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RESUMO

A semente é um dos principais insumos na implantacdo de uma lavoura, mas também pode se
tornar um dos principais meios de introducdo e disseminacdo de agentes fitopatogénicos,
principalmente a longas distancias. Os patdgenos podem ser introduzidos em areas isentas de
doenca ou aumentar o indculo em &reas que ja possuem o patdgeno, por meio do plantio
consecutivo de sementes infectadas. A busca por produtos que sejam eficientes e com menor
fitotoxidez para serem utilizados no tratamento de sementes, € uma medida importante
principalmente no sistema de producdo organica. Neste contexto, teve-se como objetivo neste
trabalho avaliar a eficiéncia do gas ozonio no controle de fungos em sementes de algodéo,
soja e pimentdo, além da sua influéncia na qualidade fisiol6gica. Para tanto, a tese foi dividida
em 4 capitulos com sementes de algoddo, soja e pimentdo. As sementes de algoddo foram
inoculadas com Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides e submetidas ao 0zonio na
concentracio de 25 g m pelos periodos de tempo de 0, 20, 40, 60 e 120 minutos; as duas
cultivares de soja foram submetidas ao tratamento com o gas 0zénio nas concentra¢Ges de 15
e 25 g m pelos periodos de tempo de 0, 20, 40, 60 e 120 minutos; ja o lote de sementes de
pimentdo foi submetido ao tratamento com 0zoénio na concentracdo 10 e 15 g m™ nos periodos
de 0, 20, 40, 60, 80 e 120 minutos. ApGs o tratamento das sementes com 0 0zbnio 0s
seguintes testes foram efetuados em todas as culturas: testes de sanidade, primeira contagem
de germinacao, porcentagem de germinacdo, emergéncia de plantulas, indice de velocidade de
emergéncia (I\VE), estande inicial, condutividade elétrica, envelhecimento acelerado e teste de
tetrazOlio. Foi avaliado também a atividade de enzimas relacionas a respiracdo e a
deterioracdo de sementes. O tratamento de sementes de algoddo na concentragdo 25 g m= por
40 minutos foi eficiente no controle dos patdgenos Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, Aspergillus e Fusarium e aos 60 minutos controlou o fungo Penicillium
sem afetar a qualidade fisioldgica e bioguimica das sementes. Para a cultura da soja, o
tratamento sanitario com gas ozoénio na concentracdo de 15g m= por 20 minutos reduz a
incidéncia dos fungos Alternaria, Aspergillus, Cercospora, Fusarium, Penicillium e
Phomopsis e ndo afeta a qualidade fisioldgica e bioquimica das sementes. O gas 0z6nio nas
concentragdes 10 e 15 mg L™ a partir de 20 minutos foi eficiente no controle dos fungos
Alternaria sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp em sementes
de pimentéo

Palavras-chave: Ogz, sanidade, qualidade de sementes, vigor, Gossypium L.,Glycine max,
Capsicum annuum



ABSTRACT

Seed is one of the most important inputs in the implantation of a crop, but also can become
one of the main ways of introduction and dissemination of phytopathogenic agents, mainly at
long distances. Pathogens can be introduced into disease-free areas or increase the inoculum
in areas that already have the pathogen through consecutive planting of infected seeds. The
search for products that are more efficient and less phytotoxic to be used in seeds treatment it
is an extremely important measure, especially in the organic production system. In this
context, the aim in this work was to evaluate the efficiency of ozone gas in the control of
fungi in cotton, soybean and pepper seeds, beyond evaluate the efficiency of their use in the
physiological quality of seeds. Therefore, the thesis was divided in four chapters with cotton,
soybean and pepper seeds. For this, the cotton seeds were inoculated with Colletotrichum
gossypii var. cephalosporioids and submitted to the ozone in the concentrations of 25 g m= in
periods of 0, 20, 40, 60 and 120 minutes; the two soybean cultivars were treated with ozone
gas in concentrations of 15 and 25 g m™ in periods of 0, 20, 40, 60 and 120 minutes and the
lot of pepper seeds was submitted to the treatment with ozone in the concentration of 10 e 15
g m=in periods of 0, 20, 40, 60, 80 and 120 minutes. After the treatment of seeds with ozone,
the following tests were done in all crops: sanity test, first count of germination, percentage of
germination, seedling emergence, emergence speed index (ESI), initial stand, electric
conductivity, accelerated aging test and tetrazolium test. Was also evaluated the activities of
enzymes related to respiration and seeds deterioration. The treatment of cotton seeds in
concentration of 25 g m=? for 40 minutes was efficient in the control of pathogens
Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, Aspegillus and Fusarium and at 60 minutes
controlled the fungi Penicillium and did not affect the physiological and biochemical quality
of seeds. For soybean, the sanitary treatment in the concentration of 15g m= for 20 minutes
reduce the incidence of Alternaria, Aspergillus, Cercospora, Fusarium, Penicillium and
Phomopsis fungis and did not affect the physiological and biochemical quality of seeds. The
ozone gas in the concentrations of 10 and 15mg L™ from 20 minutes was efficient in the fungi
control of Alternaria sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp in
pepper seeds.

