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RESUMO

Mulungu (E. velutina Willd.) é uma espécie que apresenta consideravel importancia
econdmica, por apresentar alto potencial para 0 mercado madeireiro, cosmético e medicinal,
agregando valor econdmico e ambiental. O controle de fungos em sementes armazenadas,
assim como a superacdo da dorméncia, é fundamental para obtencdo de mudas sadias e
uniformes. Nesse sentido, foram realizados dois experimentos com sementes de mulungu,
objetivando avaliar o efeito do plasma atmosférico na inativacdo de fungos, e também como
meio de superacdo da dorméncia em sementes desta espécie. No primeiro experimento,
avaliou-se a inativacdo de fungos na superficie de sementes de E. velutina e nas colénias
fungicas isoladas. Para isso, utilizou-se o plasma de descarga por barreira dielétrica (DBD),
por meio de pulsos de voltagem de 9 kV, repetidos em frequéncia de 640 Hz, com o0s gases
hélio (He) e atmosférico (Air). Para o segundo experimento, verificou-se a resposta
fisiologica e germinativa das sementes apds serem pre-tratadas com o plasma. As sementes
foram imersas em plasma durante 3, 6 e 9 minutos e para efeito de comparages, utilizou-se
sementes sem tratamento (controle) e sementes com desponte na regido aposta a micrépila. O
plasma atmosférico reduziu a incidéncia dos fungos Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Fusarium sp., Brachysporium sp. e Rhizopus sp.em sementes de E .velutina. Quando isolados
0s esporos, 0 plasma reduziu a formacdo de col6nias de fungos. Com relacdo a aplicacdo do
plasma para superacdo da dorméncia, ndo verificou-se diferencas significativas quando

comparadas com as sementes de E.velutina ndo tratadas.

Palavras-chave: Fitopatdgenos. Mulungu Plasma a frio. Tratamento de sementes.



ABSTRACT

Mulungu (E.velutina Willd.) is a species that presents considerable economic
importance, due to its high potential for the wood, cosmetic and medicinal market, adding up
economic and environmental value. The control of fungi in stored seeds, as well as the
overcoming of dormancy, is fundamental to obtain healthy and uniform seedlings. In this
sense, two experiments were carried out with mulungu seeds, aiming to evaluate the effect of
atmospheric plasma on inactivation of fungi, as well as a method of overcoming dormancy in
seeds of this species. In the first experiment, inactivation of fungi on the surface of E.
velutina seeds and in the isolated fungal colonies was evaluated. For this, discharge plasma by
dielectric barrier (DBD) was used, via pulses of voltage of 9 kV, repeated in frequency of 640
Hz, with helium (He) and atmospheric (Air) gases. For the second experiment, physiological
and germinative response of seeds after pretreatment with the plasma was verified. Seeds
were immersed in plasma for 3, 6, and 9 minutes and for purpose of comparison, seeds
without treatment (control) and seeds scarified in the opposite side of micropyle were used.
Atmospheric plasma reduced the incidence of fungi Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Fusarium sp., Brachysporium sp. and Rhizopus sp. in E. velutina seeds. When spores were
isolated, plasma reduced formation of fungal colonies. Regarding the application of plasma to
overcome dormancy, there were no significant differences when compared to untreated E.

velutina seeds.

Key words:Phytopathogens. Cold Mulungu Plasma. Seed treatment
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO GERAL

E. velutina Willd. (Fabaceae) é uma espécie arbdrea de médio porte (5 a 10 mde
altura), nativa da regido semiérida do Nordeste brasileiro e conhecida popularmente
como mulungu, suind, canivete, corticeira, pau-de-coral, sanadui, sanaduva, saranduba,
magcaranduba e bico-de-passaro. E uma espécie resistente a seca, rustica e de rapido
crescimento (LORENZI; MATQOS, 2008).

A literatura etnobotanica registra o uso tradicional do mulungu na medicina
popular e, também, é empregada para fins ornamentais principalmente na época do
florescimento, sombreamento de cacaueiros e cerca viva (LORENZI, 2002; MATOS;
QUEIROZ, 2009). Possui madeira leve, macia e pouco resistente aos agentes
decompositores, sendo empregada na confeccdo de tamancos, jangadas, brinquedos e
caixotaria (VIRTUOSO et al., 2005), atualmente como componente dos sistemas
agroflorestais (RIBEIRO et al., 2014). Estudos comprovam que a especie, apresenta
uma grande variabilidade genética, sendo indicada para recuperacdo de areas
degradadas (AZEVEDO et al., 2013).

Apesar da grande importancia da E. velutina, especialmente para o bioma
Caatinga, existem problemas que pode limitar a producdo de mudas em grande escala,
sendo a dorméncia tegumentar de suas sementes, um destes entraves (SANTOS et al.,
2013). Esse fato tem dificultado a germinacédo, que ocorre de forma lenta e desuniforme
(MARCOS-FILHO, 2015). Os tratamentos para superar a dorméncia tegumentar
incluem imersdo em &gua, escarificacdo quimica, mecanica e reguladores de
crescimento. Entre estes tratamentos, a escarificacdo mecanica com lixa tem sido 0 meio
mais eficiente na superacdo da dorméncia, elevando a taxa germinativa de sementes de
E. velutina (MAJD et al., 2013). No entanto, problemas como a reducdo do vigor,
aumento das taxas de microorganismos e aumento de anormalidade de plantulas
(SELCUK et al., 2008) sdo também constatados. A contaminacgdo por fungos durante o
armazenamento das sementes é outro fator relevante, principalmente quando se trata de

sementes florestais, pois a influéncia da sazonalidade na producdo destas espécies é
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normalmente verificada em determinados anos (BRASIL, 2009), havendo necessidade
de um maior tempo de armazenamento.

Recentemente, muitos tipos de fontes de plasma frio a pressdo atmosférica foram
desenvolvidos para aplicagdes agricolas. Algumas fontes foram testadas visando a
inativacdo de microrganismos e/ou aceleracdo da germinacdo de sementes
(MASAFUMI et al., 2012). Esse método é amplamente utilizado para modificar as
propriedades fisicas e quimicas de superficies de polimeros (WILD; KESMODEL,
2001;SILVA et al., 2012) que consiste basicamente na aplicacdo de uma diferenca de
potencial entre dois eletrédos imersos em gas. Com isso, sdo gerados ions, elétrons,
particulas neutras energéticas e radicais, além da radiacdo ultravioleta, que interagindo
com superficies organicas como as de sementes, frutos elegumes, promovem a quebra
parcial das cadeias poliméricas, incluindo novos grupos funcionais (CARVALHO et al.,
2002).

Em vista disso, objetivou-se a inativagdo de fungos e superacdo da dorméncia

tegumentar em sementes de E. velutina por meio da utilizacdo do plasma atmosférico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

E.velutina Willd. Também conhecida como mulungu, suind, bico-de-papagaio,
canivete, entre outros, pertencente a familia Fabaceae (Leguminosae-Papilionoidae), é
uma arvore decidua, de copa aberta e arredondada, muito florifera e ornamental,
espinhosa, que atinge de seis a doze metros de altura. Seu género é composto
aproximadamente de 120 espécies, 70 ocorrendo nas Américas, com apenas uma
espécie ocorrendo na Caatinga (QUEIROZ, 2009). Utilizada no sombreamento do
caucaueiro e como cerca-viva, devido a facilidade com que brota de estacas plantadas
no proprio local. E resistente a seca, apresenta rusticidade, rapido crescimento e
propriedades medicinais. Suas folhas sdo compostas trifoliadas, alternas, de foliolos
cartaceos, velutino-pebercentes, medindo de 3-12 cm de comprimento. Apresenta flores
vermelho-coral grandes, dispostas em paniculas racemosas com raque pulverulenta,
formadas com a arvore totalmente despida de suas folhagens, que séo frequentemente
visitadas por passaros que sugam seu néctar. Seu fruto do tipo vagem € deiscente, com
5-8 cm de comprimento, contendo 1-3 sementes reniformes de cor vermelha e brilhantes
(LORENZI; MATOS, 2008).

