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RESUMO

O amendoim pode ser contaminado por Aspergillus secgdo Flavi no solo, antes da colheita, como ap6s a colheita, na secagem
e no armazenamento. O crescimento desses fungos pode reduzir a germinagdo e causar morte do embrido. Objetivou-se, neste
trabalho, avaliar a contaminagdo das sementes de amendoim inoculadas por A. sec¢do Flavi, sob influéncia de diferentes genétipos
produzidos em areas de cultivo com e sem calagem e de distintos i solados utilizados. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquemafatorial: 3 (gendtipos: IAC 22, BR 1 e Caigpd) x 4 (tratamentos: sem inoculago e trés isolados
deA. seccdo Flavi) x 2 (éreas de cultivo: com e sem calagem), com quatro repeticdes. A. sec¢do Flavi ndo reduziu a porcentagem de
plantulas normais sadias provenientes de sementes inocul adas dos diferentes gendtipos de amendoim. As sementes de amendoim do
gendtipo |AC 22, produzidas em &rea com calagem promoveram a obtencdo de menor porcentagem de pléntulas anormais deterioradas.

Termos paraindexacdo: Arachis hypogaea L., calagem, sanidade, viabilidade.

ABSTRACT

Peanut can be contaminated by Aspergillus section Flavi in the soil before harvest and during drying and storage. The growth
of this fungus can reduce germination and cause the death of the embryo. The objective of this work was to eval uate the contamination
in peanut seeds inoculated with A. section Flavi influence by genotype, cultivated area and isolate. The experimental design wasa 3
(genotypes: IAC 22, BR 1 and Caiapd) x 4 (treatments: without inoculation and three isolates of A. section Flavi) x 2 (cultivated areas:
with or without liming) factorial, with four replicates, in acompletely randomized experimental design. A. section Flavi did not reduce
the percentage of healthy normal seedlings originated from the inoculated seeds of the different peanut types. Peanut seeds of
genotype |AC 22 that were produced in an areawith liming generated a smaller amount of abnormal seedlings.

Index terms:; Arachis hypogaea L ., sanitary quality, liming, viability.

(Recebido em 13 dejunho de 2008 e aprovado em 24 de junho de 2009)

INTRODUCAO

A ocorréncia de podriddes de sementes e
tombamentos de pléantulas é frequente na cultura do
amendoim (Arachis hypogaea L). Nessas sementes, mais
de 100 espécies de fungos tém sido identificadas, sendo
muito delas responsaveis por perdas elevadas na cultura

Atualmente, vém sendo sel ecionados gendtipos de
amendoim, visando evitar ou inibir a contaminagéo das
sementes por esses fungos (Liang et a., 2005), tendo em
vista que a semente é um dos componentes que vem
impulsionando 0 aumento do custo de producéo dessa
espécie (Martins, 2008). Para Mehan et al. (1981), ha

(Bellentini et al., 2005).

O amendoim pode ser contaminado no solo
(Rossetto et al., 2003; Horn, 2005),  como também ap6s
a colheita, durante o processo de secagem e no
armazenamento (Usberti & Amaral, 1999), principalmente
por espécies de Aspergillus pertencentes a secgéo Flavi,
gue pode reduzir a germinagdo bem como causar a morte
do embrido, ou seja, que estdo relacionadas a deterioracdo
das sementes (Lima & Araujo, 1999; Brhattacharya &
Raha, 2002).

diferencas potenciais entre os genétipos de amendoim
guanto ainvasdo por Aspergillus flavus, bem como entre
as estirpes de A. flavus quanto a viruléncia entre os
genotipos.

Mixon & Rogers (1973) verificaram que ainoculagéo
de sementes de amendoim em solugdo de esporos, com
duas distintas estirpes de A. flavus, proporcionou
diferenciacdo naresisténcia das sementes, provavel mente,
devido ao fato das sementes com tegumento intacto serem
mais resistentes. Também Vasedeva et al. (1989) comentaram
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que, em relacdo ao tegumento, deve-se considerar 0s
fatores especificos que estao associados, tais como,
uniformidade da camada cerosa, presenca de taninos,
compostos inibidores, acimulo de cera na superficie, entre
outros. Prado et al. (1999) ressaltaram ainda, que além do
conhecimento dos mecanismos indutores de resisténcia, é
necessario considerar as variagGes em funcdo do isolado
de A. flavus utilizado, seu potencial infectivo, o processo
de inoculagdo, bem como também das condicdes de cultivo
e colheita dos frutos a serem analisados (Usberti & Amaral,
1999).

