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RESUMO

Sementes intolerantes a dessecacdo necessitam ser armazenadas com elevado teor de agua
para sua conservacgdo, o que favorece a proliferacdo de microrganismos, principalmente os
fungos, que podem acelerar consideravelmente a velocidade de deterioragdo dessas sementes.
O tratamento de sementes com o uso de fungicidas pode gerar toxicidade as préprias sementes
e ao ambiente, tornando necessario o estudo de métodos alternativos para o controle dos
fungos, como os tratamentos térmicos e osmoticos. Porém, a protecdo residual contra os
patdégenos ao longo do armazenamento, que € conferida ao utilizar fungicidas, ndo existe
nesses tratamentos alternativos, o que representa uma grande limitacdo. Sendo assim, no
presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito de tratamentos térmicos e osmoticos, quando
aplicados isolados e associados, no controle dos fungos e na manutencdo da qualidade
fisiolégica de sementes intolerantes a dessecacdo, de Eugenia brasiliensis (grumixameira) e
Eugenia uniflora (pitangueira), e também avaliar os efeitos da reaplicagéo desses tratamentos
sobre o potencial de armazenamento dessas sementes. Os resultados demonstraram que o
tratamento térmico reduz a incidéncia da maioria dos fungos presentes em sementes de
Eugenia, porém ele apresenta baixo ou nenhum controle sobre a incidéncia de Penicillium sp.
e Fusarium sp., que foram melhor controlados com o tratamento osmotico. Este também
apresentou eficiéncia no controle da micota e resultou em menores prejuizos sobre a
qualidade fisiologica das sementes. A associacdo dos tratamentos aparentemente produziu
resultados mais favoraveis, devendo ser melhor explorada em trabalhos futuros. A reaplicacéo
dos tratamentos pode diminuir a deficiéncia causada pela falta do efeito residual e ampliar o
controle dos fungos ao longo do armazenamento. Porém, a decis@o de aplicar/reaplicar ou ndo
um tratamento deve estar associada a analise inicial da micota presente nas sementes, para se

avaliar o melhor tratamento, durante o armazenamento, para manter o controle da micota.

Palavras-chave: armazenamento de sementes; sementes recalcitrantes; tratamento térmico;

tratamento osmético; Penicillium sp; Fusarium sp.



ABSTRACT

Desiccation intolerant seeds need to be maintained with high water content for their
conservation, favoring the proliferation of microorganisms, especially fungi, which can
considerably accelerate the seed deterioration rate. The treatment with fungicides can be toxic
to the seed and to the environment, requiring the study of alternative methods, such as thermal
and osmotic treatments. However, the residual protection against pathogens during storage
that is granted by using fungicides, does not exist in such alternatives treatments, and
represents a serious limitation. Thus, the present work aimed to evaluate the effect of thermal
and osmotic treatments when applied alone and associated in controlling mycota and
maintaining the physiological quality of desiccation intolerant seeds, of Eugenia brasiliensis
(grumixameira) and Eugenia uniflora (pitangueira), and evaluate the effects of these
treatments on reapplication of the storage potential of these seeds. The results showed that the
thermal treatment reduces the incidence of most fungi present in seeds of Eugenia, but it has
low or no control over the incidence of Penicillium sp. and Fusarium sp. which were better
encountered with osmotic treatment. This also was efficient in controlling mycota and
resulted in less damage on the physiological quality of seeds. The association of the
treatments apparently produced most favorable results and may be further explored in future
work. The reapplication of treatments may compensate the deficiency caused by the lack of
residual effect and increase control of fungi over storage. However, the decision to
apply/reapply or not a treatment should be associated with the initial analysis of mycota
present in the seeds, to evaluate the best treatment, during storage, to maintain control of

mycota.

Keywords: storage of seeds; recalcitrant seeds; thermal treatment; osmotic treatment;
Penicillium sp; Fusarium sp.



1. INTRODUCAO

O sucesso do armazenamento de sementes depende do conhecimento sobre seu
comportamento em relacdo a tolerdncia a dessecacdo e a reducdo da temperatura. Na
categorizacdo das sementes sdo reconhecidos trés grupos basicos: recalcitrantes,
intermediérias e ortodoxas, podendo ser conservadas, respectivamente, por curto, médio e
longo prazo (Roberts 1973; Eira 1996; Hong & Ellis 1996). As sementes classificadas como
ortodoxas toleram graus de dessecacdo inferiores a 5%, as intermediarias em torno de 10 a
13% e as recalcitrantes ndo toleram dessecacdo a graus de umidade inferiores a 15% (Roberts
1973; Hong & Ellis 1996). Contudo, ha autores que consideram essa variagdo em uma escala
continua de comportamentos, principalmente pela constatacdo de niveis de tolerancia a
dessecacdo e de armazenamento entre as espécies classificadas como recalcitrantes (Kermode
& Finch-Savage 2002; Berjak 1996; Vertucci 1995; Walters 2000; Farrant 1988; Pammenter
2000).

As principalis técnicas de conservagdo de sementes, durante o armazenamento, incluem
a reducdo do seu metabolismo pela remocéo de sua agua ou pela diminuicdo da temperatura
do ambiente. Porém, a reducdo do teor de agua em sementes recalcitrantes ndo tem se
mostrado eficiente como, por exemplo, em sementes de espécies de Eugenia, tornando
necessario armazena-las com alto teor de agua, mas ainda insuficientes para a germinagéo
(Marcos Filho 2005; Kohama et al. 2006; Delgado & Barbedo 2007; Oliveira et al. 2011). O
uso de baixas temperaturas poderia inibir esses problemas, mas muitas sementes recalcitrantes
sofrem danos por temperaturas proximas ou abaixo de zero (Vieira et al. 2001). Dessa forma,
a vida curta de sementes recalcitrantes causa sérios problemas para a conservacdo de

germoplasma dessas espécies a longo prazo (Castro et al. 2004).

Segundo Pammenter et al. (1994) a perda da viabilidade das sementes recalcitrantes é
consequéncia dos danos ligados ao metabolismo germinativo que, simulando uma condicéo
de germinacdo muito lenta, culminaria com a falta de agua livre suficiente para os processos
de divisdo e expansdo celular. A manutencao dessa intensa atividade requer, provavelmente,
elevadas taxas respiratorias e grande consumo de reservas. Durante o periodo no qual as
sementes mantém intensa atividade, mas ndo completam a germinacdo, 0 metabolismo pode
ser desordenado, com consumo de reservas e liberacdo de radicais livres, ambas as atividades
prejudicando a conservacdo da viabilidade das sementes durante o armazenamento e,
consequentemente, favorecendo sua rapida deterioracdo (Barbedo & Marcos Filho 1998;
Ferreira & Borghetti 2004; Andréo et al. 2006; Berjak & Pammenter 2008).



A necessidade de manter essas sementes umidas favorece, também, a proliferacdo de
microrganismos, principalmente os fungos, acelerando consideravelmente a velocidade de
deterioracdo (Kohama et al. 2006; Fonseca & Freire 2003; Toledo & Marcos Filho 1977,
Marcos Filho 2005; Oliveira 2011).

O armazenamento Umido favorece o desenvolvimento e a manutencdo da viabilidade
de fungos tradicionalmente classificados como fungos de campo. Estes, quando as sementes
sdo armazenadas secas, normalmente perdem sua viabilidade ao longo do armazenamento,
enquanto que os classificados como fungos de armazenamento podem aumentar sua
incidéncia (Christensen 1972; Calistru et al. 2000; Marcos Filho 2005). Os fungos de campo
necessitam, para o seu crescimento, de elevada umidade relativa do ar (90-95%), ou seja, em
ambiente no qual o teor de 4gua das sementes situa-se entre 20% e 25%; em umidade relativa
do ar mais baixa tais fungos tem seu crescimento paralisado (Sauter et al. 1992). Christensen
& Kaufmann (1965) verificaram que os fungos dos géneros Fusarium e Helminthosporium
desapareceram dos grdos em poucos meses em condicdes de baixa umidade, porém Wetzel et
al. (1987) constataram que o fungo Phomopsis sp. sobreviveu por trés anos em sementes de
soja armazenadas a 10 °C e 25% UR. Em sementes recalcitrantes de Inga vera Willd. Subsp.
Affinis (DC) T.D. e Eugenia spp., por outro lado, a elevada incidéncia de Fusarium sp.
durante o armazenamento diferiu do comportamento tipico das sementes ortodoxas (Oliveira
et al. 2011). Berjak (1987) considera que os fungos de campo, como Fusarium sp., podem
perder a competicdo com os fungos de armazenamento, xerotolerantes, como Penicillium sp.
Esta autora ressalta que, independente da influéncia das condi¢bes de armazenamento e do
teor de agua das sementes na sucessao dos fungos, a interacdo e competicao entre os fungos
pode ser um dos maiores e mais significativos fatores nesse processo, principalmente quando

os indculos estdo presentes nos tecidos das sementes desde o inicio.

Berjak (1996) considera que a deterioracdo das sementes oferece condicGes para 0s
fungos se proliferarem e que, além disso, a prépria micota pode intensificar a taxa de
deterioracdo das sementes. Dessa forma, ambos os fatores poderiam estar simultaneamente
envolvidos e a remocdo da principal fonte de indculo poderia propiciar o aumento da
longevidade das sementes recalcitrantes, como foi constatado por Calistru et al. (2000).
Segundo aquela autora, sementes de Avicennia marina (Forssk.) Vierh. foram extremamente
suscetiveis a Fusarium moniliforme e tiveram a viabilidade ampliada em armazenamento

quando foram desinfestadas com fungicidas.

Os patdgenos podem se associar externamente e internamente a semente, mas podem

também acompanhar a semente aderidos a detritos vegetais e particulas de solo. No caso de



associagéo interna, os fungos podem estar presentes na casca, no endosperma, no embrido ou
sob o tegumento, causando a destruicdo dos cotilédones. Apresentam maiores chances de
sobrevivéncia por ficarem protegidos contra a maioria dos tratamentos que controlam, com
eficiéncia, os patdgenos de sementes transmitidos externamente (Santos et al. 2000). O estudo
da incidéncia e frequéncia dos fungos sobre as sementes e a avaliacdo do seu potencial de
patogenicidade sdo de fundamental importancia, pois podem fornecer subsidios para a
determinacdo de modelos epidemioldgicos, para a producdo de mudas e para ©
armazenamento das sementes (Santos et al. 1997).

A atuagdo dos fungos na deterioragdo durante o armazenamento de sementes
recalcitrantes tem sido foco de alguns trabalhos nos ultimos anos (Mycock & Berjak 1990,
1995; Pongapanich 1990; Singh & Singh 1990; Berjak 1996; Calistru et al. 2000; Sutherland
et al. 2002; Oliveira 2011). Tem-se verificado que os fungos podem depreciar a qualidade das
sementes ocasionando: 1) a perda do poder germinativo pela colonizacdo do embrido; 2) a
descoloracdo e apodrecimento, com reflexos tanto na viabilidade como no valor comercial e
nutritivo das sementes; 3) 0 aumento da presenca de acidos graxos, provocando a rancificacao
de oleos; 4) o aquecimento da massa de sementes, com 0 consequente aumento da taxa
respiratoria e a deterioracdo mais rapida das sementes (Machado 1988). Também podem ser
provocados danos a plantula, como podridao radicular, tombamento, manchas necréticas em
folhas, caules e frutos, deformacgdes com hipertrofias e subdesenvolvimento, descoloracdo de

tecidos e infeccdes latentes (Neergaard 1979).

Dessa maneira, 0s patdgenos ndo afetam somente a semente ou o0 crescimento das
plantulas, mas infectam a planta sistematicamente, reduzindo seu vigor (Padulla 2006). Todos
esses danos causam reducdo drastica da producdo de mudas em viveiros e aumento dos custos

de reflorestamento (Sales 1992).

Uma das maneiras de manter ou melhorar a qualidade sanitaria da semente, evitando a
disseminacdo de microrganismos patogénicos e controlando a transmissdo de fungos por
sementes, € o tratamento de sementes (Mendes et al. 2001). Segundo Menten (1995), as trés
modalidades de controle dos patégenos de sementes sdo: 1) quimico, que consiste da
incorporacdo de produtos quimicos sintéticos as sementes; 2) fisico, que consiste em expor as
sementes a acdo do calor ou de outro agente fisico controlado; 3) bioldgico, método baseado
na incorporacdo de organismos antagonistas as sementes. O controle quimico tem sido a
forma mais comumente utilizada (Mendes et al. 2001), mas sempre com riscos ambientais.

Dentre estes, pode-se citar a contaminacdo ambiental, a resisténcia de patdgenos, o



desequilibrio bioldgico, a eliminacdo de organismos benéficos e a reducdo da biodiversidade
(Bettiol & Ghini 2003).

Além da falta de produto registrado para o tratamento de sementes de espécies
florestais, muitos desses produtos quimicos tém também o potencial de se tornarem toxicos as
sementes e plantulas emergentes. Portanto, h& necessidade de pesquisa voltada ao
desenvolvimento métodos alternativos para o tratamento de sementes e o controle de doengas.
Dentre eles, os tratamentos fisicos, como a termoterapia (em 4&gua quente) e o
condicionamento osmético (em solugdes de potecial hidrico controlado), poderiam controlar
0s patdgenos, mas dependem do conhecimento da sensibilidade diferencial a tais estresses
(térmico ou hidrico) entre a semente e o patdgeno (Nameth 1998; Menten 1995; Santos &
Parisi 2004).

O tratamento térmico baseia-se no efeito das temperaturas elevadas sobre a atividade
celular dos patdgenos, sendo que o mecanismo mais provavel responsavel pela morte em altas
temperaturas seja a desnaturacdo de proteinas e enzimas, importantes para 0 metabolismo
celular. A maioria dos microrganismos fitopatogénicos apresenta ponto termico letal a
temperaturas na faixa entre 45 a 60 °C (Cochrane 1958; Deverall 1965), como foi observado
por Tanaka et al. (2003) para Colletotrichum acutatum Simmonds, C. fragariae Brooks, C.
lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Br. & Cav., Pythium sp., Phytophthora cactorum (Leb &
Cohn) Schroet., Diaporthe phaseolorum (Cke. & EIl.) Sacc. f. sp. meridionales Morgan-
Jones, Fusarium spp., F. subglutinans Nelson et al. f. sp., F. solani (Mart.) Sacc., Rhizoctonia

solani Kiihn, Sclerotium rolfsii Sacc. e Verticillium dahlia Kleb.