E uma espécie nativa da Caatinga do Nordeste brasileiro e vale do S&o
Francisco, muito ornamental quando em floracdo, sendo ocasionalmente empregada no
paisagismo. Outras espécies desse género ocorrem em outras regibes do pais com
caracteristicas semelhantes e com o mesmo nome popular (LORENZI; MATQOS, 2008).

A literatura etnobotanica registra seu uso tradicional em medicina popular como
medicacdo caseira para acalmar pessoas muito excitadas, promover um sono tranquilo,
aliviar crises de palpitacdo do coracdo e uso expectorante. Estudos farmacoldgicos
comprovaram que 0 extrato de mulungu apresenta propriedades espasmolitica,
curarizaste, antimuscarinica e depressora do sistema nervoso central, propriedades estas,

compativeis com as preconizadas pelo uso popular (ESALQ, 2008).

2.2 CONCEITO DE PLASMA

A matéria é formada por dtomos e estes por sua vez se constituem de elétrons,
prétons e neutros. O grau de afinidade, ou seja, interacdo entre essas particulas definem
a formacdo dos trés estados fisicos ja conhecidos: solido, liquido e gasoso (BOULOS et

al., 1994). E neste Gltimo estado que as moléculas tém forcas intermoleculares mais
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fracas, sem que as substancias percam as suas propriedades quimicas intrinsecas a sua
estrutura molecular (OLIVEIRA et al., 2010).

Estudos iniciais com plasma foram realizados por Sir William Crookesem 1879
quando constatou que a aplicacdo de calor ao gas provocava sua separagdo em atomos
individuais separados em ions positivos e elétrons, formando assim o que se denomina
de quarto estado fisico da matéria (ESIBYAN, 1978). O nome dado como quarto
elemento da matéria da-se justamente pela sua constituicdo no universo, perfazendo
mais de 99,99% da luz visivel (BOULOS et al., 1994; ALVES Jr., 2001).

O primeiro estudo com plasma foi realizado em 1928 pelo fisico americano Irving
Langmuir em estudos de ionizacdo de gas em baixa pressdao. Com esta descoberta,
Irving Langmuir determinou a propriedade de neutralidade elétrica do gas capaz de
responder a campos magnéticos e elétricos (ROTH, 1995). A palavra plasma vem do
grego que significa alguma coisa que pode ser moldada ou formada. E considerado o
quarto estado da matéria e € definido como um gas constituido por espécies
eletricamente carregadas e neutras como elétrons, ions, atomos e moléculas
(EDENHOFER, 1974). A relacdo entre essas espécies tem sido objeto de estudos em
varias pesquisas (BARBOSA, 2011; CVELBAR et al., 2008; JAMROZ; ZYRNICKI,
2005).

O plasma é uma mistura de fétons (UV, Vis, e IV), elétrons, particulas carregadas
negativamente e positivamente, radicais, atomos e moléculas neutras (ROTH, 1995).
Também denominado de descarga elétrica, descarga gasosa ou descarga luminescente, é
um estado distinto da matéria, sendo composto por grande numero de particulas
carregadas (elétrons, ions) e neutras onde ha uma igualdade de portadores de cargas
positivas e negativas (ALVES Jr., 2001), sendo encontrado em nosso cotidiano em
formas naturais e artificialmente produzidas pelo homem (ZUCOLOTTO JUNIOR,
2006). Na natureza ocorre nos relampagos, aurora boreal, fogo e sol. As formas
artificiais sdo comumente achadas em lampadas florescentes, purificadores de agua
(BOULOS et al., 1994).

O plasma pode ser classificado em trés categorias: plasma em equilibrio
termodinamico completo (ETC), plasma em equilibrio termodinamico local (ETL) e
plasma sem equilibrio termodindmico local (Sem ETL). O primeiro trata-se de um
estado s6 encontrado nas estrelas ou em intervalos curtos de uma forte explosao, o
segundo por sua vez, é o estado onde todas as temperaturas consideradas sdo iguais, em

um pequeno volume de plasma, com excecdo da temperatura de radiagdo, esses sdo
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chamados de plasmas térmicos; o terceiro sdo os plasmas denominados frios (BASTOS,
2010).

Para produzir qualquer tipo de plasma é necessario que exista uma descarga ou
fluxo de corrente elétrica, através de um meio gasoso (MIOLA, 2000). Assim sendo,
pode ser obtido artificialmente ao se inserir um gas neutro entre dois eletrddos
aplicando-se uma diferenca de potencial entre eles promovendo a aceleracdo dos
elétrons. Neste processo ocorre a transferéncia de energia devido a colisdo dos elétrons
com particulas neutras. Essas colisdes provocam a liberacdo de mais elétrons,
novamente influenciadas pelo campo elétrico, colidindo novamente com mais particulas
promovendo a ionizacdo do gas (BARBOSA, 2011). Outra maneira de se produzir
plasma em laboratério segundo Zucolotto Junior (2006) é por meio de dois eletrodos
ligados a uma fonte de tensdo em um ambiente hermeticamente fechado e com baixa
pressdo. Quando a tensdo da fonte € aumentada os elétrons e ions séo
excitados/acelerados pelo campo magnético entre os dois eletrodos, colidindo com
outras particulas, gerando mais elétrons e ions estabelecendo assim uma corrente

elétrica entre um eletrodo e outro, produzindo uma descarga elétrica.

2.3 PLASMA NA AGRICULTURA

Recentemente, fontes de plasma a pressdo atmosférica estdo sendo muito
utilizadas no meio agricola, desenvolvidas para serem aplicadas na inativacdo de
microrganismos e aceleracdo da germinacdo de sementes (MASAFUMI et al., 2012).
Essa tecnologia pode ser uma alternativa promissora para a agricultura, pois esse
método apresenta algumas vantagens: modifica materiais de diversas naturezas, nao
produz residuos poluentes, baixo consumo de energia elétrica, ndo usa produtos
quimicos, trata materiais independente do tamanho e da forma da amostra, 0 processo é
facil de ser controlado, uso de baixa temperatura através do plasma de descarga por
barreira dielétrica (DBD) e processamento em curto tempo (MASAFUMI, 2013).
Constitui-se um método de baixo custo de manutencdo, ecologicamente correto e
inovador para melhorar a qualidade e rendimento das culturas (JIANG et al., 2014).

A melhoria na germinacdo em sementes dormentes, imposta pelo seu tegumento,
se explica devido a ocorréncia de reacdes quimicas pela interacdo do plasma com a
superficie da semente (SERA et al., 2008). Segundo 0s mesmos autores, isso faz com
que a camada que antes era hidrofobica se torne hidrofilica reduza a impermeabilidade

do tegumento, consequentemente melhorando a absor¢do de agua pela semente. No
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entanto, € fundamental a escolha do tipo de plasma, o tempo de aplicacdo, composigdo
dos gases usados em sua formagdo, bem como material genético envolvido. O plasma a
frio gerado a partir do ga&s atmosférico, por exemplo, tem mostrado resultados
promissores na germinagdo de sementes (DUBIDOV et al., 2000; LIANG et al., 2008)
pela modificacdo da superficie do tegumento (YIN et al., 2005; DHAYAL et al., 2006;
SERA et al., 2008).

Métodos comuns utilizados para a esterilizacdo de sementes e inativacdo
microbiana, envolvem a utilizagdo de altas temperaturas e produtos quimicos. Apesar de
apresentarem eficiéncia quanto a esterilizacdo e reducdo na proliferacdo de
microrganismos, estes métodos mostram algumas desvantagens. Alguns materiais
apresentam senssibilidade ao calor e podem apresentar danos irreversiveis quando
aquecidos, principalmente quando se tratar de produtos quimicos, podem comprometer
a seguranca alimentar, alem de riscos no manuseio desses produtos (MOISAN et al.,
2002).