Com o intuito de evitar-se a contaminagéo tem sido
recomendada a utilizacdo de célcio, naformade calcario
quando esse € usado como corretivo de solo para as plantas
maes. Esse nutriente é importante elemento que compde a
parede celular vegetal. Sementes oriundas de solos com
teores adequados de célcio apresentam maior espessura
do tegumento e da parede celular da exotesta, o que resulta
em menor perda de agua (Fernandez et al., 1997). No
entanto, Rossetto et al. (2003) ndo constataram efeito
significativo da calagem naredugdo daincidéncia do grupo
A. flavus, em sementes de amendoim do gendtipo Botutatu.

Objetivou-se, neste trabalho avaliar a contaminacéo
de sementes de amendoim inoculadas por A. seccéo Flavi,
sob influéncia de diferentes gendtipos produzidos em
areas de cultivo com e sem calagem e de distintos i solados
utilizados.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, em 2005, utilizando-se trés
gendtipos de amendoim (IAC 22, BR 1 e Caiapd) cultivados
em Planossol o, submetidos ou ndo a aplicagdo de calcario
dolomitico (1,2t.ha?), designados de area de cultivo 1 e
area de cultivo 2, respectivamente. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial: 3 (gendtipos: IAC 22, BR 1 e Caiapd) x 4
(tratamentos. sem inoculaggo e trés isolados de Aspergillus
seccdo Flavi) x 2 (areas de cultivo: 1- &rea com calagem e
2- &rea sem calagem), com quatro repeticoes.

Por tratamento, amostras de 304 sementes foram
submetidas ou ndo ao procedimento de inoculacdo pelo
método da imersdo (Lima et al., 1984). Assim para a
inoculagdo, as sementes foram imersas por cinco minutos
em trés distintas solucdes, contendo isolado de Aspergillus
seccdo Flavi (Takahashi et al., 2002), que corresponde ao
grupo Aspergillus flavus, de acordo com a revisao
apresentada por Abarca (2000), sem considerar a distingdo
entre A. flavus e de A. parasiticus (Klich & Pitt, 1988), na

concentragdo de 5x10* esporos/ml. Foram selecionadas
estirpes de A seccé@o Flavi isoladas de sementes de
amendoim do gendtipo Botutatu, produzidas em 2001 em
Seropédica/RJ (Viegas, 2004) e denominadas del, Il ell.

Para a inoculagdo, os fungos foram mantidos em
placas de Petri de 9 cm de diémetro contendo meio Batata
Dextrose-Agar (BDA), que foram mantidas em camara
regulada a 25°C e regime de 12 horas de luz, por sete dias
(Berjak, 1984).

Apds ainoculagdo e secagem sob fluxo laminar por
21 horas, as sementes foram divididas em duas amostras,
sendo uma delas submetida a avaliagdo apds ainoculagdo
e aoutra apos 0 armazenamento durante 75 dias em cAmara
regulada a 18°C e 45 % de UR do ar. Primeiramente foi
realizada a determinagéo do grau de umidade, com quatro
subamostras de 25 sementes (Brasil, 1992) e, em seguida, a
instalacdo dos testes de sanidade, utilizando-se 0 método
do plagueamento direto e o de sintomas nas plantulas.

Pelo método de plagueamento direto, oito
subamostras de 13 sementes foram semeadas em meio BDA,
acrescido de NaCl (6%) em placas de Petri de 9 cm de
didmetro e mantidas a 20°C e 12 horas de luz, por sete dias
(Aragjo et al., 2004). Apds a incubacdo, para a
caracterizacdo dos isolados pertencentes a A. seccdo Flavi,
empregou-se 0 meio diferencial de Aspergillus (ADM),
com base em Bothast & Fennell (1974). Por tratamento, os
isolados foram incubados por 72 horas a 25°C, na auséncia
deluz. A presenca de pigmentag&o laranja-amarelano verso
da colénia indicou reacdo positiva, isso €, que o isolado
pertence a A. secgdo Flavi. A caracterizagdo e a
identificacdo das outras espécies do género Aspergillus
foi realizada com base na taxonomia usada por Pitt &
Hocking (1997), empregando-se os meios de cultura
czapeck-agar-extrato de levedura (CY A) e Agar-extrato de
malte (MEA). Além disso, também foi realizada a
identificacdo dos fungos tais como do género Penicillium,
Rhizopus e Fusarium, com base em Silveira (1981) e Singh
et d. (1992).