O condicionamento osmotico como método para controle de fungos, por sua vez, tem
sido analisado mais recentemente. A técnica do armazenamento das sementes em solucdes
osmoticas foi utilizada para sementes recalcitrantes de Inga vera (Andréo et al. 2006), mas
com o objetivo de reduzir o metabolismo intenso e desordenado dos embrides por meio da
regulacdo da mobilizacdo da agua. De acordo com Marcos Filho (2005), para sementes
ortodoxas a hidratacdo controlada promove a atividade de mecanismos de reparo das
membranas e de componentes da estrutura celular, com reducdo da liberacdo de exsudados
durante a embebicdo e, consequentemente, menor ocorréncia de microrganismos associados
as sementes. Esse método poderia, portanto, auxiliar no controle de patdgenos, uma vez que a
atividade da agua e o seu potencial hidrico podem determinar o comportamento dos diferentes
fungos (Hopkins & Mcquilken 2000). Segundo Cochrane (1958), a tolerancia a elevada
pressdo osmotica é especifica, sendo que a maioria dos fungos cessa o0 crescimento ou sdo

marcadamente inibidos nessas condicoes.



A associacdo dos dois tratamentos, térmico e osmético, poderia ampliar ainda mais a
diversidade e eficiéncia de tratamentos alternativos aos quimicos, em sementes. Essa
combinacédo foi analisada em sementes de espécies de Eugenia (Oliveira 2011), constatando-
se que o controle exercido pelo tratamento osmoético sobre a incidéncia dos fungos nédo
necessita exposicdo prolongada e pode ser associado eficientemente ao tratamento térmico,
desde que este ndo exceda a 65 °C. Segundo Edney & Burchill (1967), a falta de protecédo
residual contra a recontaminacdo por patdgenos oportunistas e injarias promovidas no
hospedeiro representa a maior limitagdo ao uso de termoterapia, 0 que também foi observado
para o tratamento osmoético (Oliveira 2011; Oliveira et al. 2011).

1.1. Fungos em sementes de espécies florestais

Os fungos sd@o organismos heterotroficos, que se alimentam a partir de matéria
organica inanimada ou atuam como parasitas de organismos vivos. Como saprofitos,
decompdem residuos complexos de plantas e animais em substancias quimicas mais simples
que retornam ao solo e favorecem sua fertilidade (Ernest et al. 2003). Dos microrganismos
gue se associam as sementes, 0s fungos representam o maior grupo, seguido das bactérias e,

em menor proporcao, dos virus e nematoides (Richardson 1979; Machado 1988).

Os fungos dos géneros Fusarium, Phomopsis, Helminthosporium, Rhizoctonia,
Colletotrichum e Cilindrocladium séo responsaveis por mais de 90% de perda de sementes
germinadas e no estadio de plantulas das plantas cultivadas (Neergaard 1977). Ja em sementes
florestais, tem-se verificado correlacdo positiva entre o indice de sementes mortas e a
porcentagem de fungos incidentes (Santos et al. 1997; Parisi et al. 2005). Particularmente nas
recalcitrantes, a sobrevivéncia e a proliferacdo dos fungos sdo favorecidas devido a elevada
temperatura e umidade (Sutherland et al. 2002). Em geral, a populacdo fungica de sementes
das esséncias florestais investigada é constituida por espécies de fungos muito comuns em

sementes como saprofitos externos (Carvalho & Muchovej 1991).

Varios autores, avaliando sementes de diferentes espécies florestais, constataram a incidéncia de
fungos como Alternaria alternata, Aspergillus spp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Fusarium spp.,
Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp., Rhizopus sp., Trichoderma sp., entre outros (Cherobini et al. 2004;
Grandis et al. 2004; Nascimento et al. 2004; Rego et al. 2004; Santos et al. 2001; Santos et al. 2000).

Fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Colletotrichum,
Botryodiplodia, Fusarium, Phomopsis e Sclerotinia tém sido relatados em sementes

recalcitrantes, contudo poucos trabalhos conseguiram comprovar seus danos devido,



principalmente, a curta longevidade dessas sementes (Parisi 2012). Dentre 0s géneros que
podem se comportar com fitopatogénicos as espécies florestais estdo as espécies de Fusarium,
consideradas fungos de campo, isto é, que podem infectar as sementes no periodo de crescimento e
maturacdo, Sendo responsaveis pelo tombamento tanto de pré como de pds-emergéncia das plantulas

(Carvalho & Muchovej 1991; Booth 1971; Carneiro 1986; Soave & Wetzel 1987).

Fungos do género Fusarium tém a capacidade de produzir uma variedade de
micotoxinas, dentre elas o acido fusérico. Este fungo sobrevive no solo, sendo transmitido por
vérias vias de disseminacdo, sobrevivendo em impurezas associadas as sementes, estruturas
de plantas e em restos de cultura. Dessa forma, este fungo se desenvolve nessas estruturas,
causando doencas e 0 seu controle torna-se dificil e, muitas vezes, impossibilitado, devido a
sua agressividade na producdo de enzimas hidroliticas como celulases, xilanases, pectinase,
amilases e lipases (Machado 2002). Fusarium spp. causa dano em plantulas de Pinus,
Stryphnodendron adstringens Mart. (barbatimdo), Anadenanthera macrocarpa Benth. (angico
vermelho), Copaifera langsdorffii Desf. (copaiba) e Dalbergia nigra (Vell.) Fr.All.ex Benth.
(Jjacaranda da Bahia) (Homechin et al. 1986; Sales 1992; Mesquita 1999). Esse fungo tem,
também, apresentando alta incidéncia em sementes recalcitrantes, como Inga vera, Avicennia
marina e Eugenia spp. (Parisi 2012; Anguelova-Merhar 2003; Lisbh6a-Padulla et al. 2010;
Oliveira et al. 2011; Oliveira 2011)

Parisi (2012) e Oliveira (2011) também relataram incidéncia de Aspergillus e
Penicillium em sementes de Inga vera e Eugenia spp. Esses fungos também apresentaram
elevada incidéncia em sementes de Zollernia ilicifolia Vog. (pau-santo), Plathymenia
reticulata Benth. (vinhatico-do-campo), Cassia sp. (canafistula) e Tabebuia sp. (ipé)
(Carneiro 1990). A presenca desses fungos prejudica a qualidade das sementes com a queda
de sua viabilidade (Carneiro 1990). Bajpai & Patil (1997) e Pinto (2003) destacam que as
espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium tém a capacidade de produzir enzimas
extracelulares sobre diversos substratos, destacando-se as lipases, proteases, amilases,

pectinases, tanases e lacases.

Pestalotiopsis é outro fungo encontrado em associagdo com sementes de espécies florestais, como
em Eugenia spp., Caesalpinia echinata (pau-brasil), A. macrocarpa (angico vermelho), Copaifera
langsdorffii (copaiba), Dalbergia nigra (jacaranda da Bahia) e Schinus terebinthifolius Raddi
(aroeira pimenteira). E altamente patogénico para as sementes e as plantulas, causando podriddo na
semente, podriddo de raiz, redugdo na altura e definhamento de plantulas sobreviventes (Mesquita 1999;
Dhingra et al. 2002; Botelho et al. 2008; Lisb6a-Padulla et al. 2010; Oliveira 2011). Pestalotiopsis

maculans, por exemplo, foi descrito em folhas de pau-brasil, causando lesdes (Mendes & Muchovej 1991)



e Pestalotiopsis sp. como agente causal de podriddes de sementes em condicdes inadequadas de
armazenamento (Santos et al. 2001).

Cladosporium cladosporioides tem sido detectado com frequéncia e em alta incidéncia em
sementes de espécies nativas, sendo que esse fungo pode ser responsavel pela descoloracdo das sementes e
reducdo na germinagdo (Faiad et al. 2004; Lisbda-Padulla et al. 2004; Botelho 2006). Alternaria
alternata provoca desfolha e curvatura de ponteiros em coniferas. Phoma sp. e Phomopsis sp.
podem estar associados a diminuicdo do poder germinativo em Larix spp., Picea spp. e Pinus
spp. e causam dano em plantulas de Tabebuia serratifolia (VVahl) Nicholson (ipé amarelo),
Tabebuia impetiginosa (Mart.) Standl. (ipé roxo), A. macrocarpa (angico vermelho), S.
adstringens (barbatimdo), D. nigra (jacaranda da Bahia) (Carneiro 1986; Mesquita 1999;
Coelho & Castro 1996; Sales 1992; Martins 1991). Colletotrichum sp. causa dano em
plantulas de angico vermelho, copaiba, jacarandad da Bahia e pau-Brasil (Mesquita 1999;
Lisb6a-Padulla et al. 2010). Hellwig & Ueno (2009) relatou que Colletotrichum
gloeosporioides esta associado a seca de ramos e a antracnose em frutos de Acca sellowiana
Berg. (goiaba-serrana). Espécies do género Colletotrichum podem produzir as enzimas
pectinases e poligalacturonases, responsaveis pelo ataque a pectina, presente em folhas e
frutos das plantas (Herbert et al. 2004).

Desse modo, a alta variabilidade de fungos presentes nas sementes das especies
nativas, somada a sua diversidade de comportamentos diante do armazenamento, torna
imprescindivel que os estudos de sanidade sejam aliados aos de armazenamento, propiciando

assim a conservacao ex situ.



1.2. Eugenia spp.

A familia Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies de arvores e
arbustos que se distribuem por todos os continentes, a exce¢do da Antartica, mas com nitida
predomindncia nas regides tropicais e subtropicais do mundo (Barroso 1991; Marchiori &
Sobral 1997). Representada por aproximadamente 1.000 espécies, Myrtaceae é uma das
familias mais importantes do Brasil (Landrum & Kawasaki 1997) destacando-se, com mais de
uma centena de espécies, 0s géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, enquanto o restante
dos géneros possui menos de 60 espécies brasileiras (Barroso & Perén 1994; Landrum &
Kawasaki 1997)

Myrtaceae é uma das familias lenhosas dominantes em varias formacbes vegetais
brasileiras, especialmente na floresta atlantica onde mais de 50 espécies podem ocorrer
endemicamente (Peixoto & Gentry 1990; Landrum & Kawasaki 1997; Tabarelli & Mantovani
1999; Oliveira Filho & Fontes 2000; Guilherme et al. 2004). Este género possui também
espécies interessantes para programas de recuperacdo de areas degradadas e de preservacao
permanente, por terem frutos amplamente consumidos pela avifauna, que auxiliam na
dispersdo das sementes (Lorenzi 1992), também possuem caracteristicas adequadas ao uso na
arborizacdo urbana (Correa 1975; Silva et al. 2001) e, ainda, valor comercial, nutritivo e
potencial de aproveitamento na obtencdo de farmacos (Donadio 1997; Silva et al. 2003).
Espécies como a Psidium guajava Lam. (goiabeira), Eugenia uniflora Lam. (pitangueira) e a
Myciaria cauliflora Berg. (jabuticabeira), por exemplo, séo utilizadas na fruticultura, devido a
qualidade de suas frutas e adaptacdo a algumas condi¢cdes de clima subtropical (Donadio &
Moro 2004).

Muitas espécies de Eugenia de importancia ecolégica e com potencial de exploracao
comercial apresentam baixa densidade de ocorréncia. Tal fato dificulta a obtencdo de
sementes em quantidade que permita a producdo de mudas em larga escala, seja para
aproveitamento comercial, com o plantio de pomares de producdo de frutas, seja para
aproveitamento em programas de repovoamento vegetal (Silva et al. 2005). Diversas espécies
arbéreas nativas, com grande potencial de utilizacio na arborizacdo urbana e
reflorestamentos, tém seu uso limitado em funcéo da caréncia de informacdes técnicas sobre o
manejo de suas sementes, como é o caso de algumas espécies de Eugenia, tais como Eugenia
involucrata DC. (cerejeira-do-mato), Eugenia uniflora L. (pitangueira), Eugenia brasiliensis
Lam. (grumixameira), Eugenia pyriformis Cambess (uvaieira), entre outras (Barbedo &
Marcos Filho 1998).



Algumas espécies estdo desaparecendo da natureza antes mesmo que se tenha
conhecimento béasico de sua biologia (Landrum & Kawasaki 1997), como pode ser visto pelas
listas de espécies de Myrtaceae ameacadas no Brasil, onde sdo listadas 40 espécies, sendo
nove do género Eugenia. Também sdo apontadas oito espécies de Myrtaceae que s&o
consideradas presumivelmente extintas, apenas no estado de Sdo Paulo (Biodiversitas 2012).

Dados relativos ao comportamento das sementes de Eugenia indicam que elas
pertencam a categoria das recalcitrantes, ou sensiveis a desidratacdo e, consequentemente,
com baixa longevidade (Delgado & Barbedo 2007). Quando dispersas, essas sementes tém
teor de agua em torno de 35-70%, conforme o observado por diversos autores para E.
involucrata DC., E. stipitata ssp. Sororia McVaugh, E. brasiliensis Lam., E. pyriformis
Cambess., E. dysenterica DC., E. cerasiflora Mig., E. umbelliflora Berg, E. pleurantha
O.Berg e E. rostrifolia D.Legrand.

As sementes recalcitrantes apresentam baixa viabilidade no armazenamento, o que
causa serios problemas para a conservacdo de germoplasma dessas espécies, inviabilizando a
conservacdo ex situ, ou seja, fora de seu habitat natural (Castro et al. 2004; Botanic Gardens
Conservation International 2001). Para fornecer novas informacbes sobre espécies deste
género, neste trabalho foram utilizadas duas espécies de Eugenia, E. uniflora Lam.

(pitangueira) e E. brasiliensis Lam. (grumixameira).