Com o avango tecnologico surge a necessidade de uma técnica eficiente na
descontaminacdo de microrganismo, que ndo seja toxico, ndo apresente riscos no
manuseio, funcione em baixas temperaturas e possa atuar em uma ampla gama de
materiais (SURESHKUMAR et al.,, 2010). Entre os métodos de inativacdo de
microrganismos, o plasma ndo-térmico a pressao atmosférica, alcancou uma atencao
crescente. Esta tecnologia apresenta inumeras vantagens em relacdo aos métodos
convencionais, tais como, ndo toxica, baixos riscos operacionais, necessita de curto
tempo de tratamento, e baixas temperaturas, proporciona reducdo significativa de
microrganismos e trata materiais independentes do tamanho e da forma de amostra
(SONG et al., 2009; CHIANG et al., 2010; KORACHI et al., 2010).

2.4 PLASMA EM SEMENTES

Sementes dormentes apresentam dificuldades para germinarem mesmo quando
sdo expostas em condi¢des favoraveis, ocorrendo principalmente nas espécies florestais.
Uma das causas mais comum da dorméncia é a impermeabilidade do tegumento, a
entrada de agua no embrido, condicdo fundamental nas reacGes metabdlicas das
sementes para que ocorra a geminacdo (MARCOS-FILHO, 2015). Vaérios sdo 0s
métodos utilizados na literatura, que ajudam a entrada de agua em sementes dormentes
imposta pelo o tegumento. A escarificacdo, que segundo Marcos-Filho (2015) é

qualquer tratamento que resulte na ruptura ou no enfraguecimento do tegumento,
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permitindo a passagem de &gua e dando inicio ao processo germinativo, € realizada de
forma mecénica com lixas, quimica com acido sulfrico ou fisica com imersdo em agua
quente (ALBUQUERQUE et al., 2007).

O método de aplicacdo do plasma parece promissor para a superacdo de
dorméncia em sementes. Esse método é amplamente utilizado para modificar as
propriedades fisicas e quimicas de superficies de polimeros (WILD; KESMODEL,
2001; SILVA etal., 2012). Consiste basicamente na aplicacdo de uma diferenca de
potencial entre dois eletrodos imersos em gas, do qual sdo gerados ions, elétrons,
particulas neutras energéticas e radicais, além da radiacdo ultravioleta, que interagindo
com superficies organicas como as de sementes, promovem a quebra parcial das cadeias
poliméricas, incluindo novos grupos funcionais (CARVALHO et al., 2002), dessa
forma, em muitos casos, torma as superficies com maior afinidade por agua.

A radiacdo do plasma foi utilizada para melhorar a germinagdo das sementes das
espécies: Sophora flavescens e Cassia torosa. O tratamento com plasma acelera a
embebicdo da &gua nas sementes, promevendo maior percentual de germinacdo para
destas espécies (YAMAUCHI et al., 2012). O tratamento com plasma frio favorece a
molhabilidade em todo o tegumento de sementes de Phaseolus vulgaris L.
independentemente da micropila aberta ou fechada e consequentemente acelera a
germinacdo (BORMASHENKO et al., 2015). Sementes de Glycine max L., tratadas
com plasma a frio, apresentam efeito positivo na germinacdo, sem afetar o vigor das
mesmas (LING et al.,2014). Sementes de Triticum aestivum L. tratadas com plasma nao
térmico, também reduzi o tempo de germinacdo, assim como melhora os parametros de
crescimento da parte aérea e raiz das plantulas. Estes efeitos favoraveis séo atribuidos a
melhor molhabilidade das sementes ap6s tratamento com plasma (DOBRIN et al.,
2015). Também, observou-se aumento na porcentagem de emergéncia das sementes de
Leucaena leucocephala Lam. quando tratadas com plasma DBD (GUIMARAES et al.,
2015). Sementes de Mimosa caesalpiniafolia Benth tratadas durante trés minutos com
plasma DBD, aumenta a germinagao oito vezes maior que as sementes sem o tratamento
e, a medida que se aumentava o tempo de exposicdo das sementes ao tratamento,
resultava em maior molhabilidade do tegumento e, consequentemente, maior embebicéo
(SILVA et al., 2017).

A tecnologia de plasma a frio mosta também potencialmente promissora para a
inativagdo de microrganismo, incluindo células bacterianas, esporos e leveduras em

produtos agricolas (NIEMIRA, 2012). A inativacdo desses microrganismos pelo plasma
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ocorre em funcdo da ruptura da membrana celular pelos elétrons ou radiagdo UV, e/ou
pela falta de oxigénio e presenca de 0zonio (TIWARI et al., 2010).

Sementes de Triticum sp. tratadas com plasma sob pressdo atmosférica durante 3,
10 e 30 segundos, apresentam reducdo na formacgdo de col6nias fungicas dos géneros
Alternaria sp., Aspergillus sp. e Rhizopus sp. (KORDAS et al., 2015). A tecnologia do
plasma gerado a partir do gas argbnio mostra eficiente em reduzir a formacdo de
colonias de Fusarium oxysporum, Fusarium lycopersici em sementes de Solanum
lycopercicum L., utilizando o tempo de 10 minutos de radiacio (PANNGOM et al.,
2014). A radiagdo com plasma apresenta eficiéncia em inibir a formacdo de col6nias
fungicas de Neurospora crassa em todas as formas de aplicagdo utilizadas, ndo sendo
havendo crescimento fungico a partir de 60 segundos de exposicao (NA et al.,2013).

Pesquisas tém apontado que o tratamento através do plasma durante 15 minutos
reduziu a presenca de Aspergillus sp. na superficie de sementes de trigo (Triticum sp.),
cevada (Hordeum L.), aveia (Avena sp.), lentilha (Lens culinaris Medik), centeio
(Secale cereale L.), milho (Zea mays L.) e gréao-de-bico (Cicer arietinum L.)(SELCUK
et al., 2008). O tratamento com jato de plasma reduziu potencialmente a carga
microbiana presente em sementes de Brassica napus L., sem afetar a germinacdo e os
parametros de crescimento de plantulas (PULIGUNDLA et al., 2017). O tratamento
com plasma pode ser estabelecido como uma técnica eficiente para reduzir a
contaminacdo de microrganismo presentes em sementes de Allium cepa L., Raphanus
sativus L. e Lepidium sativum L. (BUTSCHER et al., 2016).
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CAPITULO 2

INATIVACAO DE FUNGOS ISOLADOS DE SEMENTES DE E. velutina Willd.
POR MEIO DA UTILIZACAO DE PLASMA ATMOSFERICO

RESUMO

No presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito do plasma na inativagdo de
fungos presentes na superficie de sementes de E. velutina Willd. em colbnias fungicas
isoladas. Para isso, foram realizados dois experimentos; o primeiro, o plasma foi
aplicado nas sementes utilizando os gases helio e atmosférico por 3, 6 e 9 minutos para
cada um. O segundo, as placas contendo o inéculo de cada fungo receberam os
tratamentos com o plasma produzido por descarga de gas atmosférico (Ar-3, Ar-6 e Ar-
9), comparados com os fungos contidos nas placas de Petri sem tratamento
(testemunha). O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o
inteiramente casualizado, sendo sete tratamentos com cinco repetices no primeiro
experimento e quatro tratamentos com cinco repeticbes no segundo experimento. A
porcentagem de incidéncia de fungos e as médias do nimero de ufc.mL! foram
submetidas a analise de variancia e para comparacdao das médias foi utilizado o teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico Assistat
versdo 7.6 beta. A aplicacdo de plasma com gas atmosfeérico proporcionou efeito
antimicrobiano para os organismos A. niger, A. flavus, Fusarium sp., Brachysporium
sp. e Rhizopus sp. em sementes de E .velutina, tratadas por nove minutos. A formacéo
de coldnias de fungos isoladas em sementes de E.velutina foi inibida pela aplicacdo de

plasma com gas atmosférico a partir de trés minutos de exposicéo.