Key-words: Oz, sanity, seeds quality, vigor, Gossypium L., Glycine max, Capsicum annuum
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CAPITULO 1 INTRODUGCAO GERAL

1 INTRODUCAO

A cultura do algodéo tem sido cultivada, em todo o mundo, em mais de 30 milhdes de
hectares por ano e mais de 60 paises distribuidos em todos os continentes, 0 que movimenta
mais de 17 bilhGes de dolares ao ano. Mundialmente na industria algodoeira sao envolvidos
mais de 350 milhdes de pessoas, que tiram seu sustento exercendo inumeras atividades dentro
do processo produtivo que vai desde o plantio até a colheita. O Brasil é o terceiro maior
produtor mundial de fibra e sua producdo estd concentrada na regido do cerrado, que
corresponde a mais de 90% da producédo total do pais, e tem o estado do Mato Grosso como
maior produtor. A cultura do algodoeiro tornou-se nos ultimos anos umas das principais
commodities brasileiras.

A soja é uma das seis principais commodities do Brasil e de acordo com estimativas
da Companhia Nacional de Abastecimento (Conab) em 2018 havera uma nova supersafra, ja
que a area de producdo cresceu cerca de 2,5% chegando a 34,8 milhdes de hectares
cultivados. O Brasil é o segundo maior produtor mundial, perdendo apenas para os EUA, de
toda a producéo nacional cerca de 57,34% sdo destinados a exportacéo.

J& o pimentdo esta entre as dez hortalicas mais importantes no mercado nacional e sua
producdo esta proxima de 290 mil toneladas de frutos em uma area de 13 mil hectares. O
cultivo do pimentdo se estende por todo o territdrio brasileiro, mas os estados de Sao Paulo e
Minas Gerais sdo 0s principais produtores. Juntos estes dois estados da regido Sudeste séo
responsaveis por mais de 40% da producdo no Brasil. Apenas o mercado interno de sementes
de pimentdo movimenta mais de 1,5 milhdes de ddlares ao ano.

A semente, como organismo Vivo, € seguramente 0 insumo de maior importancia para
0 setor agricola, pois, direta ou indiretamente, € o insumo que incorpora grande parte dos
avancos tecnologicos que veem sendo desenvolvidos ao longo de décadas de pesquisas. Como
vetor de transferéncia de tecnologia a semente leva consigo caracteristicas de suma
importancia para qualquer cultura como adaptabilidade a diferentes tipos de solo, clima e
regides, além da capacidade produtiva e resisténcia a inUmeras pragas e doencas. O somatorio
desses fatores é fundamental para o sucesso de qualquer empreendimento agricola. Fazendo
se necessario a utilizacdo de sementes de alta qualidade fisica, fisioldgica, genética e sanitéria,
uma vez que a utilizacdo de sementes de baixa qualidade afeta diretamente a qualidade do

produto final, além de poder afetar diretamente os custos de producéo aplicados a lavoura.
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A maioria das doencas conhecidas pode ter seus agentes etioldgicos transmitidos de
maneira eficaz pelas sementes de seus hospedeiros. Os danos relacionados a associacdo de
patdgenos com sementes ndo se limitam apenas a perda da populacéo de plantas no campo,
mas podem ocasionar perdas em todo o sistema agricola. A semente € considerada um dos
meios mais eficientes de introducdo e disseminacdo de agentes fitopatogénicos,
principalmente a longas distancias. Através dela, os patdgenos podem ser introduzidos em
areas isentas de doenca, bem como ter seu inoculo aumentado, em areas ja contaminadas,
através do plantio consecutivo de sementes infectadas.

E impressionante como que mesmo com o todo o avango da agricultura ainda se
ignore que a semente € 0 insuMo mais importante para o manejo integrado de doencas e para
0 estabelecimento de uma agricultura sustentavel. Portanto o uso de sementes de ma
qualidade sanitaria pode ser considerado um dos maiores responsaveis por perdas intoleraveis
na producdo agricola.