Pelo método de sintomas em plantulas, quatro
subamostras de 25 sementes foram semeadas a 2 cm de
profundidade em bandejas de pléastico contendo areia
lavada, esterilizada e umedecida com &gua destilada a 60%
da capacidade de retencado de &gua (Brasil, 1992). As caixas
foram mantidas em condic¢Bes de ambiente sob temperatura
média de 25°C e UR do ar média de 64%. As contagens
foram efetuadas aos cinco e 10 dias apds a instalagéo
(Brasil, 1992), considerando-se a porcentagem de plantulas
normais (sadias com, no minimo, 6 cm de comprimento), de
plantulas deterioradas (com suas estruturas essenciais
deterioradas em decorréncia da infeccao priméria,
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impedindo o desenvolvimento normal), e de sementes
mortas pelo intenso crescimento de fungos.

Os dados coletados nas avaliagdes foram
submetidos a verificagdo de normalidade e de
homogeneidade dos erros da variéncia, para verificar a
necessidade de transformacéo (Ribeiro Janior, 2001).
Posteriormente, foi feitaa andise de varianciaindividua e
aavaliacdo darelacdo entre o maior e 0 menor quadrado
médio do erro, pararealizar a andlise conjunta dos dados
(Gomes, 1990). As comparagOes entre médias foram feitas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Apbs aandlise de variancia conjunta, foi observado
tanto na avaliagdo apds a inoculagdo como na realizada
apos 75 dias de armazenamento, que ndo houve efeito da
interacdo tripla entre gendtipos de amendoim, areas de
cultivo da semente (com ou sem calagem) e isolados de A.
seccdo Flavi, para nenhum dos parémetros analisados
(Tabelas 1 e 2).

Na Tabela 1, na avaliacdo realizada apos a
inoculacgéo, foi constatado efeito da interag8o entre
isolados e gendtipos para porcentagem de plantulas
normais, obtidas no teste de sintomas de plantulas, bem
como para porcentagem de fungos total e dos pertencentes
A. sec¢do Flavi, ap6s o método do plagueamento direto e
parateor de agua das sementes. Independente da area de
cultivo das sementes, houve maior porcentagem de
plantulas normais sadias provenientes de sementes
inoculadas com os trés isolados, do que das néo
inoculadas, ainda que, em média, 97% dessas sementes
inoculadas apresentavam-se com fungos, sendo 93%
desses fungos pertencentes A. seccdo Flavi (Tabela l) e
7% a outras espécies de Aspergillus, bem como por outros
géneros (Penicillium, Fusarium e Rhizopus) (dados néo
apresentados). Também, Mixon & Rogers (1973)
constataram elevada incidéncia de A. flavus em sementes
de amendoim apds inoculagdo em suspensao de esporos,
sendo que a porcentagem de sementes contaminadas
variou conforme o gen6tipo. No entanto, para Brhattacharya
& Raha (2002) e Bellenttini et a. (2005), as espécies de
Aspergillus podem ser responsaveis pela reducdo da
germinagdo, provocando tombamento de plantulas, bem
como seu efeito na deterioragdo das sementes.Estes
resultados de aumento da porcentagem de pléantulas
normais provenientes de sementes inoculadas,
provavel mente, possam estar relacionados com a auséncia
de ferimentos das sementes, pois as sementes que foram
utilizadas aparentemente apresentavam-se intactas.
Também Horn (2005) constatou que o ferimento das

sementes tem sido requerido para ata colonizagdo fungica
por A. seccdo Flavi. Esses resultados podem estar
relacionados ao proprio procedimento de inoculagdo, uma
Vez que aimersdo das sementes em suspensdo de esporos
pode ter promovido o inicio do processo de germinagéo,
segundo o principio da técnica de condicionamento
fisioldgico (Heydecker et al., 1975).0u sgja, com 0 aumento
do teor de &gua, apds a absorcdo de &gua pelas sementes
imersas em suspensao de esporos, de 7,75% para valores,
em média, de 10,12% (Tabela 1), houve ainicializacdo do
processo de germinagdo, com ativacdo enzimética e reparo
metabdlico, favorecendo a qualidade fisioldgica das
sementes. Araljo & Rossetto (2005) também observaram
efeito favoravel do condicionamento fisiologico, pela
técnica de hidratagdo controlada na germinacdo das
sementes de amendoim.

