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Efeito do dioxido do carbono, temperatura e armazenamento sobre
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Effect of carbon dioxide, temperature and storage on soybean seeds and associated
mycoflora
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RESUMO - O desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da planta da soja esta relacionado a tecnologia de produgéo de
sementes de boa qualidade, com vigor e livres de patogenos. Desse modo, objetivou-se neste trabalho avaliar a efeito do
dioxido de carbono (CO,) associado a temperatura sobre a micoflora e a qualidade das sementes em diferentes periodos
de armazenamento. O delineamento usado foi inteiramente casualizado em fatorial (2 x 3 x 4), sendo duas temperaturas
(25 e 31 °C), trés concentragdes de CO,(0,0; 2,5 5,0 g de CO, kg de sementes) e quatro periodos de armazenamento
(30; 60; 90 e 120 dias). De acordo com resultados obtidos, observou-se que o didxido de carbono foi extremamente toxico
para os fungos Aspergillus sp., Fuzarium sp., Coletrochium sp e Penicilium sp., com 100% de inibi¢do na concentracdo
de 5 g de CO,kg™ de sementes nas temperaturas de 25 e 31 °C. A germinacdo e o vigor das sementes foi preservado
pelo diéxido de carbono, com germinacgdo de 92% apds o periodo de 120 dias de armazenamento. Enquanto, sementes
armazenadas sem CO, na temperatura de 31 °C, a germinacdo foi de 44,66%. A manutencdo do vigor e da germinagéo
foi dependente da concentragéo do CO, e da temperatura. O CO, podera ser uma tecnologia viavel a ser usada para
manutenc¢do da qualidade das sementes de soja pelas unidades de beneficiamento de sementes no estado do Tocantins.

Palavras-chave: Soja. Plantas-efeito da temperatura. Plantas-armazenamento. Germinagéo.

ABSTRACT - The vegetative and reproductive development of the soybean is related to the production technology of
good quality seeds which are vigorous and free of pathogens. Thus, this study aimed to evaluate the effect of carbon
dioxide (CO,) associated with temperature on mycoflora and seed quality for different periods of storage. The design
used was a completely randomized factorial (2 x 3 x 4), at two temperatures (25 and 31 °C), three CO, concentrations
(0.0, 2.5 and 5.0 g CO, kg™of seed), and four storage periods (30, 60, 90 and 120 days). According with results, it was
observed that carbon dioxide was extremely toxic to the fungi Aspergillus sp., Fuzarium sp., Coletrochium sp. and
Penicillium sp., with 100% inhibition at a concentration of 5 g CO, kg™ of seed, and at temperatures of 25 and 31 °C.
Seed germination and vigor were preserved by the carbon dioxide, with 92% germination after 120 days of storage,
while for seeds stored without CO, at a temperature of 31 °C, germination was 44.66%. The preservation of vigor and
germination was dependent on the concentrations of CO? and on temperature. CO, may be a viable technology for the
preservation of the quality of soybean seeds for seed-processing units in the state of Tocantins.
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INTRODUCAO

No Brasil, expansao da cultura da soja (Glycine
Max (L) Merril) comecou na década de 70. Tornou-se
de grande importancia na producdo de alimentos, como
fonte de matéria prima para inddstria e alimentacao
animal (PELUZIO et al., 2008; ROESSING et al., 1993).
O desenvolvimento da cultura da soja esta associado a
novas tecnologias, principalmente aquelas relacionadas
a producdo de sementes de qualidade, livres de
fitopatogenos, que possam desenvolver plantulas com
alto vigor (PELUZIO et al., 2008).

Fungos podem infestar durante o processamento
das sementes e causar varias doengas pos-plantio, dentre
0s quais mais de 40 espécies de fungos estdo associados as
sementes. No entanto, somente 15 espécies podem resultar
em sérios prejuizos econdmicos acelerando o processo de
deterioragdo das sementes e sendo fonte de indculo primério
de infestacdo de novos plantios (HENNING, 2004).