Um produto que vem ganhando destaque como sanitizante de diversos produtos
agricolas, é o0 0zénio. Por se tratar de um produto efetivo na destrui¢do de estruturas fungicas,
virais e bacterianas, e por ndo deixar residuos nos produtos e nem no ambiente onde €
utilizado, tendo sido considerado como potencial de utilizacdo, também, no tratamento de
sementes. Portanto o objetivo neste trabalho foi avaliar a eficiéncia do gas oz6nio no controle
de fungos em sementes de algod&o, soja e pimentdo bem como sua influéncia na qualidade

fisioldgica e alteracGes bioquimica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A culturado algodéo

O algodao pertence ao género Gossypium, familia Malvaceae, e € uma das culturas
mais antigas no mundo, tanto as espécies cultivadas quanto as selvagens. Sao conhecidas mais
de 50 espécies deste género, sendo cultivadas principalmente, Gossypium arboreum, G.
herbaceum, G. barbadense e G. hirsutum, este tltimo de principal destaque por ser a espécie
cultivada no Brasil (BELTRAO; AZEVEDO, 2008).

O algoddo € uma planta dicotiledénea hirsuta ou glabra, anual ou perene, herbacea,
arbustiva ou arborea. As plantas do género Gossypium apresentam porte subarbustivo e de
crescimento indeterminado. Tem nimero varidvel de capsulas (capulhos), com trés a cinco
I6culos e 30 a 40 sementes por capulho. Apresenta em geral nectarios na face inferior das
folhas e na base das flores. Suas sementes sdo cobertas por dois tipos de células diferenciadas
gue constituem as fibras longas e fiaveis, as quais proporcionam a cultura grande valor
comercial, e as fibras curtas chamadas também de linter (PENA, 1982).

No algodoeiro, 0 meristema apical origina quatro 6rgaos: folha, caule, raizes e flores.
E propagada principalmente por meio de sementes, que sdo cobertas com linter, constituidas
de fibras pequenas (de 8% a 12% do peso da semente). As sementes apresentam, em média
teores de 6leo e proteina de 30 — 35% e de 40 — 50%, respectivamente (BELTRAO; SOUZA,
1999).

Por seus diversos usos a cultura do algoddo tem uma grande importancia mundial, sua
fibra téxtil é muito utilizada pelo homem e se caracteriza por ser celulose na forma
praticamente pura. Sua semente é rica em Oleo e o0 bagaco pode ser utilizado para a
alimentacdo animal (CARVALHO,1996). A cadeia produtiva do algodoeiro abrange varios
setores, fornecendo empregos desde o campo até a industria téxtil (EMBRAPA, 2003).

Os maiores produtores da cultura sdo india, China e USA, o Brasil aparece na quinta
colocagdo do ranking, porém na producdo em sequeiro ocupa a primeira coloca¢do. Em todo
planeta sessenta e trés paises produzem algoddo totalizando uma area aproximadamente de
trés milhGes de hectares, nosso pais ocupa a sexta colocacdo com 92510,00 hectares atras
ainda de Paquistdo e Uzbequistdo. (ABRAPA, 2017).

Uma lavoura de algodé&o bem estabelecida, com a populagéo de plantas uniformemente

distribuida e adequada, é o primeiro passo para obter-se sucesso na producdo. A obtencédo de
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uma populacéo de plantas adequada, por sua vez, estd intimamente ligada a utilizagdo de
sementes de alta qualidade. A ndo obtencdo de um bom estande pode ser resultado da
presenca de microrganismos e pragas, bem como a utilizacdo de sementes de baixa qualidade
(FREIRE, 2015).

Embora o algod&o seja considerado uma cultura tolerante a seca o plantio de sementes
em condicdes adversas e somado a associa¢do de organismos patogénicos podem inviabilizar
a cultura (MENESES et al., 2006, ROSENOW et al., 1983).

A obtencdo de sementes de algodoeiro com qualidade sanitaria aceitavel requer o
conhecimento a respeito da disseminagdo e transmissdo dos patégenos que a ela podem se
associar, da propagacdo das doencas, dos padrdes de sanidade e dos procedimentos para a
producdo de sementes sadias (LIMA; ARAUJO; CARVALHO; 1998).