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar o efeito de tratamentos térmicos e
osmoticos, quando isolados e associados, no controle dos fungos e avaliar os efeitos da
reaplicacdo desses tratamentos sobre o potencial de armazenamento das sementes. Para tanto
foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar os efeitos dos tratamentos térmicos e osmoticos no controle da micota em
sementes de Myrtaceae;

e Auvaliar o efeito da reaplicacdo dos tratamentos sobre a qualidade fisiolégica e controle
da micota nas sementes de Myrtaceae;

e Estabelecer relacdo entre a qualidade fisiologica e sanitaria no processo de
deterioracdo das sementes de Myrtaceae.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta dos frutos e extracéo das sementes

Os frutos de Eugenia brasiliensis Lam. (grumixameira) e Eugenia uniflora Lam.
(pitangueira) foram obtidos nos meses de novembro/dezembro e janeiro, respectivamente, de
matrizes plantadas no Jardim Botanico de Sao Paulo, em Sao Paulo, SP (23°38S e 46°37°W).
O processo de extracdo e beneficiamento das sementes foi realizado através da extracdo
manual da polpa e eliminacdo de sementes danificadas por insetos e imaturas, conforme
descrito por Kohama et al. (2006). Em seguida as sementes foram armazenadas em sacos de
polietileno, em camara fria a 7°C (Kohama et al. 2006), até a instalacdo dos experimentos,
ndo ultrapassando 15 dias.

3.2. Determinacdes fisicas e fisioldgicas e avaliacdo da sanidade das sementes

As sementes foram analisadas quanto ao teor de agua, conteudo de massa seca,
potencial hidrico, germinacéo, capacidade de producdo de plantulas normais, sanidade e taxa

respiratoria.

O teor de agua e o contetdo de massa seca foram determinados gravimetricamente,
pelo método de estufa com circulacéo de ar a 103 °C por 17h (Ista 1985), sendo os resultados
apresentados em porcentagem, em base Umida, para teor de agua e em mg.semente™, para

massa seca (Brasil 2009).

O potencial hidrico foi medido, em sementes seccionadas a0 meio, por meio de
potencibmetro WP4 (Decagon Devices, Pullman, EUA), baseando-se na temperatura do ponto
de orvalho do ar em equilibrio com a amostra examinada, conforme metodologia descrita por

Delgado & Barbedo (2012), sendo os resultados apresentados em MPa (Decagon 2001).

O teste de germinacdo foi conduzido em rolos de papel Germitest, com duas folhas
para a base e uma para a cobertura, previamente umedecidos com agua até a saturacdo, porém
sem excesso (Brasil 2009). Os rolos foram acondicionados em camaras de germinacéo,
reguladas a 25°C, com luz continua e 100% de umidade relativa do ar, utilizando-se quatro
repeticdes de 12 sementes. As avaliacdes foram realizadas a cada trés dias durante setenta
dias, registrando-se as sementes que emitiram raiz primaria, consideradas germinadas, e as
que formaram plantulas normais (Silva et al. 2003; Kohama et al. 2006; Delgado & Barbedo
2007).



A avaliagdo da micota das sementes foi realizada pelo método de incubacdo em papel
de filtro (Brasil 2009). As sementes foram distribuidas equidistantemente em placas de Petri,
contendo trés folhas de papel de filtro umedecidas com agua destilada e foram entéo
incubadas por sete dias a 20+2 °C e fotoperiodo de 12 horas, utilizando-se quatro repeticdes
de 12 sementes. A identificacdo e contagem dos fungos foi realizada examinando-se as
colbénias fungicas desenvolvidas nas sementes com auxilio de microscopio estereoscopico.
Em alguns casos, a identificacdo foi complementada pela visualizacdo das caracteristicas
morfoldgicas dos fungos em microscépio 6ptico.

A taxa respiratoria, ou seja, o consumo de oxigénio (O;) e a producdo de dioxido de
carbono (CO,), foi determinada por meio de analisador modelo ILL6600 (Illinois Instruments,
Inc., Johnsburg, EUA), segundo metodologia descrita por Lamarca (2009). A porcentagem de
O, e CO; no ar do recipiente de incubacdo das sementes foi obtida por sensores a base de
oxido de zirconio (ZrOy) para 0 O, e infravermelho para o CO,. As amostras de sementes
foram acondicionadas em embalagens de vidro de 600mL, hermeticamente fechados, com
orificios recobertos por septo de borracha, onde foram inseridos os eletrodos do equipamento
para a tomada da amostra de ar das embalagens. Antes da introducdo das sementes nas
embalagens, foi determinada sua massa fresca e seca total (g). O volume total do ar das
embalagens foi determinado segundo o principio da hidrostatica para que se calcule o volume

resultante do ar depois de descontado o volume ocupado pelas sementes.

O fechamento das embalagens foi determinado como sendo o inicio do experimento, o
tempo zero correspondendo a atmosfera normal (21% de oxigénio e 0,03% de dioxido de
carbono). O consumo de O, e a producdo de CO, pelas sementes foi estimado pela diferenca
entre os valores medidos e os da atmosfera normal. Apos cada medida, as embalagens foram
abertas por alguns minutos para reequilibrio com a atmosfera normal sendo, em seguida,
novamente fechadas para a continuidade do experimento. Considerando-se a pressdo
atmosférica local em atm, os valores obtidos em porcentagem de O, ou de CO, foram
convertidos para pressdo parcial do gas, segundo a formula pl/P=v1%/V% (Feltre 1982),

sendo:
pl = pressao parcial do gas (em atm);
P = pressdo atmosférica local;
v1% = volume do gés, em porcentagem;

V% = volume total (=100%).



A seguir, baseando-se no volume das embalagens e na temperatura registrada em cada
avaliacdo, os valores foram convertidos para umol de O, e de CO;, pela equacdo de
Clapeyron, p1V=nRT, sendo:

V = volume total de ar do frasco (em L)

n = nimero de moles do gas

R = constante universal dos gases perfeitos (0,082 atm.L.mol™.K™)
T = temperatura (em Kelvin)

Baseando-se em experimentos prévios da média de consumo diario de O, e de
liberacdo de CO, pelas sementes de E. uniflora e E. brasiliensis, as avaliagbes foram
realizadas com intervalo de trés dia. Os valores obtidos nas avaliagdes foram somados e
divididos pela massa seca total da amostra de sementes e pelo nimero de dias em que as
sementes permanecerem nas embalagens, obtendo-se o valor expresso em micromol por
grama de massa seca por dia (umol.gMS™.d?). Foi calculado, também, o quociente
respiratorio (QR), dividindo-se o valor obtido para producdo de CO, pelo obtido para
consumo de O, (QR=C0,.0,™), ambos em pmol.gMS™.d*, segundo descrito por Kader &
Saltveit (2002).

Apos a avaliacdo da taxa respiratoria as sementes foram analisadas pelo teste de
tetrazolio, sendo categorizadas pela coloracdo em viaveis, deterioradas e inviaveis, quando
roseo, vermelho intenso e a cor natural, respectivamente. Baseando-se em resultados prévios
(dados ndo apresentados), as sementes foram seccionadas ao meio e incubadas em solugéo de
cloreto 2,3,5 trifenil tetrazdlio, a 35°C sob auséncia de luz, com concentracdo e periodo de
exposicdo variando de acordo com a espécie. As sementes ficaram imersas em solucdo de

tetrazolio de 0,125%, para E. uniflora, e 0,250%, para E. brasiliensis, durante trés horas.

3.3. Tratamentos de controle da incidéncia fungica

Foram empregados dois tratamentos térmicos e dois osmoticos, sendo que cada
tratamento foi aplicado isoladamente e também associando-se cada térmico a cada osmético.
Apos a aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram armazenadas em sacos de polietileno,
em camara fria a 7°C (Kohama et al. 2006) por 30 dias. Apds esse periodo as amostras de

sementes de cada tratamento foram divididas em duas sub-amostras, sendo que uma foi



armazenada por novo periodo de 30 dias e a outra foi submetida a reaplicacdo do tratamento
que havia recebido inicialmente, sendo armazenada em seguida por 30 dias.

Os bindbmios tempo-temperatura, nos tratamentos térmicos, e do potencial hidrico, nos
tratamentos osmoticos, foram escolhidos baseando-se em resultados anteriores dos
tratamentos mais eficientes no controle da flora flngica associada as sementes e na
manutencdo das porcentagens de germinacgédo e de desenvolvimento de plantulas normais em
valores superiores a 50% (Delgado & Barbedo 2007; Oliveira 2011; Oliveira et al. 2011).

As sementes foram submetidas a tratamento térmico conforme metodologia
apresentada por Oliveira (2011), visando a otimizagdo dos resultados obtidos para o
tratamento da incidéncia de fungos. Para tanto, as amostras de sementes foram imersas em
agua destilada em béquer de vidro e acondicionadas em estufa com circulacdo de ar regulada
para diferentes temperaturas e periodos: 55°C durante 30 minutos e 55°C durante 150
minutos, para Eugenia brasiliensis; 55°C e 60°C durante 120 minutos, para Eugenia uniflora.
As sementes foram retiradas previamente do armazenamento a 7 °C até aclimatarem com a
temperatura ambiente e foram entdo pré-aquecidas, por 20 minutos, a temperatura de 5-6 °C
abaixo da temperatura do tratamento. Foi utilizada proporcdo de 1:5 entre 0 peso das
sementes e 0 peso da dgua do tratamento e foi realizada agitacdo da agua periodicamente. Ao
término do periodo de exposicdo, as sementes foram resfriadas com agua destilada e
depositadas sobre papel de filtro, a temperatura ambiente, para retirada do excesso de agua

superficial.

Para o tratamento osmotico as amostras de sementes foram armazenadas por sete dias
em solucBes de polietilenoglicol (PEG 6000), com os potenciais hidricos de -3,4 MPa e -4,0
MPa, em caixas tipo gerbox a 7°C. Apds os tratamentos osmaticos, as sementes foram lavadas
em agua destilada até que a solugdo fosse retirada da superficie das sementes, que foram em

seguida armazenadas em sacos de polietileno e em camara fria a 7°C.

As solugdes osmdticas foram preparadas baseando-se em concentracfes e
temperaturas descritas por Michel & Kauffmann (1973), aferidas em equipamento WP4,
Decagon (Pullmann, USA).

Os controles foram representados pela amostra de sementes que ndo recebeu
tratamento, denominada testemunha, e pela amostra de sementes tratada com o produto
carbendazin + tiram (produto comercial Derosal Plus), com acdo de contato e sistémica, na
dose recomendada pelo fabricante e adotada em trabalhos anteriores: 300 ml/1000 kg de

sementes. O fungicida serviu como referéncia para os resultados obtidos nos demais



tratamentos, uma vez que sua eficiéncia em relacdo a reducdo da incidéncia de fungos nas

espécies trabalhadas tem sido proxima de 100% (Oliveira 2011).

3.4. Delineamento experimental e tratamento estatistico dos dados

O delineamento experimental para todos os experimentos foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial 3 x 3 x 2, associando-se tratamento
térmico, tratamento osmatico e reaplicacdo de tratamentos. Assim, para Eugenia brasiliensis
o fatorial foi representado pela associacdo de trés niveis de tratamento térmico (representados
pelos periodos de zero, 30 minutos e 150 minutos, fixando-se a temperatura em 55°C), trés
niveis de tratamento osmotico (representados pela auséncia de tratamento, -3,4 MPa e -4,0
MPa) e dois niveis de reaplicacdo (com ou sem). Ja para E. uniflora, no fatorial substituiram-
se 0s niveis de tratamento térmico pela variacdo de temperatura (55°C e 60°C, fixando-se o
periodo em 120 minutos). Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (teste F),
ao nivel de 5% de probabilidade, com comparacdo das médias das variaveis fisicas e
fisiologicas pelo teste de Tukey (Santana & Ranal 2004). Para os resultados de sanidade, foi

utilizado o desvio padréo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A acdo de fungos acelerando a deterioracdo ou reduzindo o vigor de sementes
recalcitrantes (sensiveis a dessecacdo) durante o armazenamento foi demonstrada para
algumas espécies (Mycock & Berjak 1990; Mycock & Berjak 1995; Berjak 1996; Calistru et
al. 2000; Anguelova-Merhar 2003). Verificou-se que o armazenamento obrigatoriamente
umido dessas sementes favorece o desenvolvimento de fungos tradicionalmente classificados
como fungos de campo que, em sementes ortodoxas (tolerantes a dessecacgdo), normalmente
perderiam sua viabilidade ao longo do armazenamento. Em sementes de milho (ortodoxas),
por exemplo, Fusarium sp., Alternaria alternata e Botryodiplodia theobromae, fungos
considerados como tipicos de campo, tiveram reducdo na incidéncia durante o
armazenamento, enquanto que fungos tipicos de armazenamento, dos género Aspergillus e
Penicillium, tiveram aumento (Bankole 1994; Mycock & Berjak 1995). Nas sementes
recalcitrantes de Eugenia brasiliensis e Eugenia uniflora do presente trabalho, tanto
Penicillium sp. (fungo de armazenamento) quanto Fusarium sp. (de campo) foram observados
durante todo o armazenamento (Figuras 1A e C, 2A e C).

Foi observada alta diversidade de fungos nas sementes analisadas, sendo constatado na
testemunha de E. brasiliensis incidéncia de 71% para Penicillium sp., 77% para Fusarium sp.,
33% para Cladosporium sp., 2% para Botrytis sp., 6% para Chaetomium sp., 13% para
Ceratocystis sp., 4% para Pestalotiopsis sp., 4% para Phoma sp., 2% para Phomopsis sp. e
Colletotrichum sp. foi observado apenas apds armazenamento. Ja para E. uniflora foi
observada incidéncia de 4% para Penicillium sp., 79% para Fusarium sp., 88% para
Cladosporium sp., 81% para Botrytis sp., 4% para Chaetomium sp., 27% para Pestalotiopsis
sp., 21% para Phoma sp., 4% para Phomopsis sp., 2% para Colletotrichum sp., 29% para

Alternaria sp. e Ceratocystis sp. foi observado apenas ap6s armazenamento.
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Figura 1. Incidéncia de Penicillium sp. (A e B) e Fusarium sp. (C e D) em sementes de E.
brasiliensis submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150
minutos (150) e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada
inicialmente (barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de
armazenamento, sem a reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos
(B e D). Consta também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em
sementes tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo,
sendo apresentados os valores das medias e desvio padréo.
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Figura 2. Incidéncia de Penicillium sp. (A e B) e Fusarium sp. (C e D) em sementes de E.
uniflora submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos
(60) e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente
(barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento,
sem a reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos (B e D). Consta
também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com
carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados 0s
valores das médias e desvio padréo.