Palavras-chave: Fitopatdgenos. Microrganismos. Mulungu
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INACTIVATION OF ISOLATED FUNGI OF SEEDS OF E .velutina Willd.
THROUGH ATMOSPHERIC PLASMA TECHNOLOGY

ABSTRACT

In the present study, the objective was to evaluate the effect of plasma on
inactivation of fungi present on surface of E. velutina Willd seeds in isolated fungal
colonies. For this, two experiments were carried out; in the first one, plasma was
applied to seeds using helium and atmospheric gases for 3, 6, and 9 minutes to each one.
In the second, inoculum plates of each fungus were treated with plasma produced by the
discharge of atmospheric gas (Ar-3, Ar-6 and Ar-9), compared to the fungi contained in
the untreated Petri dishes (control). The experimental design was a completely
randomized, with seven treatments with five replicates in the first experiment, and four
treatments with five replicates in the second experiment. The percentage of fungi
incidence and the averages of number of ufc.mL* were submitted to analysis of variance
and for comparison of means was used the Tukey test at 5% of probability, using
statistical software Assistat version 7.6 beta. Application of plasma with atmospheric
gas promoted an antimicrobial effect for organisms A. niger, A. flavus, Fusarium sp.,
Brachysporium sp. and Rhizopus sp. in E. velutina seeds, treated for nine minutes.
Formation of colonies of isolated fungi on E. velutina seeds was inhibited by

application of plasma with atmospheric gas from the three minutes of exposure.

Key words: Phytopathogens. Microorganisms. Mulungu.
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1 INTRODUCAO

E. velutina é uma espécie pertencente a familia Fabacea, ocorre na Caatinga e
apresenta grande resisténcia a seca, rusticidade e répido crescimento. Conhecida
populamente como mulungu, suind, bico-de-papagaio, canivete, corticeira e sananduva,
e pode ser utilizada para diversos fins como cerca viva, recuperacdo de areas
degradadas, paisagismo, artesanato, além do uso em produtos medicinais (VIRTUOSO
et al., 2005; LORENZI; MATOS, 2008).

Lotes de sementes contaminados por fungos poderdo ser eliminados por nao
atingirem indices satisfatérios de germinacdo, diminuindo a oferta de sementes no
mercado. Este fato se torna ainda mais preocupante quando se trata de sementes
florestais, pois a ocorréncia de sazonalidade na producdo destas espécies e,
normalmente, verificada em determinados anos. Portanto, torna-se necessario conhecer
0s agentes patogénicos e os métodos de controle (BRASIL, 2009).

Apesar da grande importancia da E. velutina, especialmente para o bioma
Caatinga, existem problemas que podem limitar a producéo de mudas em grande escala,
sendo a contaminacdo por fungos durante o armazenamento das sementes um destes. A
presenca desses microrganismos pode reduzir a capacidade germinativa das sementes
assim como proporcionar 0 aumento de plantulas anormais, com isso, resultando em
dificuldades na interpretacdo dos resultados dos testes de germinacdo (SELCUK et al.,
2008).

Entre as medidas de controle de fungos em sementes, o controle quimico é o
método mais comum, no entanto, este apresenta perigo de contaminacdo ao meio
ambiente e é toxico aos homens e animais, além do custo e problemas relacionados com
a resisténcia dos patdgenos (DHAYAL et al., 2006; TREBBI et al., 2007).

O uso de tecnologia limpa tem sido amplamente estudado na agricultura
moderna, sendo a utilizacdo do plasma um dos meios para este fim. O plasma é uma
mistura de fétons (UV, Vis, e 1V), elétrons, particulas carregadas negativamente e
positivamente, radicais, atomos e moléculas neutras (ROTH, 1995), também
denominado de descarga elétrica, descarga gasosa ou descarga luminescente. O uso
deste agente pode substituir o tratamento quimico usado em sementes armazenadas.
Esta tecnologia é vantajosa por ser aplicada em baixa temperatura, gerado em descarga

por barreira dielétrica (DBD) e processamento em curto tempo (MASAFUMI, 2013), a
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baixo e ainda é ecologicamente correto, tornando-se um meio inovador para melhorar a
qualidade e rendimento das culturas (JIANG et al., 2014).

O plasma consiste basicamente na aplicacdo de uma diferenca de potencial entre
dois eletrodos imersos em gas, dos quais sdo gerados elementos quimicos, como ions,
elétrons, particulas neutras, energéticas e radicais, além da radiacdo ultravioleta. Esses
elementos atuam como inativadores de microrganismo atraves de agente anti-oxidante
causando dano e morte celular (LAROUSSI; LEIPOLD, 2004; FRIDMAN et al., 2008;
ZHANG et al., 2012; VON et al., 2013).

Tem sido realizadas algumas pesquisas com a aplicagdo do plasma, como a de
Young et al. (2014) com sementes de Oryza sp.; Kordas et al. (2015) com sementes de
Triticum sp.; Dasan et al. (2016) com sementes de Corylus avellana. Butscher et al.
(2016) com sementes de Allium cepa, Raphanus sativus e Lepidium sativum e
Puligundla et al. (2017) com sementes de Brassica napus.

No presente estudo, objetivou-se avaliar o efeito do jato de plasma visando a
inativagdo de fungos na superficie de sementes de E. velutina e em colonias fungicas

isoladas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Microbiologia e
Fitopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA)e no de Plasma Aplicado do Centro
de Ciéncias Exatas e Naturais (CCEN), ambos pertencentes a Universidade Federal
Rural do Semi-Arido (UFERSA).

As sementes de E. velutina foram procedentes de &rvores existentes no
assentamento Padre Alfredo, Cratels, CE (05° 10" 42" S, 40° 40' 39" W e 274m de
altitude), que durante o beneficiamento manual, excluiu-se asdanificadas por insetos,
chochas e partidas. Em seguida foram homogeneizadas através do homogeneizador tipo
Gamet e armazenadas em camara fria (10 °C e 50% de UR).

Para os jatos de plasma atmosférico por descarga de barreira dielétrica (DBD),
utilizou-se pulsos de voltagem de 9 kV, repetidos em frequéncia de 640 Hz (Figura 1).
Os experimentos foram divididos em duas etapas: Experimento | — plasma diretamente
sobre a superficie das sementes; Experimento Il — plasma aplicado direto nas col6nias

de fungos, isoladas das sementes.

Pulsed source Optica emission

' spectrometer He or Air
;qu Phenolite

=~
| . optical fiber HV

¢ ”\ —

Oscilloscope

Figura 1 — Aparato experimental para tratamento das sementes por jato de plasma
atmosférico de descarga por barreira dielétrica (DBD).UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Experimento |

O tratamento consistiu na aplicacdo de plasma sobre as sementes de E. velutina
durante os periodos pré-estabelecidos.
Para cada experimento, utilizou-se 50 sementes distribuidas em cinco repetigcdes

de 10 sementes. Inicialmente, as sementes foram colocadas em placas de Petri de 20 cm
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de didmetro, contendo meio de cultura BDA (batata-dextrose-agar) autoclavado a 120
°C por 30 mininutos Além da testemunha (sementes ndo tratadas), utilizou-se seis

condicdes diferentes de tratamento (Tabela 1).

Tabela 1 — Condigdes experimentais dos tratamentos com plasma. UFERSA,
Mossoré/RN, 2017.