Diversos fatores influenciam diretamente na
viabilidade das sementes durante o armazenamento,
tais como: umidade, temperatura, trocas gasosas,
caracteristicas do tegumento da semente, maturidade,
infestacdo por fungos e insetos, (CALDWELL et al., 2005;
DESCHAMPS, 2006; GONCALVES et al., 2003). Uma
das alternativas de conservacao da qualidade das sementes
¢ 0 uso de atmosfera modificada com adicéo de dioxido de
carbono que, dependendo das concentraces, interfere no
metabolismo e conserva a germinacdo das sementes, além
de possuir efeito toxico para a maioria dos organismos
presentes nas sementes (AGUIAR et al., 2010; CIRIO;
LIMA, 2003; THOMAS et al., 2003, ZARDETTO, 2005).

A producdo de sementes de soja no estado do
Tocantins esta restrita a &rea de varzeas, sob regime de
irrigagdo subsuperficial, o que favorece a obtengdo de
sementes de boa qualidade (PELUZIO et al., 2008). No
entanto, devido a existéncia de uma demanda crescente por
sementes livres de patdgenos e de alta qualidade, unidade
de beneficiamento de sementes (UBS) vem adotando
novas tecnologias, a fim de manter a germinacao, vigor e
sanidade das sementes. Deste modo, este trabalho tem por
objetivo avaliar o efeito do diéxido de carbono associado &
temperatura sobre a micoflora e a qualidade das sementes
de soja em diferentes periodos de armazenamento.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado na Universidade
Federal do Tocantins (UFT), Campus Universitario de
Gurupi, no periodo de setembro de 2009 a fevereiro de
2010. As sementes da variedade MONSOY 9144 RR
foram obtidas junto & empresa de sementes Talisma -
Municipio de Formoso do Araguaia - TO.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado em fatorial (2 x 3 x 4), sendo
duas temperaturas (25 e 31 °C), trés concentragdes de
CO,(0,0; 25 e 5,0 g de CO, kg™ de sementes) e quatro
periodos de armazenamento (30; 60; 90 e 120 dias). As
parcelas experimentais foram as combinacGes entre a
temperatura, concentracdes de dioxido de carbono e
periodo de armazenamento. Inicialmente foi determinado
o0 grau de umidade 11%, analise de pureza 100%, vigor 98%
e porcentagem de germinacdo 98 % das sementes a serem
usadas nos experimentos. Conforme a Regras para Analise
de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009).

Para a realizacdo dos experimentos, as sementes
foram acondicionadas em c&maras hermeticamente
vedadas ao CO, e O, com volume de 2 litros, onde o grau
de umidade permaneceu durante todo o experimento. O
diéxido de carbono foi injetado de forma direta por meio de
um cilindro pressurizado de CO, até atingir a concentracao
desejada para cada tratamento (2,5 e 5,0 g de CO, kg™ de
sementes), sendo controlado por uma balanca de preciséo
de 0,001 g (Modelo MARK 210A, Bel Engineering,
Monza-MlI, Itdlia). Nesse experimento, foi levada
em consideracdo a densidade do didxido de carbono
(volume/peso). Logo apds a obtencdo das concentracfes
desejadas, as camaras com as sementes foram vedadas e
acondicionadas em camaras climatizadas de acordo com
as temperaturas estabelecidas para cada tratamento.

As avaliagcdes da germinacdo das sementes foram
realizadas em em camara de germinacgao em temperatura
27 £ 1 °C, a partir das sementes acondicionadas nas
camaras, sendo utilizadas 400 sementes, divididas em
quatro repeticbes de 100 sementes. Ap6s 8 dias da
semeadura das sementes foram realizadas as avaliagGes
das plantulas normais (BRASIL, 2009).