O emprego de fungicidas tem sido a forma mais comumente utilizada no controle de
fungos associados as sementes durante 0 armazenamento, principalmente devido ao seu efeito
residual (Mendes et al. 2001; Bettiol & Ghini 2003). Sua atuacdo ja foi verificada em
sementes recalcitrantes de Avicennia marina inoculadas com Fusarium moniliforme, que

foram extremamente suscetiveis ao fungo, mas tiveram sua viabilidade estendida quando



desinfestadas com o fungicida (Calistru et al. 2000). Poréem, produtos quimicos tém o
potencial de tornarem-se toxicos as sementes e as plantulas emergentes (Nameth 1998),
principalmente quando as sementes tém teor de agua elevado (Araujo et al. 1985). Tal fato
pode ter sido observado no presente trabalho em E. brasiliensis pois, embora ndo se tenha
verificado diferenca significativa nos valores de germinacdo (Tabela 1) e de formacdo de
plantulas normais (Tabela 2), cerca de 27% das sementes tratadas com o fungicida sistémico
carbendazin + tiram desenvolveram plantulas anormais, fato ndo observado em quaisquer dos
demais tratamentos. Essas plantulas apresentaram raiz grossa de, no maximo, 5mm de
comprimento, sem formacédo de raizes secundarias, ainda que a parte aérea se desenvolvesse.
Apos 70 dias de avaliacdo do teste, apenas algumas dessas plantulas conseguiram desenvolver
raiz que, ainda assim, era menor em relacdo as que se desenvolveram normalmente. Contudo,
nas sementes de E. uniflora ndo foi observado o desenvolvimento de plantulas anormais.
Dessa forma, analises por maiores periodos de armazenamento Sa0 necessarias para se obter

mais informagdes a respeito do efeito fitotoxico de fungicidas em sementes recalcitrantes.



Tabela 1. Germinacdo (%) de sementes de E. brasiliensis submetidas a tratamento térmico de
55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150 min.) e sem tratamento térmico (STT) e
submetidas a tratamento osmético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento osmoético (STO). As
avaliagdes foram feitas inicialmente (Inicial) e apds armazenamento de 30 dias e 60 dias.
Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, maitsculo dentro de linhas
e sublinhado entre sem e com reaplicagéo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicacédo Com Reaplicagdo
sementes STT  30min. 150 min. Médias STT 30 min. 150 min. Médias
Inicial
STO 100 96 98 98a
-3,4 MPa 98 98 98 98a
-4 MPa 96 98 100 98a
Médias 98 A 97 A 99 A
Coef. var. 4,56%
Armazenamento de 30 dias
STO 98 aAa 96 aAa 98 aAa 98 bAa 100 aAa 100 aAa
-3,4 MPa 94 aAb 98 aAa 98 aAa 73 aAa 100 aBa 90 aBa
-4 MPa 92 aAb 92 aAa 96 aAa 79 aAa 92 aABa 94 aBa
Coef. var. 8,26%
Armazenamento de 60 dias
STO 73 90 92 85a 73 96 88 84 a
-3,4 MPa 50 58 92 67a 75 92 77 81lb
-4 MPa 33 65 90 63a 67 94 90 83 b

Coef. var. 11,36%




Tabela 2. Desenvolvimento de plantulas normais (%) de sementes de E. brasiliensis
submetidas a tratamento térmico de 55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150
min.) e sem tratamento térmico (STT.) e submetidas a tratamento osmotico de -3,4 MPa, -4
MPa e sem tratamento osmético (STO). As avaliagdes foram feitas inicialmente (Inicial) e
apo6s armazenamento de 30 dias e 60 dias. Médias seguidas pela mesma letra (minusculo
dentro das colunas, maiusculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicagéo) ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicagao Com Reaplicacdo
sementes STT  30min. 150 min. Médias  STT 30 min. 150 min. Médias
Inicial
STO 79 88 94 87 a
-3,4 MPa 90 96 94 93 a
-4 MPa 94 94 92 93 a
Médias 88 A 922 A 93 A
Coef. var. 9,45%
Armazenamento de 30 dias
STO 88 aAa 90 aAa 94 aAa 88 bAa 94 bAa 94 bAa
-3,4 MPa 88 aAbh 94 aAb 90 aAa 56 aAa 77 aBa 79 abBa
-4 MPa 85 aAa 85 aMa 88 aAb 75 bABa 88 aBa 71 aAa
Coef. var. 11,55%
Armazenamento de 60 dias
STO 71 90 90 83 a 71 96 73 80 a
-3,4 MPa 46 46 88 60 a 65 75 71 70 a
-4 MPa 29 60 83 58 a 60 92 71 74 a
Meédias 49 A 65 A 87B 65 A 88 B 72 A
Coef. var. 21,85%

Dificuldades no controle com fungicida foram evidenciados por Oliveira et al. (2011)
em sementes de Eugenia brasiliensis tratadas com Vitavax+Thiram que, apesar da reducédo da
incidéncia de alguns fungos, como Penicillium sp., Pestalotiopsis sp. e Cladosporium sp.,
apos 90 dias de armazenamento apenas as sementes tratadas com fungicida apresentaram
elevada incidéncia de Botrytis sp. e Cladosporium sp. Oliveira (2011) relatou que o fungicida
carbendazin + tiram foi o que apresentou resultados mais satisfatorios no controle e
erradicacdo de fungos associados as sementes e embrides de Eugenia uniflora e Inga vera,
porém ndo foi eficaz no controle de Fusarium sp. dos embriGes de I. vera. No presente
trabalho, o tratamento quimico com carbendazin + tiram teve baixo controle sobre Penicillium
sp. e Fusarium sp. (Figuras 1A e C e 2C), mas ainda assim foi o tratamento mais eficiente
contra Fusarium sp. A dose aplicada do produto e sua formulacdo, a carga de indculo do lote
e o elevado teor de agua das sementes, que dificultaria a adesdo do produto, podem estar
relacionados a ineficiéncia de tratamentos quimicos (Dhingra 2005; Oliveira 2011).

Diante dos riscos do uso de fungicidas no ambiente, tem-se estudado o uso de

tratamentos alternativos, sendo que a termoterapia e o condicionamento osmotico



demonstraram potencial para o controle de patdgenos e preservacdo da capacidade
germinativa das sementes (Oliveira 2011; Oliveira et al. 2011).

No presente trabalho, observou-se que o tratamento térmico resultou em reducéo da
incidéncia da maioria dos fungos presentes em sementes de E. brasiliensis e E. uniflora,
exceto Penicillium sp., Fusarium sp. e Chaetomium sp. (Figuras 1A, 1C e 3A) em E.
brasiliensis. Para E. uniflora, os tratamentos térmicos de 55 e 60 °C chegaram a potencializar
a incidéncia de Penicillium sp. (Figura 2A) para até 100% das sementes. O calor destroi
facilmente conidios e hifas, porém muitas espécies de fungos produzem esporos termo-
resistentes (Splittstoesser 1991). O ponto de morte térmica, definida como a temperatura na
qual todas as células sdo mortas em 10 minutos, foi determinado para os esporos de diversos
fungos como sendo 40-60 °C (Ames 1915; Chaudhuri 1923; Cochrane 1932; Cole et al. 1956;
Tanaka 2003). J4 a maioria dos microrganismos fitopatogénicos apresenta ponto térmico letal
em temperaturas na faixa entre 45 a 60 °C (Cochrane 1958; Deverall 1965; Civello et al.
1997). No entanto, conidios de algumas espécies sao muito mais resistentes, como o0s de
Penicillium sp. (Williams et al. 1941) e os de Fusarium sp., 0 que explica a persisténcia
desses fungo apesar de ter o micélio destruido na termoterapia. A resisténcia de Fusarium sp.
aos tratamentos se deve provavelmente a formacéo de clamiddsporos, estruturas de resisténcia

formadas em condi¢des desfavoraveis (Amorim et al. 1995).
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Figura 3. Incidéncia de Chaetomium sp. em sementes de E. brasiliensis submetidas aos
tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150 minutos (150) e osmoticos de -3,4
MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente (barras cinzas) e ap6s 30 dias
(barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento, sem a reaplicacdo dos
tratamentos (A) e com a reaplicacdo dos mesmos (B). Consta também a incidéncia do fungo
em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram



analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados os valores das médias e desvio
padréo.

Os fungos observados no presente estudo apresentaram comportamentos diversos
diante do tratamento osmotico. A tolerancia a elevada pressdo osmética é especifica, sendo
que a maioria dos fungos cessa o crescimento ou sdo marcadamente inibidos nessas condicdes
(Cochranae 1958), porém os fungos tolerantes a baixa umidade sdo também em geral
tolerantes a alta pressdo osmética no meio de germinacao (Fukuda et al. 1954; Hawkins 1916;
Klaus 1941). Em E. brasiliensis, o potencial de -4 MPa zerou a incidéncia de Botrytis sp.
(Figura 4A), enquanto o de -3,4 MPa potencializou seu desenvolvimento. Em E. uniflora, o
tratamento osmético sé reduziu sua incidéncia inicialmente (Figura 4C). O oposto ocorreu em
E. brasiliensis para Colletotrichum sp. (Figura 5A), para o qual -3,4 MPa reduziu a incidéncia
e -4 MPa potencializou-a. Para E. uniflora os dois tratamentos osmoticos mantiveram baixa a
incidéncia de Colletotrichum sp. (Figura 5C) e levaram ao aumento da incidéncia de
Chaetomium sp. (Figura 6A). Em E. uniflora o tratamento osmotico reduziu a incidéncia, mas
foi menos eficiente do que o tratamento térmico, no controle de Alternaria sp. (Figura 6C).

Dessa forma, para esses fungos o controle com a termoterapia foi mais eficiente.
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Figura 4. Incidéncia de Botrytis sp. em sementes de E. brasiliensis (A e B) e E. uniflora (C e
D) submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150 minutos (150),
para E. brasiliensis; e 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos (60), para E. uniflora; e
osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente (barras
cinzas) e ap6s 30 dias (barras pretas), apos 60 dias (barras brancas) de armazenamento, sem a
reaplicacdo dos tratamentos (A) e com a reaplicacdo dos mesmos (B). Consta também a
incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com carbendazin
+ tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados os valores das
médias e desvio padrdo.
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Figura 5. Incidéncia de Colletotrichum sp. em sementes de E. brasiliensis (A e B) e E.
uniflora (C e D) submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150
minutos (150), para E. brasiliensis; e 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos (60), para
E. uniflora; e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada
inicialmente (barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e apos 60 dias (barras brancas) de
armazenamento, sem a reaplicacdo dos tratamentos (A) e com a reaplicacdo dos mesmos(B).
Consta também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em sementes
tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo
apresentados os valores das médias e desvio padrao.
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Figura 6. Incidéncia de Chaetomium sp. (A e B) e Alternaria sp. (C e D) em sementes de E.
uniflora submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos
(60) e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente
(barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento,
sem a reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos (B e D). Consta
também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com
carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados 0s

valores das médias e desvio padrao.

Com o tratamento osmotico, Pestalotiopsis sp. (Figura 7A) teve reducdo da incidéncia

em sementes de E. brasiliensis, sendo que o potencial mais negativo de -4 MPa mostrou

melhor eficiéncia no controle e, diferentemente da testemunha, o fungo ficou evidenciado até

0s 60 dias de armazenamento. Segundo Hopkins & Mcquilken (2000), esse fungo tem



capacidade de se desenvolver em meios de baixa disponibilidade de 4gua e apenas em meios
ajustados osmoticamente com NaCl entre -9,9 e -10,5MPa ocorre parada na extenséo de hifas.
Porém, em meios ajustados com polietilenoglicol os isolados foram menos tolerantes, com
nenhum crescimento ocorrendo a -6,5MPa. O mesmo é observado em diversos outros fungos
patogénicos de plantas, sendo que Pestalotiopsis sp. apresentou desenvolvimento 80% menor
no potencial de -4,8 MPa (Adebayo & Harris 1971; Duniway 1979; Brownell & Schneider
1985; Jorge-Silva et al. 1989; Hopkins & Mcquilken 2000). Delgado & Barbedo (2012)
observaram que espécies de Eugenia, inclusive E. uniflora e E. brasiliensis, mantem altos os
valores de germinacéo e formacéo de plantulas normais quando atingem potenciais em torno
de -5 a -10 MPa e que para algumas espécies de Eugenia a viabilidade ndo foi perdida quando
atingiram o potencial entre -10 a -20 MPa. Sendo assim, possivelmente a grande maioria das

espécies de Eugenia toleraria o uso de solu¢bes osméticas mais negativas nos tratamentos

osmoticos.
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Figura 7. Incidéncia de Pestalotiopsis sp. em sementes de E. brasiliensis submetidas aos
tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150 minutos (150) e osméticos de -3,4
MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente (barras cinzas) e 30 dias
(barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento, sem a reaplicacdo dos
tratamentos (A) e com a reaplicacdo dos mesmos (B). Consta também a incidéncia do fungo
em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram
analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados os valores das médias e desvio
padréo.

Nas sementes de E. uniflora o tratamento osmoético teve inicialmente menor controle
de Pestalotiopsis sp. (Figura 8A), mas a incidéncia do fungo diminuiu com o armazenamento.

Hopkins & Mcquilken (2000) indicam que a temperatura Otima para 0 crescimento de



Pestalotiopsis sp. é de 20-25 °C, com pouco ou nenhum crescimento ocorrendo a 5 °C ou
acima de 30 °C. Desse modo, o préprio armazenamento a 7 °C pode ter contribuido com o
controle. E interessante observar que na testemunha das sementes de E. brasiliensis a
incidéncia de Pestalotiopsis sp. (Figura 7A) chega a zerar aos 60 dias, possivelmente pelo
efeito da baixa temperatura, porém na testemunha das sementes de E. uniflora a incidéncia do
fungo pouco se altera, indicando que o tratamento osmdtico teve algum efeito deletério sobre

o fungo.
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Figura 8. Incidéncia de Pestalotiopsis sp. em sementes de E. uniflora submetidas aos
tratamentos térmicos de 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos (60) e osméticos de -3,4
MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente (barras cinzas) e apos 30 dias
(barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento, sem a reaplicacdo dos
tratamentos (A) e com a reaplicacdo dos mesmos (B). Consta também a incidéncia do fungo
em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram
analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados os valores das médias e desvio
padréo.