A cultura do algodédo é atacada por um grande nimero de fungos transmitidos via
sementes que podem causar doencas de importancia econémica, causando grandes prejuizos a
cultura. O fungo Colletotrichum gossypii, agente causal da ramulose, € um dos mais
importantes patdgenos para esta cultura. Sua importancia reside no fato que além de causar
tombamento em pré e pds emergéncia, lesbes deprimidas no colo e folhas pode causar
nanismo e super brotamento, comprometendo a frutificagdo e producdo das plantas atacadas
(BARROCAS et al, 2014), podendo causar perdas de até 85% na producdo (SUASSUNA,;
COUTINHO, 2011)

A ramulose pode manifestar-se em plantas de qualquer idade, desenvolvendo-se de
preferéncia nos tecidos jovens. Os sintomas diretos aparecem primeiramente nas folhas novas,
tanto na haste principal como nas laterais, na forma de manchas necroéticas (PAIVA; ASMUS;
ARAUJO, 2001).

O uso de sementes com elevada qualidade fisioldgica e sanitaria, ou dentro dos
padrdes de tolerancia estabelecidos para as principais doencas, esta entre as estratégias mais
eficazes para diminuir a disseminacdo de patdgenos, bem como o uso do tratamento de
sementes. A comercializacdo de sementes nédo certificadas e/ou ndo recomendadas de uma
regido ou de um estado para outro tem sido, também, um dos fatores responsaveis pela
disseminacio de patdgenos nessa cultura (PARISI; PATRICIO; OLIVEIRA, 2006).

2.2 Aculturadasoja

A soja (Glycine max (L) Merril) é originaria da China, entre a regido setentrional e

central. A mais antiga referéncia na literatura estd no herbario Pents’ao Kong Mu, do
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imperador Shen Nung, por volta de 2.300 a.C. (FERREIRA et al., 1981). Plantas de soja que
hoje cultivamos s&o muito diferentes dos seus ancestrais, pois eram plantas rasteiras que se
desenvolviam na costa leste da Asia, principalmente ao longo do rio Yangtze, na China. Sua
evolucdo comecou com o0 aparecimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais entre
duas espécies de soja selvagem que foram domesticadas e melhoradas por cientistas da antiga
China (EMBRAPA, 2004).

O ciclo total pode ser dividido em fase vegetativa, que € o periodo da emergéncia da
plantula até a abertura das primeiras flores, e a fase reprodutiva, denominada como o periodo
do inicio da floracdo até a maturidade, com duracdo media de 75 a 200 dias, influenciada
pelas condi¢Oes ambientais da regido e do cultivar utilizada (MULLER, 1981; NEUMAIER et
al., 2000; BOREM, 2009). A fase vegetativa inicia-se com a emergéncia das plantulas. A
partir dai, com a abertura dos cotilédones inicia-se a contagem dos nds, sendo que V1
representa o primeiro n6 com folhas unifolioladas abertas, V2, segundo n6 com primeiro
trifélio aberto, V3, terceiro n6 com segundo trifolio aberto e assim sucessivamente até Vn
com o ultimo n6 com trifdlio aberto, antes da floracdo (FERREIRA, 2014).

No mundo séo produzidos mais de 351 milhdes de toneladas de soja, deste montante o
Brasil é responséavel por aproximadamente 114 milhdes de toneladas o que o coloca como
segundo maior produtor de soja no mundo, ficando atras apenas dos Estados Unidos. Ja no
Brasil os rankings dos trés estados de maior producdo destacam-se o Mato Grosso com
aproximadamente 30,5 milhdes de toneladas, seguido pelo estado do Parana com producao de
19,5 milhdes de toneladas e finalmente o Rio Grande do Sul com 18,7 milhdes de toneladas.
De toda a soja produzida no Brasil 47,02 milhdes de toneladas sdo destinadas ao consumo
interno e o restante é destinado a exportacdo que, somando os produtos exportados (soja gréo,
farelo e 6leo), somam um total de 25,4 bilhdes de dolares. Estes valores sdo referentes a safra
2016/17 (EMBRAPA, 2017).

O uso de sementes com elevada qualidade fisiologica e sanitéaria, estdo entre as
estrategias mais eficazes para diminuir a disseminacdo de patdgenos, 0s quais quando
presentes sdo traduzidos pelo decréscimo na porcentagem de germinacdo, diminuicdo de
estande, aumento de pléntulas anormais, redugdo do vigor das plantulas e, consequentemente,
queda no rendimento (BOTELHO et al., 2013; TOLEDO et al., 2009).