Tratamento Plasma (Gés) Tempo (minuto)
Testemunha - -
He-3 Hélio 3
He-6 Hélio 6
He-9 Hélio 9
Ar-3 Ar atmosférico 3
Ar-6 Ar atmosférico 6
Ar-9 Ar atmosférico 9

Apos a aplicacdo de plasma, as placas de Petri com as sementes foram mantidas
em estufa do tipo Demanda Bioldgica de Oxigénio (B.O.D.) por sete dias, a temperatura
de 26 + 2°C no escuro, para propiciar o desenvolvimento dos fungos nao eliminados
pelos tratamentos. Para a avaliacdo da incidéncia e identificacdo dos fungos, utilizou-se
microscopios estereoscopico e optico e chave de identificacdo (BARNETT; HUNTER,
1998).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com sete
tratamentos e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de
Petri. As médias das porcentagens de incidéncia dos fungos foram submetidas ao teste
de variancia e comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico Assist, versao 7,6 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009).

Experimento 11

Para a obtencdo dos isolados flungicos, as sementes de E. velutina foram
colocadas sobre meio de cultura BDA em placas de Petri, e mantidas em estufa tipo
B.O.D. por sete dias a temperatura de 26 + 2 °C no escuro, para favorecer o

desenvolvimento dos fungos. Os isolados fungicos foram purificados e preservados pelo

30



método de Castellani (CASTELLANI, 1939 apud FIGUEIREDO,1967) e mantidos sob
refrigeragdo a 5 + 2 °C.

Para obtencdo do in6culo, discos de 7 mm de meio de cultura BDA, contendo
crescimento micelial de cada isolado fungico, foram transferidos dos tubos de
Castellani, para o centro de placas de Petri contendo meio de cultura BDA e mantidos
em estufa tipo B.O.D. por sete dias a temperatura de 26 + 2 °C no escuro, para favorecer
o0 desenvolvimento dos isolados flngicos.

Apo6s o total desenvolvimento das colbnias fangicas que foram transferidas dos
tubos de Castellani, preparou-se uma suspensao de indculo, adicionando-se 10 mL de
agua destilada esterilizada, contendo 0,1 mL de Tween 20, em cada placa de Petri,
procedendo-se de uma raspagem superficial com auxilio de uma alca de Drigalski
flambada. A suspensdo obtida foi filtrada em dupla camada de gaze esterilizada para
obtencdo somente de conidios (Deuteromicotina) e odsporos (zigomicotina), sendo
submetida a diluicdo seriada e plaqueada para facilitar a contagem (de 30 a 300 ufc.mL"
1. Em seguida, 0,1 mL desta diluicdofoi distribuida uniformemente, com auxilio de
uma al¢a de Drigalski flambada, sobre a superficie de placas de Petri contendo meio de
cultura BDA.

As placas contendo o indculo de cada fungo, obtidos de sementes de E. velutina
receberam os tratamentos com o plasma gerado a partir de gas atmosférico durante 3, 6
e 9 minutos, comparados com os fungos contidos nas placas de Petri sem tratamento
(testemunha).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro
tratamentos (Testemunha, Ar-3, Ar-6 e Ar-9) e cinco repeticdes, sendo cada repeticdo
representada por uma placa de Petri. Os parametros do plasma foram os mesmos
utilizados no tratamento das sementes, ou seja, picos de tensdo 9 kV, repetidos na
frequéncia de 640 Hz. Foi feito caracterizacdo quimica do plasma, realizada através da
técnica de Espectroscopia de Emissdo Optica (OES).

Apos a aplicacdo dos tratamentos, as placas foram mantidas em estufa tipo B.O.D.
e observadas diariamente até o aparecimento das colénias por 3 a 7 dias, dependendo do
isolado fungico, a temperatura de 26 £ 2 °C no escuro. As coldnias fungicas foram
contadas e calculadas em unidades formadora de colonias por mL (ufc.mL?) na
suspensao inicial.

As médias do niimero de ufc.mLforam submetidas a anélise de variancia e para

comparacdo destas foi empregado o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
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utilizando-se o programa estatistico Assistat versdo 7.6 beta (SILVA; AZEVEDO,
2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento |

O tratamento de sementes com plasma de ar atmosférico por nove minutos
proporcionou menor porcentagem de crescimento fungico, diferindo estatisticamente

dos demais tratamentos e da testemunha (Tabela 2).

Tabela 2-Presenca de fungos em sementes de Erythrina velutina Willd. apos
tratamento com plasma de descarga por barreira dielétrica, aplicados por 3, 6 € 9 min.
com os gases helio (He-3, He-6 e He-9) e atmosférico (Air-3, Air-6 e Air-9). UFERSA,
Mossor6/RN, 2017.

Tratamentos (%) de sementes com fungos
Testemunha 98,00 a

He-3 98,00 a

He-6 94,00 a

He-9 94,00 a

Ar-3 98,00 a

Ar-6 96,00 a

Ar-9 80,00 b

C.V. 6,71

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade.

A inativacdo desses microrganismos pelo plasma ocorre possivelmente em fungéo
da ruptura da membrana celular pelos elétrons ou radiacdo UV, e/ou por asfixia pela
presenca de ozonio (TIWARI et al., 2010) que pode causar danos as células e morte
celular (LAROUSSI; LEIPOLD, 2004; FRIDMAN et al., 2008; ZHANG et al., 2012;
VON et al., 2013).

Os resultados obtidos sugerem que 0 0z6nio teve maior participacdo na inativacao
dos fungos, uma vez que esta foi a principal diferenca entre os tipos de atmosfera.
Embora ndo havendo diferenca estatistica, verifica-se que houve tendéncia de reducao
do crescimento fungico em funcdo do tempo de tratamento (Figura 2). Em outro estudo
0 jato de plasma a pressdo atmosférica mostrou-se eficiente em reduzir o crescimento de
trés espécies de microrganismos (Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosae

Candida albicans), sendo os tratamentos constituidos com maiores tempos de exposi¢ao
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(150 e 180 segundos), foram responsaveis por maiores efeitos; sendo 0 0zénio também
surgerido como principal agente de inativagédo (NISHIME et al., 2017).

O plasma gerado apartir do gas atmosférico libera maiores quantidades de ozbnio
e este é eficiente no controle de insetos e fungos de grdos armazenados (MENDEZ et
al., 2003; PEREIRA et al., 2008). A utilizacdo do gas 0z6nio durante 60 minutos,
também reduziu a populacdo de Alternaria sp., Fusarium sp., Aspergillus sp. e
Penicillium sp. em sementes de girassol (Helianthus annuus L.) (RODRIGUES et al.,
2015). O efeito direto da radiacdo do plasma sobre os fungos nas sementes de E.

velutina pode ser visualizado na Figura 2.

Testemunha

Figura 2- Crescimento de micélio fungico em sementes de Erythrina velutina Willd.
apos tratamento de plasma de descarga por barreira dielétrica. A, B e C = aplicacao de
gas hélio por 3, 6 e 9 min., respectivamente; D, E e F = aplicacdo de gas atmosférico
por 3, 6 e 9 minutos respectivamente. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Os fitopatdgenos normalmente associados as sementes podem estar aderidos a
superficie ou nas camadas mais superficiais do endosperma ou no embrido (BRASIL,
2009). Desta forma, tratamentos que atinjam somente a superficie podem nao ter boa
efetividade na eliminacdo de patdgenos, como ocorre com o tratamento com o plasma

DBD, que atua até a profundidade de alguns nanémetros (KEEN et al., 2006).

Experimento |1
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Os fungos encontrados nas sementes foram A. niger, A. flavus, Fusarium sp.,
Brachysporium sp. e Rhizopus sp., que se desenvolveram apds os tratamentos estdo

dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Incidéncia de fungosem sementes de Erythrina velutina Willd. tratadas com
plasma de descarga por barreira dielétrica, a partir dos gases hélio (He) e atmosférico
(Ar) aplicados por 3, 6 e 9 minutos. UFERSA, Mossoré/RN, 2017.