Observa-se que cada tratamento aplicado as sementes teve efeito especifico para cada
um dos diferentes fungos, o que pode ser explicado pela propria diversidade do Reino. Para
realizar o controle, tais tratamentos dependem da sensibilidade diferencial ao estresse hidrico
entre a semente e o fungo, proporcionado pelo binbmio tempo-temperatura e pelo potencial
hidrico da solugdo. Contudo, os fungos conquistaram uma imensa variedade de habitats,
sendo adaptados para tolerar diversos estresses ambientais e apresentando, para cada espeécie,
limites maximos e minimos de tolerancia a variacdes de temperatura, pH, oxigénio, diéxido
de carbono e agua (Menten 1995; Dix & Webster 1995; Cochrane 1958). O tratamento

térmico de 55 °C por 30 minutos, em sementes de E. brasiliensis, por exemplo, reduziu a



incidéncia de Penicillium sp., Chaetomium sp., Botrytis sp., Colletotrichum sp., Pestalotiopsis
sp. e Cladosporium sp. (Figuras 1A, 3A, 4A, 5A, 7A e 9A) a0 mesmo tempo em que
propiciou, direta ou indiretamente, o aumentou da incidéncia de Fusarium sp. e Ceratocystis

sp. (Figuras 1C e 9C), que podem ter sido favorecidos pela falta de competicao.
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Figura 9. Incidéncia de Cladosporium sp. (A e B) e Ceratocystis sp. (C e D)em sementes de
E. brasiliensis submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150
minutos (150) e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada
inicialmente (barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de
armazenamento, sem a reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos
(B e D). Consta também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em
sementes tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo,
sendo apresentados os valores das médias e desvio padréo.



A associacdo dos tratamentos térmicos e osmoticos se mostrou eficiente para a
reducdo da incidéncia dos fungos. Em sementes de E. brasiliensis e E. uniflora, Phoma sp.
(Figuras 10A e 10C), Phomopsis sp. (Figuras 11A e 11C), Cladosporium sp. (Figuras 9A e
12A), Pestalotiopsis sp. (Figuras 7A e 8A), Ceratocystis sp. (Figuras 9C e 12C) e
Colletotrichum sp. (Figuras 5A e 5C) tiveram sua incidéncia reduzida e por vezes zerada com
a aplicacdo dos tratamentos associados nas sementes, o que concorda com os resultados
obtidos por Oliveira (2011) que obteve o controle dos fungos Cladosporium sp., Alternaria
sp. e Phoma sp. para sementes de pitanga quando utilizou tratamentos térmicos e osmoticos
associados. A autora ressalta que a associa¢ao desses tratamentos possibilita que os resultados
mais favoraveis obtidos quando aplicados isoladamente sejam replicados, destacando que, na
associagdo desses tratamentos, embrides de Inga vera atingiram taxas de germinacao
préximas aquelas apresentadas com o uso dos tratamentos térmicos e incidéncia fangica de

Penicillium sp. mais baixa, como propdem os tratamentos osmoticos.
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Figura 10. Incidéncia de Phoma sp. em sementes de E. brasiliensis (A e B) e E. uniflora (C e
D) submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150 minutos (150),
para E. brasiliensis; e 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos (60), para E. uniflora; e
osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente (barras
cinzas) e ap6s 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento, sem a
reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos(B e D). Consta também
a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com
carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados 0s
valores das médias e desvio padréo.
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Figura 11. Incidéncia de Phomopsis sp. em sementes de E. brasiliensis (A e B) e E. uniflora
(C e D) submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/30 minutos (30) e 55°C/150 minutos
(150), para E. brasiliensis; e 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120 minutos (60), para E.
uniflora; e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada inicialmente
(barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de armazenamento,
sem a reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos (B e D). Consta
também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em sementes tratadas com
carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo, sendo apresentados 0s
valores das médias e desvio padréo.
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Figura 12. Incidéncia de Cladosporium sp. (A e B) e Ceratocystis sp. (C e D) em sementes de
E. uniflora submetidas aos tratamentos térmicos de 55°C/120 minutos (55) e 60°C/120
minutos (60) e osmoticos de -3,4 MPa (3,4) e -4 MPa (4). A incidéncia foi avaliada
inicialmente (barras cinzas) e apds 30 dias (barras pretas) e 60 dias (barras brancas) de
armazenamento, sem a reaplicacdo dos tratamentos (A e C) e com a reaplicacdo dos mesmos
(B e D). Consta também a incidéncia do fungo em sementes sem tratamento (S) e em
sementes tratadas com carbendazin + tiram (F). Foram analisadas 12 sementes por repeticdo,
sendo apresentados os valores das medias e desvio padréo.

Nos tratamentos associados a 55 °C durante 120 minutos também foi observado, até os
60 dias de armazenamento, o menor desenvolvimento dos micélios de Fusarium sp. e
Penicillium sp. Contudo, nas sementes onde foram aplicados os tratamentos associados a 60

°C durante 120 minutos foi observado o desenvolvimento mais agressivo de Fusarium sp. e



Penicillium sp., que recobriam a maior parte da superficie da semente e estavam altamente
concentrados. Também a associacdo ao tratamento de 60 °C, além de prejudicar a
germinabilidade, potencializou a incidéncia de Ceratocystis sp. (Figura 19), possivelmente
devido a reducdo da competicdo com outros fungos que foram controlados e pela perda da
viabilidade das sementes submetidas a esse tratamento.

O tratamento térmico Umido foi empregado para diferentes espécies de Fusarium sp. e
pode ser considerado uma opcao para o seu controle em sementes de diversas espécies, como
foi observado por Winter et al. (1997) para F. nivale Ces. ex Sacc. e F. graminearum
Schwabe em sementes de cereais. Erley et al. (1997) também erradicou F. moniliforme de
sementes de milho com calor imido a 57-60 °C por 15 minutos e Mendes (2001) reduziu
significativamente a incidéncia de F. oxysporum em sementes de alfafa com calor imido a 60
°C por 20 e 30 minutos e erradicou o fungo ao associar esses tratamentos a um pré-tratamento
com calor imido a 40 °C por 20 minutos. Nas sementes de E. uniflora, o tratamento térmico
com calor Umido reduziu, inicialmente, a incidéncia de Fusarium sp. (Figura 2C), porém
potencializou o desenvolvimento nas sementes de E. brasiliensis (Figura 1C).

Segundo Masum et al. (2009), em sementes de sorgo o tratamento térmico em agua
quente a 55 °C durante 10 minutos também néo causa reducdo de Fusarium moniliforme. O
aumento do tempo de exposic¢ao pode proporcionar o controle em alguns casos, mas 0 mesmo
ndo ocorreu para as sementes de E. brasiliensis tratadas (Figura 1C). Tanaka (2003) também
observou a termo-resisténcia de Fusarium spp (F. solani (Mart.) Sacc f. sp. phaseoli (Burk.), F.
subglutinans Nelson et al. f. sp. ananas e Fusarium sp.) ao tratamento térmico de indculos em
agua a 55 °C por até 30 minutos e 60 °C por 10 minutos. Mendes et al. (2001) conseguiu
reduzir significativamente a incidéncia de F. oxysporum em sementes ao aplicar o tratamento
térmico de calor seco a 60 °C por 20 e 30 minutos. E possivel que, assim como as sementes
recalcitrantes, Fusarium sp. possa ser intolerante a secagem, o que explicaria a reducao de sua
incidéncia durante o armazenamento de sementes com baixo teor de agua e baixa umidade
relativa (Mycock & Berjak 1995; Bankole 1994). A identificacdo das espécies de Fusarium
presentes poderia ajudar na escolha do tratamento, ja que na literatura observa-se que as
espécies apresentam diferenca de resisténcia aos bindmios tempo-temperatura.

O tratamento osmotico levou a reducdo de 33% da incidéncia de Fusarium sp. em
sementes de E. brasiliensis (Figura 1C), porém chega a 100% aos 30 dias de armazenamento.
Para E. uniflora, o tratamento osmotico ndo levou a qualquer reducdo na incidéncia (Figura
2C). Para diversos fungos a tolerancia a umidade relativa baixa parece estar associada com a
toleréncia a pressdo osmotica elevada (Hayashi 1954; Kaess & Schwartz 1935). Apesar de

Fusarium sp. ter se mostrado intolerante ao calor seco, como observado por Mendes et al.



(2001) ao aplicarem o tratamento térmico de calor seco a 60 °C por 20 e 30 minutos, o fungo
se mostrou tolerante aos tratamentos osmoticos. Tolerdncia a potenciais hidricos negativos
pode ser vista em outras espécies de fungos, como Aspergillus flavus que pode crescer entre
12 e 48 °C e a potenciais de agua tao baixos quanto -35MPa (Klich et al. 1994.).

Observou-se, em sementes de E. uniflora e E. brasiliensis tratadas osmoticamente que,
embora ndo tenha diminuido a incidéncia, ocorreu redugdo no desenvolvimento de
Penicillium e Fusarium, com menor crescimento dos micélios. Aos 60 dias de
armazenamento as sementes de E. uniflora tratadas a -4 MPa apresentavam Penicillium sp. e
Fusarium sp. distribuidos em grande parte da superficie da semente, mas com menor
densidade na formacdo do micélio. Em futuros trabalhos, a avaliacdo da severidade da acéo
do fungo, através da quantificacdo da area da superficie das sementes infestada por col6nia do
fungo (Pabhu & Bebendo 1988; Ferreira et al. 2011), poderia demonstrar com mais eficiéncia
o0 grande potencial desse tratamento no controle de fungos.

A alta incidéncia de Fusarium sp. pode também ser explicada pela possivel associacéo
desse patdgeno internamente, no embrido, no endosperma ou no cotilédone das sementes.
Dessa forma o fungo tem maior resisténcia devido a protecdo mecénica fornecida pela
semente, o que favorece sua sobrevivéncia e disseminacdo devido ao maior potencial das
sementes de manterem a viabilidade dos fungos ao longo do tempo em comparacdo com
outros propagulos vegetais (Machado 1988; Santos et al. 2000).

Machado (2002) ressalta que o controle de Fusarium é dificil devido a sua
agressividade na producdo de enzimas hidroliticas como celulases, xilanases, pectinases,
amilases e lipases. Fungos dos géneros Fusarium e Penicillium sdo notaveis produtores de
amilases (Cuzzi et al. 2011), sendo que o amido € o principal compostos de reserva de
sementes de Eugenia estudadas, chegando, em Eugenia uniflora (pitanga), a 64,1% (Mello et
al. 2010). Dessa forma, o amplo desenvolvimento desses fungos nas sementes de Eugenia
estudadas mostra-se preocupante.

Moraes et al. (2005) estudou a tolerancia de Musa spp. (banana) e do fungo
Colletotrichum musae a termoterapia no controle de podridées em pos-colheita, realizando
testes in vivo e in vitro, e observou que o tratamento 56 °C durante 6 minutos retardou, mas
ndo paralisou o crescimento micelial in vitro, porém foi efetivo no controle completo das
podriddes in vivo. Também segundo Tanaka et al. (2003), in vitro, o tratamento térmico de 45
°C por 30 minutos é suficiente para inativar o indculo de Colletotrichum spp. No entanto, foi
observada maior incidéncia do fungo nas sementes tratadas. O tratamento térmico de 55 °C
reduz a incidéncia em E. brasiliensis (Figura 5A), mas ndo chega a inativar Colletotrichum

sp. Em E. uniflora o tratamento a 60 °C leva ao aumento da incidéncia do fungo (Figura 5A).



O maior desenvolvimento de Colletotrichum sp. pode ser devido a redugdo na competicéo,
pela eliminacdo de outros fungos, ou pela reducdo do vigor das sementes. Colletotrichum sp.
também é um fungo importante para sementes de Eugenia devido a sua alta capacidade de
secrecédo de amilases (Cuzzi et al. 2011).

Moraes et al. (2005) observou aumento na incidéncia de Colletotrichum musae quando
aumentou o periodo de exposicdo ao tratamento térmico, usando a combinacdo de 56 °C/12
min que reduziu, mas nao paralisou o crescimento micelial. A potencializacdo da acdo do
fungo com o aumento do periodo de exposicdo também foi observado para Penicillium sp.
(Figura 1A) e Cladosporium sp. (Figura 9A), em E. brasiliensis.

Botrytis sp. € um fungo que se desenvolve em alta umidade relativa, podendo ser um
grande problema para as sementes recalcitrantes armazenadas, pois geralmente coloniza
primeiramente tecidos mortos, senescentes ou enfraquecidos, para assim, iniciar a colonizagao
de tecidos sadios (Tofoli 2011). Conforme Oster (2004), a sobrevivéncia de conidios de
Botrytis dothidea foi inibida na temperatura de 58 °C durante 60 s. De fato, Botrytis sp. foi
controlado pelo tratamento térmico, sendo que 55 °C foi eficiente para ambas as espécies
(Figura 4A e 4C). O controle de Botrytis por termoterapia apresenta grande importancia, pois
0 género apresenta varios relatos de ocorréncia de resisténcia a fungicidas (Tofoli 2011).

4.1. Efeitos dos tratamentos térmicos e osmoticos sobre a germinacédo

O tratamento térmico pode influenciar positivamente ou negativamente a germinacao
das sementes, sendo que isso varia de espécie para espécie. Em sementes da espécie florestal
de Lafoensia pacari A.St.-Hil. o tratamento térmico em agua a temperatura de 60°C durante
10 minutos, reduziu a incidéncia de patogenos como Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Alternaria spp. e aumentou o poder germinativo das sementes (Piveta et al. 2009). Entretanto,
o0 tratamento térmico de sementes de Medicago sativa L (alfafa) a 50 °C durante 30 minutos foi
eficiente na erradicacdo de fungos, mas afetou a germinacdo (Mendes et al. 2001). Nas
sementes de E. brasiliensis ndo ouve diferenca significava para os valores de germinacéo
(Tabela 1) e desenvolvimento de plantulas normais (Tabela 2) das sementes tratadas
termicamente, porém o aumento da temperatura do tratamento para 60 °C em sementes de E.
uniflora teve efeito negativo na viabilidade dessas sementes (Tabela 3 e 4). Tal resultado
difere do observado por Oliveira (2011) que obteve germinacdo acima de 75% em sementes

de pitanga tratadas com calor umido a 65 °C durante 30 minutos.



