fungos foram os com maiores porcentagens de contaminac¢ao por bactéria
provavelmente esta relacdo se dé por conta da antibiose e competicdo, ou seja, fungos e
bactérias competem por espaco e nutriente e alguns deles podem produzir substancias
que inibam o crescimento de outros.

Para a porcentagem de germinacdo de sementes inoculadas com Aspergillus sp.
(Tabela 3), observa-se que os tratamentos com NaClO 2% com e sem acido acético, UV-C
5 e 1 minuto, termoterapia a seco a 60°C e acido peracético 3 minutos nao
diferenciaram-se do controle sem inocula¢ao, sendo o tratamento que apresentou maior
média de germinacao foi o com NaClO 2% mais acido acético, 88,5%, seguido do
tratamento com NaClO 2%, 83,5%. Os tratamentos de assepsia que mais prejudicaram a
germinacao das sementes de feijdo foram a termoterapia imida a 60°C e a 70°C, com
porcentagem de germinacgdo de 0 e 5,5 %, respectivamente.

Rocha et al. (2014) identificaram que sementes com alta incidéncia de
Aspergillus podem afetar diretamente a fisiologia e o vigor de sementes de soja, dado
que corrobora com os resultados deste trabalho, visto que apenas a inoculacdo com o
fungo Aspergillus ssp. foi responsavel pela reducao de 24 pontos percentuais da
germinacao das sementes de feijdo em relacao ao controle sem inoculagao (Tabela 3).

Os tratamentos que menos causaram anormalidade nas plantulas foram
termoterapia a seco 60°C, acido peracético 3 minutos, NaClO 2% com e sem acido
acético e alcool 70% 1 minuto ndo diferindo do controle sem inoculagdo. O tratamento
com maior nimero de plantas anormais foi o com alcool 70% por 2 minutos, com média

de 45,50%, conforme tabela 3.



Provavelmente o tempo de 2 minutos para imersdo das sementes tenha sido
suficiente para o etanol atravessar o tegumento e atingir as camadas mais internas da
semente. O etanol é uma pequena molécula hidrossolivel que pode afetar a fluidez das
membranas bioldgicas alterando a interacdo normal entre lipidios e proteinas e
interferindo na sua fung¢do de permeabilidade seletiva (MAIRENA, 1993).

A ocorréncia de plantas anormais teve relagdo direta com a contaminag¢do do
fungo, o que pode ser analisado, comparando o controle sem inoculagdo com os demais
tratamentos (Tabela 3).

Os tratamentos que tiveram maior porcentagem de sementes mortas (Tabela 3)
foram o alcool 1 e 2 minutos, acido peracético 3 minutos e termoterapia umida a 60 e
70°C, sendo que a termoterapia Umida a 60°C causou mortalidade de 100% das
sementes.

A termoterapia umida pode causar danos fisioldgicos a semente se o tempo e a
temperatura ndo forem adequados para a espécie, pode ocorrer o rompimento das
membranas e extravazamento dos metabdlitos que seriam utilizados na germinacao e

desenvolvimento da plantula (MACHADO, 2000).



Tabela 3. Porcentagem de germinacdo (%), plantas anormais (%) e Indice de
Velocidade de Germinacdo (IVG) da espécie Phaseolus vulgaris inoculado com
Aspergillus spp., submetido a diferentes submetido a diferentes métodos de assepsia em
sementes.

Tratamentos Germinacao (%) Plantas Anormais Sementes mortas Médias de IVG
(%) (%)

Controle, sem 93,5a 1,5ab 5,0 ab -

inoculagdo

Controle, com 69,5 bed 26,0 ef 4,5 ab 7,2 abc

inoculagdo

UV-C, 1 minuto 78,0 abc 17,0 bedef 5,0 ab 8,4 ab

UV-C, 3 minutos 63,5 cd 25,0 def 11,5ab 6,6 bc

UV-C,5 minutos 79,0 abc 18,0 cdef 3,0a 8,2 ab

Alcool 70%, 1 69,0 bed 7,0 abc 24,0 c 7.6 abc

minuto

Alcool 70%, 2 30,0 e 455¢g 24,5 ¢ 2,6d

minuto

NaClO 2% 3 88,5 ab 7,5 abc 4,0 ab 9,1a

minutos com acido

acético

NaClO 2%, 3 83,5 ab 13,0 abcdef 3,5a 7,6 abc

minutos

Acido peracético 75,0 abcd 9,5 abcd 15,5 bc 7,7 abc

1%, 3 minutos

Acido peracético 58,0d 28,0 ef 14,0 abc 57c

1%, 6 minutos

Termoterapia a 78,0 abc 11,0 abcde 11,0 ab 7,7 abc

seco 60°C

Termoterapia a 70,0 bed 17,0 bedef 13,0 abc 7,0 abc

seco 70°C

Termoterapia 0,0f 0,0a 100,0 e 0,0e

umida 60°C

Termoterapia 55f 24,5 def 70,0 d 0,6 de

umida 70°C

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: O autor.