O vigor das sementes foi avaliado por meio do
teste de tetrazolio com 200 sementes divididas em quatro
repeticdes de 50 sementes. Estas sementes foram pré-
acondicionadas em rolos de papel germitest umedecido,
por 16 horas, & temperatura de 25 + 0,5 °C em BOD
(Biochemical Oxygen Demand). Logo apds, as sementes
foram colocadas em contato com a solucdo contendo o
sal de tetrazélio (2; 3; 5 trifenil cloreto de tetrazélio) na
concentracdo de 0,075%, em seguida foram colocadas em
estufa a 41 °C onde permaneceram por 6 horas de acordo
com o0s procedimentos realizado por Pifia-Rodrigues
et al. (2004). Apds esse periodo as sementes foram
retiradas da estufa e entdo seccionadas longitudinalmente
para se realizar a avaliagcdo. A coloragdo dos tecidos foi
classificada em notas de um a oito, onde o intervalo de
um a cinco (sementes vidveis) com alto potencial de
germinacdo. O intervalo de seis a oito (sementes inviaveis)
contém somente sementes mortas ou com danos severos no
eixo embriondrio, ndo permitindo a germinagdo normal da
semente (FRANCA; KRZYZABOWSKI; COSTA, 1998).
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Nas sementes armazenadas com didxido de carbono,
inicialmente foram desinfectadas em hipoclorito de sédio 1%
por 30 minutos e alcool etilico a 70% pelo mesmo periodo;
para cada experimento foram utilizadas 400 sementes
divididas em quatro repeti¢Bes e colocadas em placas de
Petri (d® 120 mm) sobre papel filtro e umedecidas em 20 mL
de agua destilada. As placas foram deixadas em camara
de incubagdo com temperatura de 20 + 2 °C e luz branca
fluorescente alternada (12 horas de luz/12 horas escuro)
durante sete dias segundo Lucca Filho (1987). Em seguida,
avaliou-se a incidéncia de fungos nas sementes com auxilio
de microscopio estereoscopico e microscopio composto, e
0s resultados foram expressos em ndmeros de sementes
contaminados com cada tipo de fungo.

Os dados referentes a germinagdo em cada
temperatura e nas diferentes concentragdes em funcéo do
tempo de armazenamento foram submetidos a analise de
regressdo. Assim, foram geradas as curvas e equagoes. Ja
os dados de incidéncia dos fungos foram transformados
em arco seno Vx+1 e submetidos & analise de regresséo.
As analises estatisticas foram realizadas por meio do
programa estatistico Sisvar 4.6 (FERREIRA, 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foram determinadaaumidade, a pureza
e 0 potencial de germinacao das sementes a serem usadas
nos experimentos, conforme informagdes da metodologia.
Onde se encontram esses resultados relacionados aos efeitos

do diéxido de carbono sobre a manutencdo da germinagéo
das sementes de soja associado as temperaturas (25 e 31 °C)
em diferentes periodos de armazenamento (30; 60; 90 e 120
dias) foi altamente significativo (P <0,05) (Figural Ae B);
com diferencas significativas entre os betas (P < 0,05) das
equagdes de regressao referentes a germinacao das sementes
de soja nas diferentes temperaturas e as concentracdes de
didxido de carbono (Tabela 1).

As sementes de soja mantiveram alto poder
germinativo quando armazenadas sob temperatura de 25°C,
principalmente quando associado ao didxido de carbono,
mesmo aplicando a menor dose, evidenciando o efeito do
CO, sobre a manutencao da germinagdo. Este efeito tornou-
se mais evidente quando as sementes foram armazenadas
sob temperatura de 31 °C (Figura 1 B), sem a presenca de
CO, Onde observou-se a reducgdo drastica da porcentagem
de germinacdo, chegando essa a 44,66% ap6s 120 dias
de armazenamento (Figura 1B); independentemente da
temperatura de armazenamento, o diéxido de carbono
possui efeito positivo na germinacdo das sementes de soja,
0 que pode estar associada a interferéncia direta do CO,
sobre a fisiologia das sementes de soja.

Mussi (2005) avaliou o efeito do CO, em sementes
de girassol e constatou que o didxido de carbono promoveu
reducdo drastica da taxa de respiracdo das sementes.
Verificou ainda que, o teor de O, € o principal agente da
aceleracdo da respiracdo das sementes, e que quanto maior
a concentracdo de dioxido de carbono, existe tendéncia de
se manter a germinacdo das sementes, pela reducdo do