Tabela 3. Germinacdo (%) de sementes de E. uniflora submetidas a tratamento térmico de
55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e sem tratamento térmico (STT) e
submetidas tratamento osmético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento osmético (STO). As
avaliagdes foram feitas inicialmente (Inicial) e apds armazenamento de 30 dias e 60 dias.
Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, maitsculo dentro de linhas
e sublinhado entre sem e com reaplicagéo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de

Sem Reaplicacédo

Com Reaplicagdo

sementes STT 55 °C 60 °C  Médias STT 55 °C 60 °C  Médias
Inicial
STO 85 83 25
-3,4 MPa 90 88 23
-4 MPa 81 81 23
Médias 85 B 84 B 24 A
Coef. var. 16,44%
Armazenamento de 30 dias
STO 79 90 0 56 a 79 88 0 56 a
-3,4 MPa 75 87 8 57 a 94 87,5 29 70b
-4 MPa 96 94 38 76 b 81 81 19 60 a
Médias STT.-84,7B 55°C - 87,8B 60°C - 15,6 A
Coef. var. 16,12%
Armazenamento de 60 dias
STO 71 90 0 71 85
-3,4 MPa 85 81 4 81 81
-4 MPa 75 83 4 81 77
Médias STT.-77B 55°C -83 B 60°C-2A
Coef. var. 16,66%




Tabela 4. Desenvolvimento de plantulas normais (%) de sementes de E. uniflora submetidas a
tratamento térmico de 55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e sem tratamento
térmico (STT) e submetidas tratamento osmético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento
osmético (STO). As avaliacbes foram feitas inicialmente (Inicial) e apds armazenamento de
30 dias e 60 dias. Medias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro das colunas,
maiusculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicacdo Com Reaplicagdo
sementes STT 55 °C 60 °C  Médias STT 55 °C 60 °C Média
Inicial
STO 81 71 12
-3,4 MPa 79 77 8
-4 MPa 71 67 8
Médias 77 B 72 B 10 A
Coef. var. 20,94%
Armazenamento de 30 dias

STO 77 90 0 56 a 77 88 0 56 a
-3,4 MPa 73 81 8 54 a 94 79 19 64 b
-4 MPa 92 88 21 54 a 75 75 13 67 b

STT-82B 55°C -83B 60°C -10 A
Coef. var. 19,88%

Armazenamento de 60 dias

STO 63 81 0 77 83 2
-3,4 MPa 77 75 2 81 77 0
-4 MPa 73 75 0 75 75 0
Médias STT-72B 55°C-78 B 60°C-1A
Coef. var. 20,04%

Os tratamentos térmicos de 55 °C e 60 °C durante 120 minutos aplicados as sementes
de E. uniflora potencializaram o desenvolvimento de Penicillium sp. (Figura 2A), sendo que 0
tratamento de 60 °C prejudicou a germinacdo (Tabela 3), que foi reduzida inicialmente a
menos de 25% e chegou a praticamente zero aos 60 dias de armazenamento, 0 que poderia
indicar que a reducdo do vigor dessas sementes propiciou o desenvolvimento do fungo.
Porém, o tratamento a 55 °C também potencializou a acdo do fungo, mas a germinabilidade e
a formagc&o de plantulas normais (Tabela 4) ndo foram prejudicadas. E possivel que a algum
microrganismo de acdo antagdnico a Penicillum sp. tenha sido eliminado, beneficiando o
fungo por falta de competicdo, ou que o tratamento térmico tenha prejudicado algum possivel
fator de protecdo da semente, seja ele fisico ou quimico, deixando-a mais vulneravel.

Segundo Oliveira et al. (2011) o tratamento osmético é potencialmente interessante,
porém o armazenamento por periodo superior a sete dias de sementes de Eugenia uniflora em

solugcdo osmética prejudicou a germinacdo destas sementes e aumentou a presenca de



Penicillium sp. Possivelmente, ocorreu um efeito negativo sobre a disponibilidade de
oxigénio para as sementes devido a alta viscosidade que leva a baixa taxa de difusdo do
oxigénio nas solucdes (Santos et al. 2008; Oliveira 2011). A aplicacdo do tratamento
osmético por sete dias seguido de armazenamento em sacos de polietileno a 7 °C apresentou
bons resultados, controlando a incidéncia de fungos e ndo prejudicando a germinagdo (Tabela
1 e 3) e o desenvolvimento de plantulas normais (Tabela 2 e 4) em sementes de E.
brasiliensis e E. uniflora.

Oliveira (2011) afirma que a proliferacdo de Penicillium sp. pode ter sido favorecida
pela diminuigdo da germinabilidade e morte das sementes nas solu¢fes osmoticas, que teria
ocasionado a diminuicdo da resisténcia destas ao estresse hidrico e a alteracdo do potencial
hidrico das solucbes, com liberacdo de exsudatos que propiciaram o desenvolvimento deste
fungo. De fato, as sementes de E. brasiliensis submetidas ao tratamento osmdtico
apresentavam, aos 60 dias de armazenamento, redugdo estatisticamente significativa da
germinacéo, chegando a menos de 50% (Tabela 1), e maior incidéncia do fungo, sendo maior
que 45% (Figura 1). Porém, a testemunha apresentava incidéncia de Penicillium sp. maior que
a das tratadas osmoticamente, acima de 70%, e germinacgdo sempre acima de 70%, indicando
que Penicillium sp. pode se desenvolver mesmo em sementes mais vigorosas. Diferente do
gue ocorreu no armazenamento em solucdo osmotica, os tratamentos osmoticos de -3,4 MPa e
-4 MPa foram eficientes em promover a reducdo da incidéncia de Penicillium sp. nas duas
espécies estudadas (Figuras 1A e 2A), sendo que -4 MPa propiciou menor incidéncia do
fungo apos 60 dias de armazenamento. Nas sementes de E. uniflora ndo houve reducéo da
germinabilidade (Tabela 3) e do desenvolvimento de plantulas normais (Tabela 4) apds o

tratamento osmético, que foi o Unico eficiente em reduzir a incidéncia de Penicillium sp.

4.2. Efeitos positivos e negativos da reaplicacédo de tratamentos

Os tratamentos alternativos tém um efeito imediato notavel, como é observado, por
exemplo, com a reducédo da incidéncia de Penicillium sp. em E. brasiliensis (Figura 1A) para
a maioria dos tratamentos, mas o efeito deles ndo persiste a longo prazo, o que se mostrou um
empecilho para seu uso como um tratamento voltado para o armazenamento. Segundo Edney
& Burchill (1967) a falta de protecdo residual contra a recontaminacdo por patdgenos
oportunistas e injurias promovidas no hospedeiro representa a maior limitacdo ao uso de
termoterapia e 0 mesmo pode ser observado para o tratamento osmdtico (Oliveira 2011;
Oliveira et al. 2011). Contudo, a reaplicacdo dos tratamentos mostrou grande potencial para
reforcar o efeito de controle sobre os fungos.

Em E. brasiliensis os tratamentos osmoticos reaplicados obtiveram grande sucesso no



controle de Penicillium sp. (Figura 1B), sendo que aos 60 dias de armazenamento o fungo
teve sua incidéncia zerada. Vale ressaltar que nesses tratamentos o desenvolvimento de
Fusarium sp. foi menor, apesar da alta incidéncia, o que exclui a possibilidade de competicéo
como responsavel pela reducdo de Penicillium sp. A incidéncia de Colletotrichum sp. (Figura
5B) e Pestalotiopsis sp. (Figura 7B) também foi melhor controlada com a reaplicacéo, sendo
que a termoterapia foi a mais eficiente para Pestalotiopsis sp. Os tratamentos associados a 55
°C durante 30 minutos com reaplicacdo também demonstraram maior eficiéncia no controle
do que sem reaplicacdo. Inclusive, para esses tratamentos a reaplicacdo foi fundamental pra a
manutencdo da qualidade das sementes, com maiores valores de germinacdo (Tabela 1) e
desenvolvimento de plantulas normais (Tabela 2).

Para E. uniflora a reaplicacdo do tratamento termico de 55 °C durante 120 minutos,
isolado e associado aos tratamentos osmaticos, levou a reducédo da incidéncia de Fusarium sp.
(Figura 2C e 2D). Nesses tratamentos também ocorreu o menor desenvolvimento de
Fusarium sp. e Penicillium sp., embora o segundo tenha apresentado alta incidéncia (Figura
2A e 2B). Ja para E. brasiliensis a reaplicacdo em geral ndo reduziu a incidéncia de Fusarium
sp. (Figura 1C e 1D), sendo que na maioria dos tratamentos a incidéncia do fungo foi maior
em relagdo a testemunha, principalmente aos 60 dias. O tratamento associado -3,4 MPa a 55
°C durante 30 minutos com reaplicacdo foi 0 que levou a maior reducdo da incidéncia do
fungo.

Foram observados casos em que a reaplicacdo dos tratamentos levou a potencializacao
da acdo de alguns fungos. Embora a reaplicacdo tenha melhorado a eficiéncia dos tratamentos
osmaticos no controle de Colletotrichum sp., Alternaria sp., Pestalotiopsis sp., Phoma sp. e
Cladosporium sp. em sementes de E. uniflora (Figuras5C e D,e6CeDe8AeB,10CeDe
12A e B), levou ao aumento da incidéncia de Phomopsis sp (Figura 11C e D). Chaetomium
sp. (Figura 3) teve maior incidéncia, em E. brasiliensis, com a reaplicacdo do tratamento -4
MPa, que havia sido controlado sem reaplicacdo, o que aconteceu também para Ceratocystis
sp. (Figura 9C e D) e Botrytis sp. (Figura 4A e B) no tratamento -3,4 MPa. Ceratocystis sp.
tem sua incidéncia potencializada com a reaplicacdo dos tratamentos osmoticos e osmoéticos
associados, com excec¢do de 55 °C/150 minutos -4 MPa, que zera a incidéncia do fungo, assim
como o tratamento 55 °C/150 minutos, indicando menor resisténcia desse fungo a maior
exposicdo do tratamento térmico. Sendo assim, a decisdo de reaplicar ou ndo um tratamento
pode depender dos fungos presentes nas sementes.

A aplicacdo do tratamento osmotico de -3,4 e -4,0 MPa levou a reducdes de 2% a 4%
nos valores iniciais de teor de agua das sementes (Tabelas 5 e 6). Como as sementes

apresentavam inicialmente potencial hidrico de -1,46 MPa para E. brasiliensis (Tabela 7) e -



2,25 para E. uniflora (Tabela 8), seria esperado maior movimentagdo da dgua do meio de
potencial menos negativo para 0 mais negativo (Taiz & Zeiger 2004), porém o teor de &gua
apresentou poucas alteragbes significativas apds o0s tratamentos osmdticos. Esse
comportamento de resisténcia das sementes a perda de agua para a solucdo osmotica,
sugerindo um mecanismo de controle a perda de agua, foi observado antes por Delgado &

Barbedo (2007), Oliveira (2011) e Bonjovani (2011) em sementes de Eugenia sp. e Inga vera.

Tabela 5. Teor de agua (%) de sementes de E. brasiliensis submetidas a tratamento térmico de
55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150 min.) e sem tratamento térmico (STT) e
submetidas a tratamento osmatico de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento osmotico (STO). As
avaliacdes foram feitas inicialmente (Inicial) e ap6s armazenamento de 30 dias e 60 dias.
Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, mailsculo dentro de linhas
e sublinhado entre sem e com reaplicagéo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicacdo Com Reaplicacdo

sementes STT 30min. 150 min. Médias  STT 30 min. 150 min. Média
Inicial
STO 52,10 52,73 51,11 52,0b
-3,4 MPa 49,36 49,93 49,38 49,6 a
-4 MPa 49,03 49,54 48,15 48,9a
Médias 50,17 A 50,73 A 4955 A
Coef. var. 3%
Armazenamento de 30 dias
STO 49,89 aAa 51,70 bAa 50,41 aAa 49,89 aAa 51,75 aBa 51,00 aBa
-3,4 MPa 48,47 aAa 49,48 abAa 49,46 aAa 50,30 aAa 49,76 aAa 50,64 aAa
-4 MPa 49,92 apa 47,84 aAa 49,37 aAa 49,74 ama 50,17 aAb 50,88 aAa
Coef. var. 2,72%
Armazenamento de 60 dias
STO 53,10 50,26 49,53 50,96a 53,10 52,35 51,86 52,44b
-3,4 MPa 50,81 49,88 50,02 50,24a 50,85 50,09 50,84 50,59
-4 MPa 51,17 49,95 50,50 50,53a 49,08 50,14 50,31 49,84a
Coef. var. 2,64%




Tabela 6. Teor de agua de sementes (%) de E. uniflora submetidas a tratamento térmico de
55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e sem tratamento térmico (STT) e
submetidas tratamento osmético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento osmético (STO). As
avaliagdes foram feitas inicialmente (Inicial) e ap6s armazenamento de 30 dias e 60 dias.
Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, maitsculo dentro de linhas
e sublinhado entre sem e com reaplicagéo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicacdo Com Reaplicacgdo
sementes STT 55 °C 60°C  Meédias STT 55°C 60°C Meédias
Inicial
STO 52,46 Aa 55,81 Aa 57,04 Ab
-3,4 MPa 54,25 Aa 54,33 Aa 53,26 Aab
-4 MPa 54,23 Ba 51,81 ABa 48,59 Aa
Coef. var. 5,07%
Armazenamento de 30 dias
STO 52,4 58,3 57,3 52,4 58,2 55,1 55,86b
-3,4 MPa 50,2 52,2 53,8 51,7 49,4 51,6 51,47a
-4 MPa 50,7 51,9 51,2 49,6 54,6 50,9 51,48a
Médias Sem trat. - 51,41 A 55°C -54,09B 60 °C -53,31B
Coef. var. 4,33%
Armazenamento de 60 dias
STO 55,51 55,78 58,00 55,51 55,48 59,53 56,6b
-3,4 MPa 54,16 54,76 55,27 54,44 56,64 52,46 54,62a
-4 MPa 51,91 54,53 53,31 53,34 55,11 53,65 53,64a