Para o teste de indice de velocidade de germinac¢do (Tabela 3) observa-se que o
tratamento que menos prejudicou o vigor das sementes foi o com NaClO 2% 3 minutos
com acido acético, o qual nao diferiu dos tratamentos com NaClO 2% sem acido acético,
UV-C 5 e 1 minuto, termoterapia a seco a 60°C e 70°C, acido peracético 3 minutos, alcool
70% 1 minuto e controle com inoculacao.

0 hipoclorito de s6dio é comumente utilizado para desinfeccdo de ambientes e
sementes. Essa solucdo, ao entrar em contato com a matéria organica, se dissocia
formando HOCI e OCI', sendo que a proporc¢ao entre as duas substancias depende do pH
da solugdo. Com o pH mais basico ha maior formagdo de OCI, que tem menor potencial

desinfetante. Um pH préximo de 6 é considerado ideal pois ocorre maior concentragao



de HOCI e sua dissociagdao ocorre mais lentamente, o que explica a agdao do hipoclorito
com acido acético (CAMARGO et al. 2008).

O hipoclorito de sédio tem sido comumente utilizado para desinfeccdo de
sementes, visto sua eficacia na elimina¢do de patdgenos e seu baixo efeito fitotoxico as
sementes (ROCHA et al. 2014).

A termoterapia umida foi extremamente prejudicial a germinacdo e o vigor das
sementes. Esse método ndo possui protecdo residual na semente e pode afetar
diretamente sua qualidade fisiolégica, sendo importante analisar o binémio
temperatura/tempo ideal para cada espécie (GRODEAU e SAMSON; 1994; LOPES e
ROSSETTO; 2004; MACHADO; 2000). Para o feijao, embora a termoterapia imida por 30
minutos tenha sido eficiente para o controle de fungos fitopatogénicos (Tabela 1), esse
tratamento prejudicou o desempenho fisiol6gico das sementes.

Os tratamentos, acido peracético 3 minutos, termoterapia a seco 70°C e a
termoterapia imida 70 e 60°C afetaram negativamente o comprimento da parte aérea
das plantulas de feijdo quando comparado ao controle com inoculagdo, apresentando

médias de 97,88 mm; 94,38 mm; 42,55 mm; 0,00 mm, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4. Comprimento radicular e de parte aérea (mm) das plantulas, onde as
sementes foram submetidas a inoculacdo com Aspergillus sp. e ap0s a tratamentos de
desinfecc¢do, nas sementes.

Tratamentos Comprimento parte aérea Comprimento raiz
Controle, com inoculagdo 103,3 ab 139,4 ab
UV-C, 1 minuto 109,4 ab 139,4 ab
UV-C, 3 minutos 101,6 ab 146,3 ab
UV-C, 5 minutos 147,7 a 177,8 a
Alcool 70%, 1 minuto 104,7 ab 111,2 be
Alcool 70%, 2 minutos 103,9 ab 96,8 bc
NaClO 2%, 3 minutos com acido 111,6 ab 134,0 ab
acético

NaClO 2%, 3 minutos 116,3 ab 154,9 ab
Acido peracético 1%, 3 minutos 97,9b 121,9 abc
Acido peracético 1%, 6 minutos 102,1 ab 132,4 ab
Termoterapia a seco 60°C 113,89 ab 126,5 abc
Termoterapia a seco 70°C 94,4 b 152.7 ab
Termoterapia imida 60°C 0,0c 0,0d
Termoterapia imida 70°C 42,6 ¢ 63,2 cd

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: O autor.

Os tratamentos UV-C 1, 3, e 5 minutos, NaClO 2% com e sem acido, termoterapia

a seco 60 e 70°C, acido peracético 3 e 6 minutos ndo prejudicaram o crescimento



radicular em comparagdo ao controle com inoculacdo, sendo o maior comprimento
177,8 mm observado no tratamento com UV-C por 5 minutos (Tabela 4).