Fungos (%)

Tratamento

A.niger A, flavus Fusarium sp. Brachysporium sp. Rhizopus sp.
Testemunha 68 18 6 2 6
He-3 60 14 2 2 10
He-6 50 4 2 20 8
He-9 50 26 2 6 -
Ar-3 66 4 4 10 10
Ar-6 20 8 8 44 12
Ar-9 42 10 8 - -

Em sementes tratadas com plasma, gerado a partir do gas atmosferico, durante
6 minutos (Ar-6) ocorreu menor presenca do Aspergillus niger e crescimento principal
do Brachysporium sp., que também teve maior infestacdo nas sementes tratadas com
plasma, gerado a partir do gas hélio, durante 6 minutos (He-6). A eficiencia do plasma
como inativador de microrganismos, também depende de fatores biologico, como
espécie, grau de infestacdo e fase de desenvolvimento do microrganismo (MISRA et al.,
2011).

Pesquisa com tratamento com plasma durante 15 minutos, reduziu a presenca
de Aspergillus sp. (ufc.g?) na superficie de sementes de trigo (Triticum sp.), cevada
(Hordeum sp.), aveia (Avena sp.), lentilha (Lens culinaris), centeio (Secale cereale),
milho (Zea mays) e grdo-de-bico (Cicer arietinum)(SELCUK et al., 2008). Também,
verificou-se reducdo do nimero de propagulos de fungos dos géneros Aspergillus,
Alternaria, Fusarium e Rhizopus em sementes de trigo tratadas com plasma durante 10
segundos, cuja reducdo foi mais acentuada para fungos dos géneros Fusarium e
Rhizopus (KORDAS et al., 2015).

Nota-se que a utilizacdo de plasma tem sido uma alternativa promissora na
descontaminacdo de diversos tipos de microrganismos. E, para ampliar ainda mais a sua
aplicacdo, sdo utilizados diferentes tipos e combinagbes de gases, no entanto, o
atmosférico (Ar) pode ser uma opcdo pratica e econdmica, ja que tem demostrado
eficiéncia para essa finalidade (NISHIME et al., 2017).
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Com a aplicacdo do plasma sobre os conidios e odsporos dos fungos houve
reducdo nas unidades formadoras de colonias (ufc) para todos os fungos avaliados
(Figura 3).
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Figura 3- Unidade formadora de colonias por mL (ufc.mL™) de fungos isolados de

sementes de Erythrina velutina Willd., apds o tratamento com plasma de descarga por
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barreira dielétrica, a partir de gas atmosférico aplicado por 3, 6 e 9 minutos (Ar-3), (Ar-

6) e (Ar-9), respectivamente. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Os tratamentos durante 6 e 9 minutos. com gas atmosférico (Ar-6 e Ar-9)
proporcionaram maior reducdo das ufc do A.niger, diferindo estatisticamente da
testemunha e do tratamento durante 3 minutos com gas atmosférico (Ar-3), (Figura 3A).
Os fungos A. flavus e Brachysporium sp. tiveram redugdo das ufc com o aumento do
tempo de exposicdo ao plasma, diferenciando estatisticamente a partir do tratamento Ar-
3 (Figura 3 B e D). Os fungos Fusarium sp. e Rhizopus sp. foram eliminados
completamente por meio do tratamento Ar-9 (Figura 3 C e E).

A inibicdo do numero de micelios fungico apos os tratamentos com plasma

podem ser visualizados na Figura 4.
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Brachysporiumsp. Fusariumsp.  A. flavus. A. niger.

Rhizopus sp

Figura 4 - Numero de micélios fungico, isolado em sementes de Erythrina velutina
Willd., ap6s tratamento com plasma com gas atmosférico. A =Testemunha; B = 3 min.;
C =6 min.; D =9 min. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Em outros estudos foram demostrados que esporos de Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus foram eliminados a partir de 2 minutos com aplicacdo de plasma
em sementes de aveld (Corylus avellana) (DASAN et al., 2016). A tecnologia do
plasma atmosférico, também, mostrou-se eficiente em reduzir a formagéo de esporos de
Fusarium oxysporum a partir de Iminuto de tratamento (YOUNG et al., 2014). Selcuk
et al. (2008) verificaram que houve diminuicdo significativa na infestacdo de
Aspergillus sp. em superficie de gréos de trigo, cevada, aveia, lentilha, centeio, milho e

grdo-de-bico utilizando o plasma gerado a partir do gas atmosférico.
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O plasma é um gés parcialmente ionizado, contendo moléculas, elétrons, ions,
atomos e radicais livres, que podem atuar como inativadores em uma ampla gama de
microrganismos, incluindo os esporos e conidios (LEE et al., 2006). Vérios tipos de
fons, radicais, elétrons, raios ultravioleta presentes no plasma, contribuem para 0s
efeitos antimicrobianos (SHINTANI et al., 2010).

A Figura 5 expBe o espectro de emissdo Optica do plasma utilizado. Nesta,
verifica-se 0s picos de emissdo das espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, em
especial as hidroxilas, ozonio, radicais de oxigénio e nitrogénio. De acordo com a
literatura, espécies como oz6nio, radicais OH, elétrons, além da radiacdo UV, sdo os
principais inativadores dos fungos. (SCHOLTZ et al., 2015).
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Figura 5 - Espectroscopia de Emissdo Optica de plasma produzido a partir do gas
atmosférico. UFERSA, Mossord/RN, 2017.

A eficiéncia do plasma nao térmico no controle de microrganisno também foi
verificado por Fletcher et al. (2007), com bactérias; Korachi et al.(2009), com
Aspergillus niger; Kim et al. (2015) com Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Salmonella typhimuriu.

Selcuk et al. (2008) com Aspergillus e Penicillum; Na et al. (2013), com
Neurospora crassa, Fusarium graminearum e Fusarium oxysporum; Jo et al. (2014)
verificaram a reducdo na formacéo de colbnias de Gibberella fujikuroi; Panngom et al.
(2014) constatam a inativacdo de Fusariumo xysporum. e Ji et al. (2015) constaram o

Mesmo para 0s microrganismos presentes em agua.
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4 CONCLUSAO

A aplicacdo de plasma com gas atmosférico proporciona efeito antimicrobiano
para os fungos A. niger,A. flavus, Fusarium sp., Brachysporium sp. e Rhizopus sp.em
sementes de E .velutina, tratadas por nove minutos;

A formacdo de coldnias de fungos isolado de sementes de E.velutina é inibida

pela aplicacdo de plasma com gas atmosférico a partir de trés minutos de exposicéo.
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CAPITULO 3

UTILIZAC;AO DO PLASMA DE DESCARGA POR BARREIRA
DIELETRICA (DBD) NA SUPERAQAO DA DORMENCIA EM SEMENTES DE
E.velutina WILLD.

RESUMO

E. velutina é uma espécie de grande importancia para o bioma Caatinga, no
entanto apresenta germinacdo lenta e desuniforme devido a dorméncia tegumentar.
Neste trabalho, objetivou-se avaliar métodos de superacdo de dorméncia utilizando o
plasma atmosférico. Para isso, instalou-se experimentos em delineamento inteiramente
casualizado com 4 repeticds de 25 sementes e 0s tratamentos para superacdo de
dorméncia foram: controle (semente intacta), desponte na regido oposta a micropila e
aplicacdo de plasma (gas atmosférico) por 3, 6 e 9 minutos. A aplicacdo de plasma foi
por meio de placa, utilizando pulsos de voltagem de 9 kV, repetidos em frequéncia de
640 Hz, gerado a partir do gas atmosferico, em trés tempos de radiacdo, sobre a
superficie das sementes. A contagem do numero de plantulas emergidas aconteceu de
forma diaria, durante 15 dias ap0s a instalagdo. Como critério, considerou-se emergida
as plantulas que apresentavam os cotilédones acima do substrato. Durante o teste de
emergéncia, também foram executadas as seguintes avaliac@es: a) indice de velocidade
de germinacdo; b) comprimento da parte aérea; c) massa seca da parte aérea; d) nimero
de folhas e didmetro do colo. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade, utilizando o programa
estatistico Assist. O plasma, produzido com gas atmosférico, ndo é eficiénte em
aumentar a taxa de germinacdo de sementes de E. velutina em nenhum tempo de

exposicdo apresentado na pesquisa.