Coef. var. 4,80%




Tabela 7. Potencial hidrico (MPa) de sementes de E. brasiliensis submetidas a tratamento
térmico de 55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150 min.) e sem tratamento
térmico (STT) e submetidas a tratamento osmoético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento
osmético (STO). As avaliacbes foram feitas inicialmente (Inicial) e apds armazenamento de
30 dias e 60 dias. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro das colunas,
maiusculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento Sem Reaplicagdo Com Reaplicacdo
de sementes STT 30 min. 150 min. Médias  STT 30 min. 150 min. Médias
Inicial
STO - - - - - -
-3,4 MPa - - - - - -
-4 MPa - - - - - -
Coef. var.
Armazenamento de 30 dias
STO 1,46 aAa 1,38 aAa 1,31 aAa 1,46 aAa 1,30 aAa 1,13 aAa
-3,4 MPa 154 aAb 1,60 aAb 1,93 bBb 1,31 aAa 1,37 aAa 1,40 bAa
-4 MPa 161 apra 1,48 aAa 2,01 bBb 1,45 apma 1,40 ama 1,39 bAa

Coef. var. 9,19%

Armazenamento de 60 dias

STO 1,74 1,69 1,67 1,74 1,76 1,38 1,67a
-3,4 MPa 1,68 2,24 2,66 1,79 2,16 2,23 2,13b
-4 MPa 1,80 2,26 2,48 2,28 2,41 2,00 2,2b
Médias 1,74 a 2,06a 2,27b 1,94 a 2,11a 1,87 a

Coef. var. 9,19%




Tabela 8. Potencial hidrico (MPa) de sementes de E. uniflora submetidas a tratamento térmico
de 55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e sem tratamento térmico (STT) e
submetidas tratamento osmético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento osmético (STO). As
avaliagdes foram feitas inicialmente (Inicial) e apds armazenamento de 30 dias e 60 dias.
Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, maitsculo dentro de linhas
e sublinhado entre sem e com reaplicagéo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicacédo Com Reaplicagdo
sementes STT 55 °C 60°C Meédias STT 55 °C 60 °C Média
Inicial
STO 2,25 1,99 2,08 2,10a
-3,4 MPa 2,43 2,24 1,90 2,18a
-4 MPa 2,18 2,28 2,24 2,23a
Médias 2,28 A 2 A 2,07 A
Coef. var. 9,83%
Armazenamento de 30 dias
STO 2,57 2,23 2,28 2,57 1,98 2,26 2,27a
-3,4 MPa 3,11 3,15 2,52 3,01 2,87 2,63 2,88b
-4 MPa 3,23 2,79 2,86 2,86 2,70 2,91 2,89b
Médias Sem trat. - 2,9B 55°C - 2,62A 60°C - 2,57A
Coef. var. 10,52%
Armazenamento de 60 dias
STO 2,58 2,41 2,40 2,46 a 2,58 2,19 1,97 2,25a
-3,4 MPa 2,64 2,78 2,40 26a 2,84 2,75 2,30 2,63a
-4 MPa 2,75 3,19 2,63 2,86 b 2,68 2,49 2,20 2,46a
Médias 2,66a 2,79b 2,480 2,70a 2,48 a 2,15a
Coef. var. 11,33%

O potencial hidrico das sementes foi alterado ao longo do armazenamento para alguns
tratamentos (Tabela 7 e 8), atingindo, em E. brasiliensis, valores mais negativos nos
tratamentos osmoticos associados a 55 °C/ 150 minutos. Oliveira (2011) e Delgado (2006)
observaram que sementes de E. uniflora submetidas 55 °C/ 120 minutos tambéem
apresentavam valores mais negativos de potencial hidrico apds o tratamento osmotico, apesar
das sementes ndo atingirem os valores das solu¢des osmoticas, tendendo a estabilizar em
determinado potencial hidrico. A reaplicacdo dos tratamentos osmoticos nas sementes levou a
valores menos negativos de potencial hidrico, possivelmente por meio da regulacdo da
mobilizacdo da agua na semente, que leva a reducdo do metabolismo das mesmas (Andréo et
al. 2006).

Apesar do efeito da reaplicacdo sob o potencial hidrico, aos 60 dias de armazenamento
em sementes de E. brasiliensis, mesmo apresentando teor de dgua sempre superior a 49,8%
(Tabela 5), os valores de potencial hidrico foram inferiores a -2,0 MPa para todos 0s

tratamentos associados (Tabela 7), reaplicados ou né&o. A reducdo dos valores de potencial



hidrico das sementes, sem que haja reducdo do teor de agua (Tabelas 5 e 6) e alteracbes
significativas nos valores de massa seca (Tabelas 9 e 10), sugere a quebra de moléculas na
semente, levando ao aumento de sitios de ligacdo onde a agua ficaria mais tempo retida,
reduzindo os valores do potencial hidrico, devido a menor disponibilidade de agua livre (Taiz
& Zeiger 2004). Tal alteracdo pode ser causada por processos de deterioracdo da prépria
semente ou pelo desenvolvimento do fungo, que pode estar retendo a 4gua ou degradando as

sementes e desestruturando suas células e compostos de reserva.

Tabela 9. Massa seca (mg.semente™) de sementes de E. brasiliensis submetidas a tratamento
térmico de 55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150 min.) e sem tratamento
térmico (STT) e submetidas a tratamento osmotico de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento
osmético (STO). As avaliacbes foram feitas inicialmente (Inicial) e apds armazenamento de
30 dias e 60 dias. Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro das colunas,
maiusculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5%.

Trate;jrzento Sem Reaplicacdo Com Reaplicacao

sementes STT 30 min. 150 min. Meédias  STT 30 min. 150 min. Médias
Inicial

STO 158,6 122,3 159 1465 a

-3,4 MPa  150,6 121,2 164 1448 a

-4 MPa 152,9 150,4 183 162,0 a

Médias 154,0 b 1313 4 168 b

Coef. var. 14,59%

Armazenamento de 30 dias

STO 1439 aAa 1187 aAa 1413 aAa 1439 aAa 132,8 aAa 168,6 bBp
-34MPa 1514 aAa 1489 bAa 1510 aAa 1275 aAb 147,1 aAa 1484 abAa
- 4 MPa 139,2 aAa 1649 bAb 156,2 aAb 146,9 aAa 1375 aAa 131,7 aAa

Coef. var. 11,28%

Armazenamento de 60 dias

STO 122,9 aAa 140,2 aABa 157,2 bBb 122,9 aAa 1188 aAa 1220 aAa
-3,4 MPa 141,1 aABa 151,1 aBb 117,6 aAa 130,5 aAa 127,7 aAa 1299 aAa
-4 MPa 1329 aAa 127,7 aAa  139,0 abAa 137,8 aAa 1446 aAa 138,1 aAa

Coef. var. 11,36%




Tabela 10. Massa seca (mg.semente™) de sementes de E. uniflora submetidas a tratamento
térmico de 55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e sem tratamento térmico
(STT) e submetidas tratamento osmoético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento osmotico
(STO). As avaliacdes foram feitas inicialmente (Inicial) e ap6s armazenamento de 30 dias e
60 dias. Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, maitsculo dentro
de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicagdo) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5%.

Tratamento de Sem Reaplicacdo Com Reaplicacgdo
sementes STT 55 °C 60°C  Meédias STT 55 °C 60 °C  Meédias
Inicial
STO 136,8 Ba 103,2 ABa 87 Aa
-3,4 MPa 118 Aa 1375 Aa 1219 Aab
-4 MPa 114 Aa 104 Aa 133 Ab
Médias
Coef. var. 17%
Armazenamento de 30 dias
STO 125,6 125,9 130,8 125,6 117,8 136,6
-3,4 MPa 134,6 114,8 140,1 97,65 110,9 119,7
-4 MPa 1115 127 139,5 105,8 106,7 116,8
Médias Sem trat. - 116,23A 55°C-117,16A 60 °C - 130,48B
Coef. var. 13,81%
Armazenamento de 60 dias
STO 118,6 123,3 110,1 117,3a 118,6 115,2 101,3 111,9a
-3,4 MPa 126,2 108,5 137,2 124,0a 1254 113,8 134,2 124,5a
-4 MPa 113,2 1174 117,4 116,0a 118 121,3 126,3 121,8a
Meédias 1193 A 116 A 122 A 120,8 A 116,8 A 120,6 A
Coef. var. 12,02%

4.3. Efeitos dos tratamentos sobre as taxas respiratorias

As sementes de E. brasiliensis ndo tratadas osmoticamente tiveram maiores valores de
germinacdo (Tabela 2) apos 60 dias de armazenamento, em relacdo as tratadas que nao
receberam reaplicacdo, que tiveram germinacdo inferior a 50%. Sendo assim, a reaplicacdo do
tratamento osmotico mostrou-se importante ndo apenas para garantir a persisténcia do efeito
de controle da micota, mas também para permitir a manutencdo da germinabilidade,
provavelmente através da reducdo do metabolismo das sementes (Andréo et al. 2006).
Oliveira (2011) observou redug¢dao de 's na producdo de CO, em sementes de Inga vera
quando tratadas osmoticamente. Tal efeito regulador foi observado também nas taxas
respiratorias de sementes de E. brasiliensis, onde ap0s a aplicacdo dos tratamentos osmoticos
ocorreu reducdo significativa do consumo de O, e da producdo de CO, (Tabela 11), indicando
que o tratamento diminuiu o metabolismo dessas sementes. Ressalta-se que a deterioracao é

manifestada nas sementes através de uma série de eventos que ocorrem aos niveis bioguimico



e fisiologico, sendo que quanto maiores as taxas de respiracdo, maiores sdo as expectativas de
deterioracdo das sementes (Marcos Filho 2005; Lamarca 2009; Bonjovani 2011).

Tabela 11. Caracterizacdo inicial do consumo de O, (umol.gMS™.d™?), producéo de CO.
(umol.gMS™.d™) e quociente respiratério (QR) de sementes de E. brasiliensis submetidas a
tratamento térmico de 55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150 min.) e sem
tratamento térmico (STT) e submetidas a tratamento osmotico de -3,4 MPa, -4 MPa e sem
tratamento osmético (STO). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro das
colunas, maidsculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de sementes STT 30 min. 150 min. Médias
Consumo de O,

STO 115,41 101,26 95,82 104,16 b
-3,4 MPa 63,24 94,65 78,04 78,64 a
-4 MPa 71,12 65,45 69,15 68,57 a

Coef. Var. 21,99%
Producéo de CO,

STO 74,57 80,65 72,97 76,06 b
-3,4 MPa 56,32 81,86 64,58 67,59 ab
-4 MPa 63,70 52,66 54,74 57,03 a

Coef. Var. 18,27%
Quociente Respiratério

STO 0,69 0,79 0,76 0,7465 a
-3,4 MPa 0,89 0,86 0,82 0,8567 b
-4 MPa 0,90 0,80 0,79 0,8297 b

Coef. Var. 8,73%

Porém, as sementes de E. uniflora, inicialmente (Tabela 12), e as de E. brasiliensis,
apos a reaplicacdo dos tratamentos associados (Tabela 13), a exce¢do de 55 °C/150 minutos -
3,4 MPa, apresentaram valores extremamente elevados de consumo de O,. A variacdo do
consumo de O, ndo foi semelhante a liberacdo de CO,, resultando em valores de quociente
respiratorio (QR) entre 0,2 e 0,41. O quociente respiratério (QR) é um parametro utilizado
para indicar qual via respiratdria esta sendo usada na oxidacdo de um substrato (Labouriau
1983). Esse elevado consumo de O, seria justificado pelo uso de acidos graxos saturados e
insaturados como substrato inicial para a respiracdo das sementes, necessitando maiores
quantidade de oxigénio. Porém as sementes de Eugenia uniflora apresentam apenas 0,9% de
lipidios (Mello et al. 2010).