Na massa fresca e seca de parte aérea os tratamentos nao diferiram entre si,
excecao os tratamentos com termoterapia imida 60° e 70°C que causaram mortalidade
quase que total das sementes (Tabela 5). J4 na varidvel massa fresca de raiz os
tratamentos com maiores médias foram o UV-C 1, 3 e 5 minutos, NaClO 2% com e sem
acido acético, termoterapia a seco 60 e 70°C, que nao diferiram do controle com
inoculagdo, sendo a maior massa 0,2372 g/planta observada no tratamento com NaClO
2% sem acido. Na massa seca de raiz s6 houve diferenciacdo nos tratamentos com
termoterapia imida 60° e 70°C que causaram mortalidade quase que total das sementes
(Tabela 5).

Na soja a exposicdo aos raios UV-C teve efeito negativo nas variaveis plantas
normais, massa seca e fresca das plantas. Além disso, foi observado que o aumento do
tempo de exposicio ao UV-C elevou a porcentagem de plantas anormais
(FOROUGHBAKHCH-POURNAVAB et al., 2015). Dado que difere dos encontrado no

presente trabalho.



Tabela 5. Massa fresca de parte aérea (MFPA), massa seca de parte aérea (MSPA),
massa fresca de raiz (MFR) e massa seca de raiz (MSR) das plantulas de feijdo, onde as
sementes foram submetidas a inoculacdo com Aspergillus sp. e apds a tratamentos de
desinfeccdo, nas sementes.

Tratamento MFPA (g) MEFR (g) MSPA (g) MSR (g)
Controle, com 0,9548 a 0,2018 ab 0,0646 a 0,0154 a
inocula¢do

UV-C, 1 minuto 0,9804 a 0,1966 ab 0,0612 a 0,0144 ab
UV-C, 3 minutos 0,9864 a 0,1694 abc 0,0634 a 0,0144 ab
UV-C, 5 minutos 0,9964 a 0,1896 ab 0,0610 a 0,0180 a
Alcool 70%, 1 0,8816 a 0,1286 bc 0,0700 a 0,0118 ab
minuto

Alcool 70%, 2 0,8504 a 0,0840 cd 0,0644 a 0,0114 ab
minutos

NaClO 2%, 3 1,0322 a 0,2100 ab 0,0678 a 0,0148 ab

minutos com
acido acético

NaClO 2%, 3 0,9280 a 0,2372 a 0,0598 a 0,0184 a
minutos

Acido peracético  0,9488 a 0,1308 bc 0,0662 a 0,0134 ab
1%, 3 minutos

Acido peracético  0,9538a 0,1304 bc 0,0626 a 0,0116 ab
1%, 6 minutos

Termoterapia a 1,0608 a 0,1746 abc 0,0692 a 0,0146 ab
seco 60°C

Termoterapia a 1,0384 a 0,1616abc 0,0688 a 0,0130 ab
seco 70°C

Termoterapia 0,0000 b 0,0000d 0,0000 a 0,0000c
umida 60°C

Termoterapia 0,3472b 0,0840 cd 0,0236 a 0,0072 bc
umida 70°C

Letras iguais nas colunas nio diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: O autor.

Rocha et al. (2014) verificou que o uso de tratamento com hipoclorito e fungicida
refletiu de forma positiva no vigor das sementes de soja em relacdo as sementes
contaminadas com Aspergillus ochraceus, obtendo comprimento de plantulas, massa
fresca e seca das plantulas e IVE mais elevados, dados que corroboram com os
resultados obtidos neste trabalho.

Os fungos encontrados nas sementes inoculadas com Penicillium sp. foram os
mesmos encontrados nas inoculadas com Aspergillus sp., com excecao do Epicoccum spp.
Os fungos Aspergillus sp., Cladosporium spp. e Rhizopus spp. ndo tiveram diferenca

significativa nas sementes de feijoeiro tratamentas (Tabela 6).



Tabela 6. Incidéncia de fungos e bactérias em sementes de Phaseolus vulgaris
inoculadas com Penicillium sp., submetidas a diferentes tratamentos de desinfeccdo em
sementes.