Palavras-chave: Fabaceae. Tratamento de sementes. Plasma a frio.
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USE OF PLASMA OF DISCHARGE BY DIELETRIC BARRIER (DBD) ON
THE EXTRACTION OF DORMITY IN SEEDS OF E.velutina WILLD.

ABSTRACT

E. velutina is a species of great importance for the Caatinga biome, however it
presents slow and uneven germination due to integumentary dormancy. In this work, the
objective was to evaluate methods of overcoming dormancy using atmospheric plasma.
For this, experiments were carried out in a completely randomized design with 4
replications of 25 seeds and treatments to overcome dormancy were: control (intact
seed), shoot in the region opposite to micropyle and application of plasma (atmospheric
gas) for 3, 6 and 9 minutes. The application of plasma was by means of a plate, using 9
kV voltage pulses, repeated at a frequency of 640 Hz, generated from the atmospheric
gas, in three times of radiation, on the surface of the seeds. The number of emerged
seedlings was counted every day for 15 days after installation. As a criterion, the
seedlings presenting the cotyledons above the substrate were considered to be emerged.
During the emergency test, the following evaluations were also performed: a)
germination rate index; b) length of shoot; ¢) dry mass of the aerial part; d) number of
leaves and diameter of the cervix. The data were submitted to analysis of variance and
the means were compared by the Tukey test at 1% of probability, using the Assist
statistical program. Plasma, produced with atmospheric gas, is not efficient in
increasing the seed germination rate of E. velutina at any exposure time presented in the

research.

Keywords: Fabaceae. Seed treatment. Plasma cold.
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1 INTRODUCAO

E. velutina, espécie da familia Fabaceae, conhecida popularmente como
mulungu, é uma &rvore arborea da regido semiarida do Nordeste brasileiro, resistente a
seca, rastica e de rapido crescimento (LORENZI; MATOS, 2008). E uma espécie com
alto potencial para o mercado madeireiro, cosmético e medicinal, agregando valor
economico e ambiental (LORENZI; MATOS, 2008; AZEVEDO et al., 2013).

Limitagdes no processo de formagdo de mudas de E. velutina ainda s&o
constatadas, devido a ocorréncia de dorméncia tegumentar em suas sementes (SANTOS
et al., 2013). Este fato tem dificultado a germinacdo, que ocorre de forma lenta e
desuniforme. A dorméncia tegumentar € comum em sementes de varias leguminosas e
constitui um dos fatores de importancia fundamental para a permanéncia destas espéecies
em campo, mesmo em condi¢des de adversidade climéatica. Assim, algumas dessas
sementes mantidas no solo podem, em determinadas situacdes, embeberem &agua e
germinarem em intervalos sucessivos, quando as condi¢cGes ambientais passarem a ser
favoraveis (MARCOS-FILHO, 2015).

A impermeabilidade do tegumento pode ser superada por meio da escarificacdo,
que segundo Marcos-Filho (2015) é qualquer tratamento que resulte na ruptura ou no
enfraquecimento do tegumento, permitindo a passagem de &gua e dando inicio ao
processo germinativo. Para superar essa inviabilidade das sementes, varios sdo 0s
métodos utilizados, entre os quais se destacam a escarificacdo mecanica (SANTOS et
al., 2013), quimica com acido sulfurico (SILVA et al., 2007) e a imersdo em agua
quente (ALBUQUERQUE et al., 2007), sendo os dois primeiros também indicados
pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Embora sejam eficientes em
aumentar a taxa de germinacgdo, esses métodos apresentam algumas desvantagens, tais
como: inviabilizam a producdo de mudas em grande escala, riscos no manuseio de
acidos e ainda pode afetar a qualidade das sementes com agua quente (PEREIRA,
2011).

Recentemente a utilizacdo do plasma frio a pressdo atmosférica vem sendo
utilizado como meio de superar a dorméncia em sementes, principalmente para as que
possuem o tegumento resistente a absorcdo de dgua durante o processo de germinagao.
Neste sentido, tem-se empregado o plasma gerado em descarga por barreira dielétrica
(DBD), em temperatura ambiente, cujo método é considerado ecologicamente seguro,

barato e eficaz (JIANG et al., 2014). Essa alternativa mostrou-se eficiente para sementes
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de Triticum sp. (DOBRIN et al., 2015), Glycine sp.(LING et al.,2014), Phaseolus
vulgaris (BORMASHEENKO et al.,, 2015), Sophora flavescens e Cassia torosa
(YAMAUCHI et al., 2012), Leucaena leucocephala (GUIMARAES et al., 2015),
Spinacia oleracea (JI et al., 2016) e Brassica napus (PULIGUNDLA et al., 2017).

Os bons efeitos da utilizacdo do plasma na superacdo de dorméncia em sementes
é, provavelmente, devido a ocorréncia de rea¢fes quimicas pela interacdo do gas com a
superficie da semente. Isto faz com que a camada que antes era hidrofobica se torne
hidrofilica, reduzindo a impermeabilidade do tegumento e consequentemente
melhorando a absorcdo de agua pela semente (SERA et al., 2009), com isto, tem
proporcionado o aceleramento do metabolismo durante a germinagdo (FILATOVA et
al., 2015).

Neste trabalho, verificou-se o efeito da utilizacdo do plasma atmosférico como

meio de superara dorméncia em sementes de E. velutina.
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Plasma Aplicado do Centro
de Ciéncias Exatas e Naturais (CCEN) e Laboratério de Analise de Sementes do Centro
de Ciéncias Agréaria (CCA), ambos pertencentes a Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA).

As sementes de E. velutina foram adquiridas no assentamento Padre Alfredo,
Cratels-CE (05°10'42"S, 40° 40" 39"W e 274 m de altitude) no ano de 2012. Apds
recebidas, efetuou-se o beneficiamento manual, excluindo as danificadas por insetos,
chochas e partidas. Em seguida, foram homogeneizadas por meio do homogeneizador
tipo Gamete armazenadas em camara fria (10 °C e 50% de UR) até o inicio do
experimento.

As sementes foram imersas em plasma durante 3, 6 e 9 minutos, para efeito de
comparagdo, utilizou-se sementes sem tratamento (controle) e sementes com desponte
na regido oposta a micropila. O plasma foi gerado por Descarga por Barreira Dielétrica
(DBD), utilizando pulsos de voltagem de 9 kV, repetidos em frequéncia de 640 Hz,
gerado apartir do gas atmosférico em trés tempos de radiacdo, sobre a superficie das
sementes.

A semeadura foi realizada em bandejas de polietileno (26 x 18 x 5,5 cm),
utilizando como substrato areia lavada e esterilizada (160 °C por 2 horas) que foi
inicialmente umedecida com agua destilada na proporcdo de 60% da capacidade de
retencdo (BRASIL, 2009). As sementes foram semeadas a 2 cm de profundidade com o
hilo voltado para baixo (CARDOSO et al., 2008). Para cada tratamento, utilizaram-
sequatro repeticbes de 25 sementes. As irrigacbes foram realizadas diariamente,
aplicando-se de maneira uniforme, um volume de &gua suficiente para manter
capacidade de campo do substrato em aproximadamente 60%. A contagem do nimero
de plantulas emergidas aconteceu de forma diariadurante 15 dias ap6s a instalacdo.
Como critério, considerou-se emergida as plantulas que apresentavam os cotilédones
acima do substrato (BRASIL, 2009).