Figura 1 - Efeito do dioxido de carbono (CO,) sobre a germinacéo das sementes de soja em diferentes concentracdes de CO,
(0,0, 2,5 e 5,0 g de CO, kg™ de sementes), em funcdo do periodo de armazenamento. Sendo: A - Germinagéo das sementes
armazenadas a 25 °C; B - Germinagdo das sementes armazenadas a 31 °C
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Tabela 1 - Sumério das andlises de regressdo lineares da germinagdo (Y= a + bx) e o efeito do diéxido de carbono em funcdo da

temperatura e do periodo de armazenamento

Parametros estimados

Temp. Conc. GL F P R?
a b
0,0 105,12 a -0,23 a 3 20,57* 0,045 0,95
25°C 2,5 100,50 a -0,09 a 3 131,43** 0,007 0,99
50 97,97 a -0,04 a 3 18,90* 0,049 0,95
0,0 112,17 b -0,53b 3 15,87 0,057 0,94
31¢°C 2,5 93,35a -0,03 a 3 34,53* 0,027 0,97
50 97,97 a -0,04 a 3 18,90* 0,049 0,95

Conc. = Concentracdo (g de CO%kg™* de semente), a e b = Pardmetros da regressdo, GL = Grau de liberdade, F = Teste F da regresséo,(** *) nivel de
significancia 1 e 5%, P = probabilidade da regressdo e R?2= Coeficiente determinacéo de regressdo

metabolismo durante o armazenamento, mantendo sua
capacidade de germinac&o ao longo do tempo.

A elevacdo da temperatura promove aumento da
taxa de respiracdo, afetando consequentemente o poder de
germinacdo das sementes. Segundo Perez-Garcia (2006) a
temperatura interfere na aceleragéo das reagfes bioquimicas e
metabolismos das sementes, pelas quais reservas armazenadas
no tecido de sustentacdo sdo desdobradas, transportadas e
ressintetizadas no eixo embrionrio. No entanto, os resultados
observados no presente trabalho demonstram que houve
diferencas significativas para a temperatura em fungdo da
concentragdo de CO, quando comparadas com o tratamento
sem adi¢do de diéxido de carbono (Figura 1 Ae B).

Segundo Rodriguez et al. (2010), os niveis de
oxigénio e a elevagdo do CO, reduz a atividade metabdlica
favorecendo a conservacdo das sementes por periodos
de 47; 105 e 160 dias. Os resultados deste trabalho
corroboram com aqueles obtidos por Schmidt (2007),
gue demonstrou que as sementes de espécies florestais
tropicais mantidas com baixa concentracdo de oxigénio,
ou conservadas em CO,, diminuem a sua deterioragdo e
envelhecimento das mesmas. Além disso, Rodriguez et al.
(2010) demonstraram que a concentracdo de oxigénio e 0
aumento da concentragéo de CO, reduziram acentuadamente
a atividade metabdlica das sementes de soja favorecendo a
manutencédo da qualidade durante o armazenamento.

Analisando os resultados da avaliagdo do vigor em
todos os tratamentos, observa-se que a concentragéo de
CO, mantem o vigor das sementes durante os periodos de
armazenamento. De acordo com os resultados obtidos,
ndo houve diferencas significativas (P < 0,05) para as
concentragGes de dioxido de carbono (CO,), contudo,
houve decréscimo no vigor das sementes armazenadas
sem didxido de carbono para as temperaturas de 25 e 31 °C
aos 120 dias apds armazenamento (Figura 2 A e B). Os

parametros das equacdes de regressao (b) e (a) o vigor e
a germinacgdo foram comparados as medias pelo teste de
Tukey e ndo deferiram (P < 0,05) (Tabela 1 e 2).

Segundo Hilhorst et al. (2001) o vigor é uma
propriedade fisiologica determinada pelo genétipo e
modificada pelo ambiente, que governa sua capacidade
de dar rapidamente origem a uma plantula no solo, bem
como melhorar sua capacidade de resistir a uma série de
fatores ambientais. A influéncia do vigor da semente pode
persistir durante a vida da planta e pode ser afetada durante
0 periodo e condicBes subdtimas de armazenamento das
sementes. Os resultados com didxido de carbono sobre
0 vigor das sementes de soja visualizam um potencial da
emergéncia das plantas com alto vigor, observado durante
0 desenvolvimento deste trabalho (Figura 2 A e B).

Durante o experimento observou-se se nos periodos
de armazenamento houve um decréscimo no vigor e, na
germinagdo das sementes na temperatura de 31 °C (P < 0,05)
comprovando a necessidade da limitagdo dos fatores que
promovam a aceleracio da respiracdo e que afeta diretamente
0 vigor das sementes; 0 aumento da taxa respiratoria promove
reducdo de energia para emergéncia das plantulas, diminuindo
suas reservas (KOLCHINSKI; SCHUCH; PESKE, 2006).
Normalmente, embrifes bem formados e com maiores
quantidades de energia, formam plantulas mais vigorosas e
resistentes as condi¢des adversas do ambiente em que sdo
inseridas (BAUDET, 2003; MUSSI, 2005).