Tabela 12. Caracterizacdo inicial do consumo de O,, producdo de CO, e quociente
respiratério (QR), ambos em umol.gMS™.d?, de sementes de E. uniflora submetidas a
tratamento térmico de 55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e sem tratamento
térmico (STT) e submetidas tratamento osmético de -3,4 MPa, -4 MPa e sem tratamento
osmético (STO). Médias seguidas pela mesma letra (minusculo dentro das colunas, maiusculo
dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

Tratamento de sementes STT 55 °C 60 °C
Consumo de O,

STO 326,50 aA 313,18 abA 380,58 aA
-3,4 MPa 314,59 aA 307,32 aA 545,09 bB
-4 MPa 344,06 aA 416,21 bAB 471,13 abB

Coef. Var. 15,79%
Producéo de CO,

STO 134,45 86,69 153,27
-3,4 MPa 122,00 92,06 161,09
-4 MPa 138,45 98,60 150,09

Média 131,63 B 92,45 A 154,82 B
Coef. Var. 23,26%
Quociente Respiratorio

STO 0,41 0,28 0,40
-3,4 MPa 0,39 0,30 0,30
-4 MPa 0,40 0,25 0,32

Média 0,40 C 0,27 A 0,34 B

Coef. Var. 17,57%




Tabela 13. Caracterizacdo, apos 30 dias de armazenamento, do consumo de O,, producao de
CO; e quociente respiratério (QR), ambos em pmol.gMS™.d™, de sementes de E. brasiliensis
submetidas a tratamento térmico de 55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150
min.) e sem tratamento térmico (STT) e submetidas a tratamento osmético de -3,4 MPa, -4
MPa e sem tratamento osmotico (STO). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro
das colunas, mailsculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicagdo) ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Sem Reaplicagdo Com Reaplicacéo
Tratamento de sementes - - - 5
STT 30 min. 150 min. STT 30 min. 150 min.
Consumo de O,

STO 89,6 aAa 969 aAa 96,1 aAa 90,3 aAa 106,7 aAa 94,9 aAa
-3,4 MPa 193,6 aAa 88,9 aAa 83,8 aAa 198,8 aAa 582,3 bBb 61,4 aAa
-4 MPa 1578 aAa 70,4 aAa 78,1 aAa 55,2 aAa 844,2 cCh 462,5 bBb
Coef. Var. 61,07%

Producéo de CO,

STO 75,3 aAa 87,3 aAa 78,5 aAa 75,2 abAa 72,4 bAa 70,9 aAa
-3,4 MPa 103,4 aBa 75,3 aABa 63,6 aAa 85,2 hBa 99,7 bBa 50,8 aAa
-4 MPa 86,9 aAb 57,9 aAb 67,6 aAa 50,0 aABa 27,8 aAa 66,9 aBa
Coef. Var. 24,16%

Quociente Respiratdrio

STO 0,84 bpaa 0,90 ara 0,82 aAa 0,84 bAa 0,71 cAa 0,82 bAa
-3,4 MPa 054 aAa 084 aBb 0,76 aABa 0,62 aBa 0,27 bAa 0,83 bBa
-4 MPa 0,66 abAa 0,82 aAb 0,86 aAb 0,89 bBb 0,03 aAa 0,20 aAa
Coef. Var. 19,58%

O elevado consumo de O, sem liberacdo equivalente de CO, poderia significar a
presenca de outras reacdes que ndo a respiracao, tal como a peroxidacdo de lipidios e a
oxidacdo de compostos fenolicos com a liberacdo do radical superdxido e que podem estar
envolvidos com a deterioracdo das sementes (Hendry 1993; Bailly 2004; Marcos Filho 2005;
Berjak & Pammenter 2008; Berjak et al. 2011). Delgado (2010) descreve a presenca de
idioblastos fenodlicos em embribes de Eugenia spp., inclusive em Eugenia uniflora foram
observados em maior densidade. A presenca desses compostos esta relacionada a funcdo de
protecdo dos tecidos e a mecanismos de interacdo de plantas e animais, agindo como
dissuasivo alimentar e reduzindo a herbivoria (Castro & Machado 2006; Coneglian 2007).
Segundo Pinol & Palazén (1993) os compostos fendlicos podem interferir no processo de
germinacdo, por sequestro do oxigénio necessario ao processo respiratorio. Dessa forma, a
oxidacdo de compostos fendlicos poderia explicar as altas taxas de consumo de oxigénio
apresentadas, mas ainda é necessario verificar a producdo de produtos secundarios tipicos a
oxidacao.

Ao final do teste de respiracdo foi verificada a viabilidade das sementes através do



teste de tetrazdlio, sendo que para E. brasiliensis foi evidenciado que o tratamento 55 °C/30
minutos associado a -3,4 e -4 MPa e 55 °C/150 minutos -4 MPa apresentava 90%, 100% e
85% de sementes mortas, respectivamente, aos 30 dias de armazenamento. Para as sementes
de pitanga os tratamentos iniciais de 60 °C e -3,4 MPa e -4 MPa associados a 60 °C
apresentavam 65%, 35% e 30% de sementes mortas, respectivamente, estando as outras
altamente deterioradas. Durante o teste de respiracdo, nos tratamentos indicados acima,
muitos dos recipientes apresentavam aroma alcodlico, sendo que 0 mesmo ndo se repetiu no
teste de respiracdo aos 60 dias de armazenamento em E. brasiliensis e foi menos incidente em
E. uniflora aos 30 dias de armazenamento. Foi feita entdo a montagem de lamina e em
microscépio o6tico foi confirmada a presenca de leveduras. Durante o crescimento da levedura,
se a concentracdo de substrato excede um valor critico, mesmo em condigdes aerobias, a via
respiratéria e a fermentativa podem ocorrer simultaneamente, caracterizando neste caso 0
metabolismo respiro-fermentantivo (Lidén 1993). A intensa atividade desses microrganismos,
fungos e leveduras, também pode ser uma das possiveis causas das taxas anormais de
respiracdo nos tratamentos indicados acima.

Nas sementes de E. uniflora o alto consumo de O, regride (Tabela 14), a excecdo das
sementes submetidas aos tratamentos térmicos associados a -3,4 MPa e ao tratamento com
fungicida, cujos quocientes respiratorios indicam a presenca de processos oxidativos. O
quociente respiratorio dos outros tratamentos, com excecdo dos tratamentos -4 MPa e 55 °C,

indicam a ocorréncia de processos fermentativos.



Tabela 14. Caracterizacdo, apos 30 dias de armazenamento, do consumo de O,, producao de
CO; e quociente respiratério (QR), ambos em pumol.gMS™.d*, de sementes de E. uniflora
submetidas a tratamento térmico de 55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e
sem tratamento térmico (STT) e submetidas tratamento osmotico de -3,4 MPa, -4 MPa e sem
tratamento osmotico (STO). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro das
colunas, maidsculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicagdo) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de Sem Reaplicagéo Com Reaplicacdo
sementes STT 55 °C 60 °C STT 55 °C 60 °C
Consumo de 02
STO 66,69 aAa 198,27 bBb 164,11 aABa 66,69 aAa 91,56 aAa 90,00 aAa
-3,4 MPa 7492 aAa 333,05 cBb 507,25 bCh 56,65 aAa 73,04 aAa 139,74 aAa
- 4 MPa 113,19 aAa 74,76 aAa 117,75 aAa 74,84 aAa 75,25 aAa 162,63 aAa
Coef. Var.  46,13%
Producéo de CO2
STO 71,41 aAa 128,67 bBb 173,28 cCh 71,41 aAa 94,65 aAa 100,47 aAa
-3,4 MPa 85,05 aAa 109,67 abAb 83,41 aAa 63,23 aAa 73,63 aAa 107,36 aBa
-4 MPa 80,05 aAa 85,17 aAa 119,85 bBa 84,66 aAa 79,53 aAa 123,95 aBa

Coef. Var.  20,32%

Quociente Respiratdrio

STO 1,08 abBb 0,72 bAa 1,07 bBa 1,08 aAa 1,05 aAb 1,12 bAa
-3,4 MPa 1,14 bBa 0,43 aAa 0,19 aAa 1,11 aBa 1,01 aABb 0,78 aAb
-4 MPa 0,85 aAa 1,15 cBa 1,05 bABb 1,13 aBb 1,06 aBa 0,79 aAa

Coef. Var. 16,08%

Aos 60 dias de armazenamento as sementes que receberam a reaplicacdo dos
tratamentos apresentaram valores de QR proximos ou iguais a 1 (tabela 15), indicando a
utilizacdo das vias aerobicas. Diferentemente das sementes ndo submetidas a reaplicacdo dos
tratamentos e das sementes de pitanga (Tabela 16), que apresentaram QR superior a 1,
indicando a ativacdo das vias anaerdbicas de respiracdo (Labouriau 1983; Kader & Saltveit
2002; Saquet & Streif 2002). Geralmente sementes mais deterioradas, por apresentarem
menor eficiéncia da atividade mitocondrial, mas necessitando produzir ATP, podem
apresentar mudancas nos caminhos respiratorios, ou seja, do metabolismo oxidativos para o
metabolismo fermentativo, aumentando a producdo de diéxido de carbono (Marcos Filho
2005). A producdo semelhante de dioxido de carbono das sementes com diferentes niveis de
deterioracdo poderia indicar que as mais deterioradas apresentavam maiores extensdes de
tecidos mortos com consequente reducdo de regibes com atividade metabdlica (Lamarca
2009). Tal evento pode ser observado no QR das sementes de E. brasiliensis tratadas a -4
MPa, com e sem reaplicacdo aos 60 dias de armazenamento, que apresentavam

germinabilidade significativamente menor quando ndo submetidas a reaplicacdo (Tabela 1).



Tabela 15. Caracterizacdo, apos 60 dias de armazenamento, do consumo de O,, producao de
CO; e quociente respiratério (QR), ambos em pmol.gMS™.d™, de sementes de E. brasiliensis
submetidas a tratamento térmico de 55 °C/30 minutos (30 min.), 55 °C/150 minutos (150
min.) e sem tratamento térmico (STT) e submetidas a tratamento osmético de -3,4 MPa, -4
MPa e sem tratamento osmotico (STO). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro
das colunas, mailsculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratatlj?ento Sem Reaplicacio Com Reaplicagio
sementes STT 30 min. 150 min. Médias STT 30 min. 150 min.  Médias
Consumo de O,
STO 116,1 67,85 55,0 116,1 116,1 90,56
-3,4 MPa 79,01 90,65 53,8 1219 106,9 102,6
-4 MPa 86,37 76,84 43,9 157,1 109,0 108,7
Médias Sem trat. 112,75 B 30 min. 87,25 A 150 min. 75,74 A
Coef. Var. 34,92%
Producéo de CO,
STO 125,8 80,35 62,43 125,8 73,4 90,80
-3,4 MPa 97,68 111,6 63,03 117,3 88,4 103,5
-4 MPa 100,4 95,20 60,50 117,9 89,4 77,17
Médias 1079 a 95,73 b 61,99 a 1203 b 83,72 a 90,49 b
Coef. Var. 14,26%
Quociente Respiratério
STO 1,08 1,18 1,14 1,14a 1,08 1,02 1,00 1,03a
-3,4 MPa 1,24 1,23 1,18 1,22b 1,05 0,93 1,02 1,00a
-4 MPa 1,18 1,24 1,38 1,27b 0,79 1,03 0,78 0,86a
Coef. Var. 15,15%




Tabela 16. Caracterizacdo, apos 60 dias de armazenamento, do consumo de O,, producao de
CO; e quociente respiratério (QR), ambos em pmol.gMS™.d*, de sementes de E. uniflora
submetidas a tratamento térmico de 55°C/120 minutos (55°C), 60°C/120 minutos (60°C) e
sem tratamento térmico (STT) e submetidas tratamento osmotico de -3,4 MPa, -4 MPa e sem
tratamento osmotico (STO). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculo dentro das
colunas, maidsculo dentro de linhas e sublinhado entre sem e com reaplicacdo) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Tratamento de

Sem Reaplicacédo

Com Reaplicagdo

sementes STT 55 °C 60 °C STT 55 °C 60 °C
Consumo de O2
STO 71,9 aAa 79,2 aAa 1717 aBb 71,9 aAa 66,2 aAa 108,0 aBa
-3,4 MPa 110,6 bAb  107,1 aAb  155,1 aBa 65,9 aAa 75,6 aAa 132,2 abBa
-4 MPa 75,7 aAa 92,7 aAa 1519 aBa 59,8 aAa 78,4 aAa 143,8 bBa
Coef. Var. 18,91%
Producéo de CO2
STO 83,2 88,7 193,1 83,2 75,5 123,9
-3,4 MPa 128,2 129,2 180,3 75,5 93,0 131,9
-4 MPa 89,9 112,2 175,1 71,9 94,5 139,7
Médias 100,4 b 110,0 b 182,8 b 69,3 a 87,7 a 1319 a
Coef. Var. 17,16%
Quociente Respiratdrio
STO 1,16 1,12 1,12 1,16 1,14 1,15
-3,4 MPa 1,16 1,21 1,17 1,14 1,23 1,01
-4 MPa 1,19 1,21 1,16 1,21 1,20 0,99
Médias 1,17 a 1,18 a 1,15 b 1,17 a 1,19 a 1,05 a

Coef. Var. 5,06%




4.4. Consideracoes finais

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram constatar que o tratamento
térmico reduz a incidéncia da maioria dos fungos presentes em sementes de Eugenia, porém
ele pode potencializar a incidéncia de Penicillium sp. e apresenta baixo ou nenhum controle
sobre Fusarium sp. A escolha dos binbmios tempo-temperatura requer atengéo, pois os limites
maximos de tolerancia térmica entre as sementes de Eugenia e os fungos sdo muito préximos.
O tratamento osmético, por sua vez, que também apresentou eficiéncia no controle da micota,
resultou em menor prejuizo sobre a qualidade fisioldgica, principalmente quando s&o
utilizados periodos curtos de exposicdo das sementes a solugdo osmotica. O tratamento
osmético demonstrou grande potencial para reduzir particularmente o desenvolvimento de
Fusarium sp. e Penicillium sp., diminuindo seu desenvolvimento, mas para 0os demais fungos
a termoterapia foi mais eficiente. Em futuros trabalhos, a quantificacdo da area das sementes
tomada pelos fungos podera demonstrar mais claramente a eficiéncia desses tratamentos. A
associacdo do tratamento térmico com o osmotico aparentemente produziu resultados mais
favoraveis e também pode ser melhor explorada em trabalhos futuros.

Embora os tratamentos osmoticos e térmicos tenham demonstrado alguma eficiéncia
no controle de fungos em sementes de Eugenia, mantendo a qualidade fisiologica das
mesmas, deve-se salientar que ndo houve um tratamento em particular que tenha sido efetivo
no controle de todos os fungos. Portanto, € fundamental que se tenha conhecimento da micota
de cada lote de sementes para se adequar o tratamento mais indicado. Contudo, independente
dessa andlise inicial, Fusarium sp. e Penicillium sp. demandam maior atencdo devido a
dificuldade de controle e ao efeito deletério durante o armazenamento de sementes
recalcitrantes.

A falta do efeito residual tipico dos fungicidas é um dos maiores problemas para o uso
de tratamentos alternativos. No presente trabalho foi possivel demonstrar que a reaplicacdo
dos tratamentos pode diminuir aquela deficiéncia e ampliar o controle ao longo do
armazenamento. Os tratamentos osmaticos, em particular, mostraram melhor controle sobre a
micota quando reaplicados, favorecendo, direta ou indiretamente, a manutencdo da qualidade
das sementes. Porém, a decisdo de reaplicar ou ndo um tratamento deve, novamente, estar
associada a analise da micota inicial presente nas sementes, pois a reaplicacdo pode levar a
potencializacdo de alguns fungos. A reaplicacdo dos tratamentos pode garantir a persisténcia
do efeito de controle sobre os fungos, porém ainda ha a necessidade de se avaliar durante o
armazenamento, por testes de sanidade, o melhor tratamento para manter o controle da

micota.
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