NaTabela 1, ap6s ainoculacdo, verificou-se que,
independente da area de cultivo das sementes, houve
menor porcentagem de plantulas normais obtidas de
sementes dos genotipos IAC 22 inoculadas com 0s
isolados | e 1l e do gendtipo BR1 inoculadas com o isolado
I11, apds 0 método do plaqueamento direto. Esse resultado,
provavelmente, esta relacionado com 0 maior contelido de
agua dessas sementes (Tabela 1). ParaBashra et al. (1984),
guanto menor o contelido de dgua das sementes, menor a
capacidade de producdo de fitoalexinas, que sdo
compostos antimicrobianos produzidos pelas plantas em
resposta ainvasdo de certos patdgenos, o que resultaem
atividade fungica.

Na avaliagdo apbs 0 armazenamento, apenas houve
efeito significativo de isolados para porcentagens de
sementes contaminadas por fungos (total) e por A. seccdo
Flavi, identificados no método do plaqueamento direto,
bem como para porcentagem de sementes mortas, obtidas
no teste de sintomas de plantulas. Assim, as sementes
inoculadas apresentaram as maiores porcentagens de
fungos, principamente de A. seccéo Flavi e de sementes
mortas do que as ndo inoculadas. Ja para plantulas normais
e parateor de agua das sementes, que esteve em torno de
5,56%, ndo houve efeito dos tratamentos (Tabela 1). Esses
resultados podem estar relacionados ao equilibrio
higroscopio das sementes durante 0 armazenamento, que
ndo interferiu nainfeccdo por fungos e na porcentagem de
plantulas normais sadias, ou sgja na deterioragdo das
sementes. De acordo com Bruno et a. (2000), a prevencéo
da contaminac&o por fungos durante o armazenamento
ocorre quando a umidade relativa do ar é baixa e,
consequentemente, o teor de dgua das sementes € menor,
sendo ideais os valores abaixo de 7% de agua para a
manutencdo da viabilidade da semente.
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Tabela 1 — Dados médios de porcentagem de plantulas hormais e de sementes mortas avaliadas apds o método de
identificagcdo de sintomas nas pléantulas, bem como de fungos (total) e de A. sec¢do Flavi identificados apds o método
do plagueamento direto e de porcentagem de agua, obtidos de sementes de trés gendtipos de amendoim. Avaliacédo
realizada ap0s a inoculagdo ou ndo com trésisolados, designados de |, |1 elll e apds 75 dias de armazenamento.

Gendtipos Apo6s ainoculacdo Apo6s 75 dias de armazenamento
Sem Isolado Sem Isolado
inoculacdo I I [l inoculacdo I I [l
Plantulas normais (%)
IAC 22 73Ba* 82ABa 77ABb 86Aa 8l 74 75 76
BR1 78Ba 86Aa 87Aa 80ABb 8l 74 80 71
Caiap6 70Ba 86Aa 84Aa 84Aa 83 79 91 80
Médias 74 85 80 84 82A T6A 82A T6A
CV. (%) 2987 18,09
Sementes mortas (%)
IAC 22 10 8 14 6 4 10 12 10
BR1 20 12 5 6 7 13 8 16
Caiapo 20 12 11 5 4 9 4 7
Meédias 19A 11AB 10B 6B 5B 11A 9A 11A
CV.(%) 33,86 39,48
Fungos (%)
IAC 22 21Bb 100Aa 96Aa 92Aab 24 80 92 88
BR1 28Ba 100Aa 99Aa 98Aa 26 82 86 97
Caiapo 29Ba 99Aa 98Aa 91Ab 32 86 84 86
Médias 26 100 98 94 24B 83A 87A 90A
CV.(%) 1577
A. seccéo Flavi (%)
IAC 22 21Ca 98Aa 86Bb 89Bb 13 78 86 87
BR1 22Ca 100Aa 92Bab 86Bb 16 78 90 83
Caiapo 21Ca 98Aa 97Ba 92Aa 15 83 86 86
Médias 21 99 92 89 15B 80A 97A 85A
CV.(%) 19,10
Teor de dgua (%)
IAC 22 7,33Ba 10,93Aa 11,27Aa 10,47Aab 554 554 5,58 5,61
BR1 8,01Ca 9,86Bb 10,23ABa 11,48Aa 5,63 574 581 5,85
b

Caiapo 7,91Ca 9,27Bbc 9,14ABb 9,56Aab 5,43 524 541 5,37
Médias 7,75 9,67 10,21 10,50 5,53A 550A 560A 561A
CV.(%) 377 2,24

* M édias seguidas da mesma letra, maitiscula A e B nalinha (isolado) e minGsculaa e b na coluna (gendtipos) ndo diferem

entre s pelo teste de Tukey, a 5%.