Aavaliagdo do efeito de didxido de carbono sobre
a micoflora presente nas sementes de soja foi realizada
em duas temperaturas de armazenagem (25 e 31 °C),
e trés concentragbes de dioxido de carbono (0,0; 2,5
e 5,0 g de CO, kg* de sementes), havendo diferencas
significativas (P < 0,05) na redugdo do numero de
sementes com a presenca de fungos durante os periodos
de armazenamento (Tabela 3 e 4).
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Figura 2 - Efeito do dioxido de carbono (CO,) sobre vigor das sementes de soja submetidas a diferentes concentragbes de CO,
(0,0; 2,5¢e5,0 g de CO,kg* de sementes), em fungdo do periodo de armazenamento. Sendo: A - sementes armazenadas a 25 °C; B

- sementes armazenadas a 31 °C
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Tabela 2 - Sumario das andlises de regressdo lineares da germinacdo (y = a + bx) e o efeito do diéxido de carbono em funcéo da

temperatura e do periodo de armazenamento.

Parametros estimados

Temp Conc. GL F P R?
a b

0,0 97,66a -0,10a 3 13,42 0,067 0,93

25°C 2,5 96,99a -0,07a 3 6,03 0,133 0,86

50 97,66a -0,06a 3 18,32 0,050 0,94
0,0 98,33a -0,12a 3 20,99* 0,044 0,95*

31°C 2,5 98,14a -0,10a 3 18,07 0,051 0,94
50 98,33a -0,08a 3 62,76* 0,015 0,98*

Temp. =Temperatura (°C) e Conc.= Concentracdo (g de CO%kg™ de semente), a e b = Pardmetros da regresséo, GL = Grau de liberdade, F = Teste F
da regresséo, P = probabilidade da regressdo, r> = Coeficiente determinagao de regresséo e (** *) nivel de significancia 1 e 5%

O efeito toxico do didxido de carbono foi
significativo (P <0,05) na proliferagéo dos fungos presente
nas sementes de soja, reduzindo de 50 a 100% a incidéncia
de fungos nas sementes analisadas de acordo com o periodo
de armazenagem (Tabela 3 e 4). O efeito do diéxido de
carbono foi mais severo para os fungos Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Fusarium sp e Colletotrichum sp., sendo
mais eficiente na concentracdo de 5,0 g kg* de sementes,
diferenciando em funcéo do periodo de armazenagem.

Com relagdo as temperaturas observou-se que
a 25 °C houve uma menor porcentagem de sementes
com col6nias dos fungos. Segundo Menten (1991) os
fungos de graos armazenados se desenvolvem melhor em

558

temperaturas de 28 a 32 °C; temperatura abaixo apresenta
controle bastante efetivo sobre a maioria desses fungos.
Em estudos desenvolvidos por Alborch et al. (2011) foi
possivel observar em gréos de milho, que para fungos de
pos colheita Aspergillus niger e Aspergillus carbonarius a
temperatura de desenvolvimento foi de 15 a 35 °C.

A temperatura possui efeito direto sobre o
desenvolvimento micelial dos fungos sendo que nas
temperaturas de 15 a 25 °C o desenvolvimento dos
micélios é totalmente afetado. Os resultados obtidos neste
trabalho sdo semelhantes aos obtidos por Moreno et al.
(2000), que observaram que em armazenamento hermético,
0 desenvolvimento dos fungos cessa quando a concentracdo
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Tabela 3 - Sumério das andlises de regressdo lineares de incidéncia dos fungos associados as sementes de soja em funcdo das
concentracdes do dioxido de carbono acondicionadas a 25 °C em vérios periodos de armazenamento