Tratamento A C P. F R B
Controle, com 8,0a 8,0a 76,0 b 12,0 abc 4,0 a 74,0 ab
inoculagio

UV-C, 1 minuto 4,0 a 9,0a 78,0 b 19,0 abc 2,0a 93,0b
UV-C, 3 minutos 7,0 a 8,0a 67,0b 21,0 bc 0,0a 91,0 ab
UV-C, 5 minutos 7,0 a 16,0 a 51,0b 31,0c 0,0a 83,0 ab
Alcool 70%, 1 0,0a 12,0a 50a 7,0 abc 0,0a 96,0 b
minuto

Alcool 70%, 2 6,0a 6,0a 3,0a 12,0 abc 0,0a 94,0b
minutos

NaClO 2%, 3 1,0a 8,0a 0,0a 4,0 ab 2,0a 91,0 ab
minutos com acido

acético

NaClO 2%, 3 0,0a 50a 0,0a 8,0 abc 0,0a 96,0 b
minutos

Acido peracético 50a 2,0a 53,0b 13,0 abc 6,0 a 55,0 a
1%, 3 minutos

Acido peracético 3,0a 3,0a 77,0b 14,0 abc 0,0a 90,0 ab
1%, 6 minutos

Termoterapia a 100a 6,0a 68,0b 19,0 abc 0,0a 95,0b
seco 60°C

Termoterapia a 3,0a 50a 69,0b 23,0 bc 0,0a 940b
seco 70°C

Termoterapia 0,0a 10,0 a 0,0a 7,0 a 0,0a 89,0 ab
umida 60°C

Termoterapia 0,0a 8,0a 1,0 a 2,0a 0,0a 96,0 b
Umida 70°C

Letras iguais nas colunas nio diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
A= Aspergillus sp.; C= Cladosporium spp.; P= Penicillium sp.; F= Fusarium spp.; R= Rhizopus spp.; B=
Bactéria.

Fonte: O autor.

Os tratamentos que apresentaram menor incidéncia de Penicillium sp. foram
alcool 1 e 2 minutos, NaClO com e sem acido acético e termoterapia imida a 60 e 70°C,
obtendo as respectivas médias 5%, 3%, 0%, 0%, 0% e 1% (Tabela 6).

Reducao na incidéncia de Penicillium sp. também foi observada em sementes de
Cabralea canjerana (Vell.) Mart.,, tratadas com NaClO na concentracao de 1% de cloro
ativo por 2 minutos (AIMI et al. 2016). A assepsia de sementes com hipoclorito de sédio
nas concentragdes de 1 a 2 % por dois minutos vem sendo recomendada para sementes
de espécies florestais (FERRAZ; CALVI, 2010), podendo ser uma alternativa para
sementes de feijao.

O fungo Fusarium spp. apresentou maior incidéncia nos tratamentos com UV-C 3

minutos, UV-C 5 minutos e termoterapia a seco a 70°C, ndo se diferenciando do controle



com inoculagdo com Penicillium sp. (Tabela 6). As bactérias foram encontradas em todos
os tratamentos ocorrendo em maior nimero nos tratamentos com UV-C 1 minuto,
alcool 1 e 2 minutos, NaClO 2%, termoterapia a seco 60 e 70°C e termoterapia imida a
70°C, mas também nao se diferenciando do controle com inoculagdo com Penicillium sp.

Nas sementes inoculadas com Penicillium sp. o Unico tratamento que ndo
prejudicou a germinag¢do das sementes foi o com acido peracético 3 minutos,
apresentando 75% de plantulas normais. O controle sem a inoculagdo do fungo
Penicillium spp., embora tenha tido média de germinacdo de 93,5% ndo diferiu
estatisticamente do tratamento com acido peracético 3 minutos (Tabela 7). O acido
peracético vem sendo utilizado na pos-colheita de frutas para desinfeccdo superficial
como destacam Vialta et al. (2003). O efeito deste produto é promissor na redugio de
fungos e bactérias e a viabilidade dele em sementes deve ser testada em outras espécies,
pois neste trabalho esta solucdo foi eficiente na manutencao da germinagdo de sementes
contaminadas.

Nascimento et al. (2010) destacam que o acido peracético tem alto poder
oxidante, ele atua na parede celular e interior da célula microbiana prejudicando o
sistema enzimatico e levando a destruicao do microrganismo. Se o tempo de imersao da
semente na solucdo de acido peracético nao for elevado a ponto de ocasionar danos as
células da semente, a germinacao pode ser favorecida pela reducao da incidéncia ou
auséncia de organismos fitopatogénicos.