Durante o teste de germinacdo, também foram executadas as seguintes
avaliacGes: a) indice de velocidade de germinacdo (IVG) - calculado conforme férmula
proposta por Maguire (1962). Estes valores foram obtidos mediante contagem diaria de
plantulas normais até o décimo quinto dia apds a semeadura; b) comprimento da parte

aérea (CPA) - plantulas normais foram mensuradas a partir da regido do colo ao
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meristema apical, com o auxilio de uma régua graduada em milimetros e os resultados
expressos em cm/plantula; c) massa seca da parte aérea (MSPA) - a parte aérea das
plantulas foram acondicionadas em saco de papel e colocadas em estufa de circulagdo
de ar, regulada a 65 °C por 48 h. Decorrido este periodo, as plantulas foram pesadas em
balanca analitica (0,0001 g) e os resultados expressos em g/plantula; d) nimero de
folhas (NF) - na contagem, considerando-se cada folha composta (trés foliolos) como
uma unidade; e) didmetro do colo (DC) - medido com um paquimetro digital e os
resultados expressos em mm/plantula.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticbes de 25 sementes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade, utilizando o programa
estatistico Assist, versdo 7.6 beta (SILVA; AZEVEDO, 2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, houve diferenga significativa apenas entre as
médias de porcentagem de germinacdo (PG) e indice de velocidade de germinacédo
(IVG), (Tabela 1).

Tabela 1 -Resumo da andlise de variancia para as caracteristicas porcentagem de
germinacdo (PG), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte
aérea (CPA), massa seca da parte aérea (MSPA), nimero de folhas (NF) e diametro do
colo (DC), de plantulas de Erythrina velutina Willd. ap6s tratamento com plasma
atmosférico. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

FV GL Quadrados médios

PG VG MSPA NF DC CPA

Tratamentos 4 2530,0** 3,4** 0,00161" 1,5 0,7™ 39,4"

Residuo 15 160,0 0,09 0,00130 0,7 0,9 37,8

CV (%) - 38,33 27,69 27,15 34,55 24,34 32,7

** Significativo a 1% de probabilidade, ™ ndo significativo

O tratamento com desponte ao lado oposto a micrdpila, proporcionou maior
porcentagem de germinacdo, assim como maior indice de velocidade de germinacéo das
sementes E. velutina (Figura 1A e B). Pesquisas apontam ser esse método o mais
eficiente para superar a dorméncia tegumentar de E. velutina indepedente da
escarificacdo ser oposta ou junto a micropila (SILVA et al., 2007; SILVA, 2008;
SANTOS et al., 2013).

Tratamento pré-germinativo, utilizando desponte em sementes, tem sido bastante
utilizado em espécies florestais. Este método permitiu bom desempenho germinativo e
desenvolvimento de plantulas normais, mostrando-se mais adequado para avaliacdo da
qualidade fisiolégica em sementes de Tachigali vulgaris (ABREU et al., 2017). O
desponte das sementes de Bauhinia divaricata foi o tratamento mais eficiente para
superacdo da dorméncia, proporcionando os melhores resultados de emergéncia e de
vigor (ALVES et al., 2004). A escarificacdo mecénica foi eficiente em superar a

dorméncia em sementes de Caesalpinia pyramidalis (ALVES et al.,, 2007). A
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dorméncia tegumentar em sementes de Parkia discolor, tambem foi superada de forma
satisfatdria por meio da escarificacdo manual (PEREIRA; FERREIRA, 2010).
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Figura 1- Porcentagem de germinacdo (A), indice de velocidade de germinacdo (B),

comprimento da parte aérea (C), didmetro do colo (D), nimero de folhas (E), massa

seca da parte aérea (F) de plantulas Erythrina velutina Willd. apds as sementes serem

submetidas ao tratamento com plasma atmosférico, durante trés, seis e nove minutos.
UFERSA, Mossord/RN, 2017.

A resposta das sementes de E. velutina aos tratamentos com plasma com gas

atmosférico foi bastante divergente dos encontrados na literatura. Nesta pesquisa,

nenhum dos tempos de radiacdo foi eficiente para proporcionar aumento na germinacgao

53



das sementes de E. velutina, quando comparado com as sementes escarificadas e sem
tratamento.

Em outro tipo de ionizacdo, testado por Alves Jr. et al. (2016), também com E.
velutina, verificou-se que as sementes submetidas a jato de plasma (tensdo de 10 kV,
freqiiéncia de 750 Hz e poténcia de150 W), produzido por descarga de gas hélio em um
fluxo de 0,03 L/s, propocionou pequeno aumento na germinagdo, quando comparado
com as sem tratamento.

Pesquisas com outras espécies,empregando-se o plasma, apresetaram acréscimo
na taxa de germinacdo de sementes. Silva et al. (2017) verificaram aumento na
porcentagem de germinagdo em sementes de Mimosa caesalpiniafolia, utilizando o
plasma atmosférico durante trés minutos. Yamauchi et al. (2012), trabalhando com as
espécies medicinais Sophora flavescens e Cassia torosa, constataram que o tratamento
com plasma proporcionou aumento significativo na porcentagem de germinacdo das
sementes. Mitra et al. (2014) obteve aumento na taxa germinativa de sementes de Cicer
arietinum apds trés minutos com plasma atmosférico. Ji et al. (2016) observou
acréscimo no percentual de germinacdo em sementes de Spinacia oleracea tratadas com
plasma. Puligundla et al. (2017) verificaram efeito favoravel na germinacdo em
sementes de Brassica napus e um aumento no crescimento inicial das plantulas, apos
tratamento de trés minutos com plasma. Sadhu et al. (2017) observaram melhoria na
germinacdo das sementes de Vigna radiate, utilizando plasma frio, como tratamento
pré-germinativo.

As variagdes de comportamento constatadas entre a presente pesquisa e outros
relatos literarios podem ser decorrentes de que a eficiéncia do plasma como tratamento
pré-germinativo dependera da escolha do tipo de gas, do tempo de aplicacdo, da
composicdo dos gases usados em sua formacdo, bem como do material genético
envolvido (DUBIDOV et al., 2000; YIN et al., 2005; DHAYAL et al., 2006; LIANG et
al., 2008; SERA et al., 2009).

A exposicdo das sementes ao plasma em até 9 minutos, mesmo ndo tendo
apresentado melhorias na taxa germinativa, ndo provocou alteracdes significativas no
comprimento da parte aérea (Figura 1C), diametro do colo (Figura 1D), numero de
folhas (Figura 1E) e massa seca da parte aérea (Figura 1F) das plantulas de E. velutina,
guando comparado ao controle e ao desponte.Tais resultados poderdo contribuir como
mais um achado aos estudos vindouros, uma vez que, fontes de plasma em temperatura

ambiente, estdo sendo desenvolvidas para serem utilizadas na agricultura, com o

54



objetivo de aumentar a germinacdo em sementes sem ocasionar danos ao crescimento de
plantulas (MITRA et al., 2014).

Registros referentes a presente pesquisa séo citados na literatura. Kordas et al.
(2015), trabalhando com sementes de Triticum sp., observaram que o tratamento com
plasma ndo afetou o crescimento e massa seca das plantulas; Young et al. (2014)
mantiveram o vigor das sementes de Oryza sp. ap0s serem expostas ao plasma
atmosférico; Jiang et al. (2014) obtiveram aumento na germinacdo de sementes,
crescimento das raizes e parte aérea, aumento do peso fresco e maior diametro do colo
das plantulasde Triticum sp., apds serem expostas ao plasma, e Matra (2016) utilizando
0 plasma em temperatura ambiente em sementes de Raphanus sativus, constatou melhor

desenvolvimento no crescimento da parte aérea e raizes das plantas.
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4 CONCLUSAO

A utilizacdo de plasma com géas atmosférico ndo é eficiente na superacdo de

dorméncia em sementes de E. velutina.
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