Concentragéio CO, g kg de sementes a 25 °C

Fungos 0,0 g kg* de sementes 2,5 g kg de sementes 5,0 g kg de sementes
R F R? R F R? R F R?
Aspergillus sp. Y=1,82+0,001x 8,09 0,89 Y=1,85-0,004x* 26,25 0,96 Y=1,56-0,003x 10,78 0,91
Fusarium sp. Y=1,74+0,002x 14,89 0,93 Y=1,57-0,002x 1534 0,94 Y=1,52-0,005x 10,00 0,91
Penicillium sp. Y=1,55+0,002x 3,42 0,79 Y=1,21-0,002x 3,00 0,77 Y=0,93-4,0E-019x  ----- 1,00
Colletrochiumsp. Y=1,18+0,002x 7,73 0,89 Y=0,93-4,0E-019x  ---- 1,00 Y=0,93-4,0E-019x ----- 1,00

R = Equacéo da regressdo linear, F = Teste F nivel de significancia * (P < 0,05), ** (P < 0,01) e R?= Coeficiente de determinacdo da regressdo

Tabela 4 - Sumério das andlises de regressdo lineares de incidéncia dos fungos associados as sementes de soja em funcdo das
concentracdes do dioxido de carbono acondicionadas a 31 °C em vérios periodos de armazenamento

Concentragéio CO, g kg de sementes a 31 °C

Fungos 0,0 g kg*de sementes 2,5 g kg de sementes 5,0 g kg de sementes

R F R? R F R? R F R?
Aspergillus sp. Y=1,92+0,001x** 137,28** 0,99 Y=1,84-0,003x 10,24 0,91 Y=1,78-0,006x 8,42 0,89
Fusarium sp. Y=1,75+0,002x 17,00 0,94 Y=1,78-0,003x 3,29 0,78 Y=1,71-0,007x 7,75 0,89
Penicillium sp. Y=1,63+0,001x*  44,58* 0,97 Y=1,80-0,007x 13,16 0,93 Y=1,46-0,005x 300 0,77
Colletotrichum sp. ' Y=1,52+0,001x 9,07 0,90 Y=152+0,001x 9,07 0,90 Y=0,93-4,0E-019x --- 1,00

R = Equacéo da regressao linear, F = Teste F nivel de significancia * (P < 0,05), ** (P < 0,01) e R?= Coeficiente de determinacdo da regressdo

de oxigénio é reduzida para 1%. Enquanto, o didxido de
carbono a 80 e 20% o oxigénio possui forte efeito do sobre
a esporulacdo de Mucor plumbeus, Fusarium oxysporum,
Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Penicillium
commune, Penicilliumroqueforti, Aspergillus flavus, Eurotium
chevalieri e Xeromyces bisporus (TANIWAKI et al., 2009).

Cairns-Fuller, Alfred e Magan (2005) relatam
que as espécies de Aspergillus e Penicillium, podem
causar danos diretos as sementes e na germinacéo,
com o aumento da taxa de acidos graxos e producdo
de toxinas, com resultados expressivos na reducéo
da germinacdo de soja (YORINORI, 1982). Deste
modo, verifica-se diferenca na suscetibilidade das
espécies de fungo encontradas nas sementes de soja ao
diéxido de carbono. Tornando-se necessérios estudos
para estabelecer concentrages de CO, que venham
a eliminar todas as fontes de indculo presentes nas
sementes.

O efeito tdxico do dioxido de carbono sobre
0 desenvolvimento dos fungos ainda ndo estd
completamente elucidado. Estudos demonstram que
mesmo em altas concentra¢fes de dioxido de carbono,
dependendo da concentragdo do oxigénio, ndo limitam
completamente o desenvolvimento de algumas espécies
de fungos (HOOGERWEREF et al., 2002; TANIWAKI
etal., 2009, 2010). Neste caso, para os fungos Aspergillus

Rev. Ciénc. Agron., v. 43, n. 3, p. 554-560, jul-set, 2012

sp., Fusarium sp., Penicillium sp. e Coletrochium musae
s80 necessarios estudos da concentracdo de oxigénio para
correta eliminagdo dos mesmo.

CONCLUSOES

1.0 dioxido de carbono foi altamente eficiente sobre a
manutenc¢do da germinagdo e vigor das sementes de soja
durante armazenagem;

2.0 dioxido de carbono e a temperatura de 25 °C inibiu a
maioria dos fungos presentes nas sementes de soja, apos
um periodo de 120 dias.
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