Na variavel IVG, os tratamentos com alcool 2 minutos (4,2499), a termoterapia
umida 60°C (0,1416), a termoterapia umida 70°C (0,0000) e o controle com inoculagao
(3,5166) apresentaram menores médias em relacdo aos demais tratamentos, sendo

prejudiciais ao vigor das sementes de feijado quando inoculadas com Penicillium sp.



Tabela 7. Porcentagem de germinacdo (%), plantas anormais (%) e Indice de
Velocidade de Germinacdao (IVG) da espécie Phaseolus vulgaris inoculada com
Penicillium sp., submetida a diferentes tratamentos de desinfeccio em sementes.

Tratamentos Germinacao (%) Plantas Anormais Sementes Médias de IVG
(%) mortas (%)

Controle, sem 93,5a 1,5a 50a -

inoculagido

Controle, com 38,0d 53,5e 8,5a 3,5d

inoculagdo

UV-C, 1 minuto 69,0 bc 27,0 bc 4,0 a 7,3 ab

UV-C, 3 minutos 62,0 bc 25,0 bc 13,0 a 6,3 abc

UV-C, 5 minutos 61,5 bc 29,0 bed 95a 6,4 abc

Alcool 70%, 1 69,0 bc 25,5 bc 55a 6,8 ab

minuto

Alcool 70%, 2 41,0d 43,5 de 15,5a 4,2 cd

minutos

NaClO 2%, 3 64,5 bc 28,0 bcd 7,5a 6,7 ab

minutos com acido

acético

NaClO 2%, 3 64,0 bc 27,5 bcd 8,5a 7,1 ab

minutos

Acido peracético 75,0 ab 19,0b 6,0a 81a

1%, 3 minutos

Acido peracético 65,0 bc 26,5 bc 8,5a 6,6 ab

1%, 6 minutos

Termoterapia a 71,5 bc 23,5 bc 50a 7,4 ab

seco 60°C

Termoterapia a 53,0 cd 39,0 cde 8,0a 5,5 bed

seco 70°C

Termoterapia 1,5e 2,0a 96,5b 01e

Umida 60°C

Termoterapia 0,0e 1,5a 98,5b 0,0e

Umida 70°C

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: O autor.

Dias et al. (2003) analisando sementes de maracuja tratadas com dalcool 70%
notou reducdo linear na germinacgdo e no vigor das sementes com o aumento do tempo
de imersdo das mesmas, o que evidencia o efeito fitotéxico do dlcool quando em contato
por muito tempo com as sementes.

A porcentagem de plantas anormais (Tabela 7) nos tratamentos com inoculagdo
de Penicillium sp foi significativa. A maior anormalidade de plantulas ocorreu no
controle com inoculagdo, com média de 53,5%, o que evidencia o dano direto do fungo.

Os tratamentos com termoterapia imida a 60 e 70°C tiveram alta ocorréncia de
plantas mortas com médias de 96,5% e 98,5% (Tabela 7). Como mencionado

anteriormente nas sementes inoculadas com Aspergillus sp. (Tabela 3), a termoterapia a



umido por 30 minutos foi prejudicial as sementes, podendo ter afetado as membranas e
extravazado os metabdlitos da semente.

Para o comprimento da parte aérea (Tabela 8) os tratamentos com maiores
médias foram UV 1, 3, 5 minutos, alcool 70% 1 e 2 minutos, NaClO 2%, acido peracético
3 e 6 minutos, termoterapia a seco 60°C e 70°C, que nao diferiram do controle com
inoculagdo. No comprimento de raiz a termoterapia a seco 70°C, NaClO 2% com acido

acético, termoterapia imida 60 e 70°C tiveram as menores médias.

Tabela 8. Comprimento radicular e de parte aérea (mm) das plantulas, onde as
sementes foram submetidas a inoculacdo com Penicillium sp. e apds a tratamentos de
desinfeccdo, nas sementes.