Pela tabela 2, na avaliagdo realizada ap6s
inoculacdo, foi constatado efeito dainteragcéo gendtipo e
area de cultivo das sementes para porcentagem de
pléntulas anormais deterioradas, obtidas no teste de

sintomas de plantulas. Assim com a utilizag&o dos trés
isolados para a inoculagédo, houve menor porcentagem
de plantulas anormai's deterioradas obtidas de sementes
do genétipo IAC 22, provenientes da area de cultivo
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Tabela 2 — Dados médios de porcentagem de plantulas anormais deterioradas, obtidos de sementes de trés gendtipos
de amendoim, provenientes de &rea com calagem (&rea de cultivo 1) e de &rea sem calagem (&rea de cultivo 2). Avaliacdo
realizada ap0s a inoculagdo ou ndo com trésisolados, designados de |, |1 elll, apds 75 dias de armazenamento.

Gendtipos Sem inoculagéo Isolado | Isolado I Isolado 111
Areade cultivo Areade cultivo Areade cultivo Areade cultivo
1 2 1 2 1 2 1 1
Ap6s ainoculagdo
IAC 22 6Xa 8Xa 6Ya 10Xa 4Ya 15Xa 2Yb 12Xa
BR1 4Xa 2Xa 6Xa 3Xb 6Xa 11Xa 10Xa 8Xa
Caiapd 2Xa 2Xa 3Xa 3Xb 7Xa 9Xa 6Xa 8Xa
Médias 4 4 5 5 6 12 6 9
CV.(%) 37,72
ApGs 75 dias de armazenamento

IAC 22 0 2 7 8 3 5 6 13
BR1 0 2 8 4 3 7 10 5
Caiapo 2 0 2 5 3 5 9 7
Meédias 1B 1B 6A 6A 7A 3A 8A 8A
CV.(%) 36,51

* M édias seguidas da mesma letra, mindiscula a e b na coluna (genétipos) e maitGscula X e Y nalinha (area de cultivo)

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a5%.

designada como 1 do que das provenientes da area de
cultivo 2. Pelo histérico de producdo, essas sementes
foram provenientes de area com calagem, apds terem sido
colhidas aos 120 dias ap6s a semeadura, periodo
considerdvel como favoravel a obtencdo de sementes com
maxima qualidade fisioldgica, de tal forma que essas
caracteristicas poderiam dificultar ou impedir ainfeccéo
por fungos do grupo A. flavus (Rossetto et a., 2004 ).
Para Fernandez et al. (1997), ha efeito favoravel da
aplicagdo de calcério nareducdo dainvasio por A. flavus,
provavelmente devido ao aumento de calcio nas
sementes, tornando o tegumento mais espesso, sendo
gue esses resultados também foram constatados por
Small et al. (1989).

Pela Tabela 2, verificou-se que na avaliago realizada
apds 0 armazenamento, somente houve efeito significativo
de isolados na porcentagem de plantulas anormais
deterioradas, obtidas no método de sintomas em plantulas.
Houve aumento da porcentagem de plantulas anormais
deterioradas provenientes de sementes inoculadas do que
as ndo inoculadas, sugerindo que, com a liberagdo de
exsudados das sementes para 0 meio de hidratagao,
promovida apos a hidratagdo das sementes durante a
exposicdo a técnica de inoculagdo em suspensdo de
esporos, houve favorecimento da atividade de
microrganismos. Esse resultado também pode estar

relacionado ao fato de A. flavus ser agressivo, em relacéo
a0 processo de colonizagdo e de infecgdo de amendoim,
como também constatado por Pitt et a. (1991). Com a
inoculagéo empregando a solug&o na concentracdo de 5x10°
esporos/ml, os mesmos devem ter se estabelecido
rapidamente, impedindo o desenvolvimento de outros
fungos.

CONCLUSOES

A. seccdo Flavi ndo reduziu a porcentagem de
plantulas normais sadias, provenientes de sementes
inoculadas dos diferentes gendtipos de amendoim.

As sementes de amendoim do gendtipo IAC 22,
produzidas em area com calagem, promoveram a obtencéo
de menor porcentagem de plantulas anormais
deterioradas.

Teores de agua das sementes proximos a 5,6%,
durante 0 armazenamento, ndo contribuiram para ainfeccdo
deA. secco Flavi e para a diminuic&o da porcentagem de
plantulas normais.
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