Tratamentos Comprimento parte aérea Comprimento raiz
Controle, com inoculacao 122,3 a 132,3 a
UV-C, 1 minuto 112,5a 142,9 a
UV-C, 3 minutos 117,2 a 135,5a
UV-C, 5 minutos 126,8 a 140,5 a
Alcool 70%, 1 minuto 131,2a 1459 a
Alcool 70%, 2 minutos 1089 a 94,6 ab
NaClO 2%, 3 minutos com acido 0,0b 0,0c
acético

NaClO 2%, 3 minutos 133,2a 148,6 a
Acido peracético 1%, 3 minutos 130,4 a 144,8 a
Acido peracético 1%, 6 minutos 131,4a 1379 a
Termoterapia a seco 60°C 126,4 a 147,4 a
Termoterapia a seco 70°C 919a 52,8 bc
Termoterapia imida 60°C 00b 0,0c
Termoterapia iimida 70°C 0,0b 0,0c

Letras iguais nas colunas ndo diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: O autor.

Para massa fresca de parte aérea e de raiz (Tabela 9) nenhum tratamento se
diferiu do controle com inoculacdo com Penicillium sp., exce¢do para os tratamentos
com NaClO 2%, 3 minutos com acido acético, termoterapia imida 60°C, termoterapia
umida 70°C e termoterapia a seco 70°C, que apresentaram menor massa fresca. A
termoterapia a seco 70°C s6 diferiu do controle para massa fresca de raiz.

O tratamento com maior média nas duas variaveis foi o NaClO 2%, com massa
média de 1,4598g/planta na parte aérea e 0,2694g/planta na de raiz.

Na massa seca de parte aérea os tratamentos com menores médias foram
termoterapia imida 60 e 70°C e NaClO 2% com &cido acético. Os mesmos tratamentos,

mais a termoterapia a seco 70°C, obtiveram as menores médias para massa seca de raiz.



Tabela 9. Massa fresca de parte aérea (MFPA), massa seca de parte aérea (MSPA),
massa fresca de raiz (MFR) e massa seca de raiz (MSR) das plantulas de feijdo, onde as
sementes foram submetidas a inoculagdo com Penicillium sp. e ap6s a tratamentos de
desinfeccdo, nas sementes.

Tratamento MFPA (g) MEFR (g) MSPA (g) MSR (g)
Controle, com 1,1844 ab 0,2066 ab 0,0616 ab 0,0142 ab
inocula¢do

UV-C, 1 minuto 1,0186 ab 0,2038 abc 0,0590 ab 0,0142 ab
UV-C, 3 minutos 1,0896 ab 0,1898 abc 0,0566 ab 0,0132 ab
UV-C, 5 minutos 0,9864 ab 0,2064 ab 0,0548 ab 0,0094 bc
Alcool 70%, 1 1,1056 ab 0,2214 ab 0,0624 ab 0,0152 ab
minuto

Alcool 70%, 2 0,8840 b 0,1288 bc 0,0546 ab 0,0094 bc
minutos

NaClO 2%, 3 0,0000 c 0,0000d 0,0000 b 0,0000d

minutos com
acido acético

NaClO 2%, 3 1,4598 a 0,2694 a 0,0882 ab 0,0182 a
minutos

Acido peracético  1,0390 ab 0,1788 abc 0,0572 ab 0,0142 ab
1%, 3 minutos

Acido peracético 1,1648 ab 0,2096 ab 0,0628 ab 0,0138 ab
1%, 6 minutos

Termoterapia a 1,1458 ab 0,2396 a 0,0640 ab 0,0178 a
seco 60°C

Termoterapia a 0,7374b 0,1064 c 0,1244 a 0,0052 cd
seco 70°C

Termoterapia 0,0000 ¢ 0,0000d 0,0000 b 0,0000d
umida 60°C

Termoterapia 0,0000 c 0,0000d 0,0000 b 0,0000d
umida 70°C

Letras iguais ndo diferem entre si para o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: O autor.

Conclusodes

Os tratamentos que melhor controlaram a incidéncia dos fungos Aspergillus sp. e
Penicillium sp. foram o alcool 1 e 2 minutos, NaClO 2% com e sem acido acético e a
termoterapia imida a 60 e 70°C por 30 minutos.

A termoterapia umida a 60 e 70°C por 30 minutos foi eficiente no controle de
patégenos, entretanto, causou alta mortalidade das sementes.

A inoculagdo dos fungos afetou diretamente a germinacdo e o vigor das
sementes, o fungo Penicillium sp afetou mais as sementes que o Aspergillus sp.

Os tratamentos com hipoclorito de sddio a 2% com e sem acido acético sdao os
mais indicados para a assepsia das sementes de feijao, visto que foram os que menos
prejudicaram a qualidade fisiolégica das sementes e promoveram reducdo na incidéncia

de patégenos.
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