A semente € um dos principais meios de introducdo e disseminacdo de agentes
fitopatogénicos, principalmente a longas distancias. Os patégenos podem ser introduzidos em
areas isentas de doencga ou aumentar o inéculo em areas que j& possuem o patdgeno, através
do plantio consecutivo de sementes infestadas (SARTORI; REIS; CASA, 2004; VECHIATO,
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et al. 1997). A infestacdo da semente por patdgenos, pode ser aumentada ainda no campo, se
nas fases de maturagdo e colheita da soja ocorrer alta umidade relativa associado a altas
temperaturas (JUHASZ et al., 2013)

Para a cultura da soja, mais de 135 patdgenos ja foram descritos e considera-se que
mais de 30 espécies podem causar danos econdémicos significativos (ROY; BAIRD; ABNEY,
2000). Os mais nocivos sdo os fungos e nematoides, seguidos pelas bactérias, virus e
fitoplasmas (VIDIC et al., 2013). As doencas estdo entre os principais fatores que limitam a
obtencdo de altos rendimentos em soja. A importancia econémica de cada doenca varia de ano
para ano e de regido para regido, dependendo das condicBes climaticas de cada safra. As
perdas anuais de producdo em decorréncia do ataque de fitopatdgenos sao estimadas em cerca
de 15% a 20%, entretanto, algumas doencas podem ocasionar perdas de quase 100%
(EMBRAPA, 2013).

Os fungos mais importantes para a cultura da soja e que séo transmitidos por sementes,
sdo: Colletotrichum truncatum, agente causador da antracnose, Phomopsis spp, que causa a
doenca de seca-da haste e da vagem, Fusarium spp, responsavel pela seca da vagem,
Cercospora kikuchii, causador da mancha parpura em sementes e crestamento foliar,
Cercospora sojina, agente da doenca mancha olho-de-ra, Aspergillus spp, que causa diversos
danos durante o armazenamento de sementes, Mycosphaerella uspenskajae, causador da
mancha parda ou septoriose, Sclerotinia sclerotiorum, causador do mofo branco, Peronospora
manshurica, causador do mildio. (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

2.3 A cultura do pimentdo

O pimentdo (Capsicum annuum), pertence a familia Solanaceae e ao género Capsicum
sp. (BENTO et al., 2013; MO et al., 2015). Tem como centro de origem o México, (KRAFT
et al., 2014), sendo representado por cerca de 31 espécies, das quais apenas cinco Sao
domesticadas: C. annuum, C. frutescens, C.chinense, C. baccatum e C. pubescens (DI DATO
etal., 2015).

A cultura do pimentdo esta entre as 10 principais hortalicas do mercado brasileiro,
com area cultivada anualmente em torno de 12 mil hectares (MOURA et al., 2012), é um
vegetal de grande importancia econémica e social no Brasil, e por seu cultivo poder ser
realizado em diferentes condi¢bes edafocliméticas, esta sujeito a varios problemas de ordem
fitossanitaria, especialmente doencas fungicas, que comprometem a produtividade e qualidade

do produto (EMBRAPA, 2015). Seus frutos sdo consumidos em maior numero verdes,
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imaturos (70%) e maduros, vermelho ou amarelo (dependendo da cultivar), em menor escala
(30%) (SEDIYAMA; VIDIGAL; JACOB, 2014). Tem produc¢do proxima a 290 mil toneladas
de fruto por ano no Brasil, sendo os principais estados produtores Minas Gerais, Sdo Paulo,
Bahia e Rio de Janeiro. (MAROUELLI; SILVA, 2012)

De acordo com Nogueira (2010), tem sido observado um aumento significativo na
producdo de pimentdo. Esse aumento pode ser comprovado com os dados do Central de
Abastecimento de Minas Gerias (CEASAMINAS), que de 2013 para 2016 houve acréscimo
de 3,65% na quantidade comercializada, no estado (CEASAMINAS, 2013; CEASAMINAS,
2016).

A planta pode atingir de 50-80 cm de altura e apresentar caracteristica arbustiva,
regularmente cultivada como planta anual, predominantemente autégama, no entanto, a
presenca de insetos polinizadores pode elevar a taxa de cruzamento (FILGUEIRA, 2003).
Ainda segundo Filgueira (2003), a planta em condi¢Oes de temperaturas relativamente
elevadas apresenta melhor desenvolvimento e maior produtividade. As diferentes condicGes
de manejo tém grande influéncia no ciclo da cultura, o florescimento, normalmente, tem seu
inicio em torno de 60 dias ap6s a semeadura, a partir de 30 a 40 dias os frutos, verdes, podem
ser colhidos. Por sua vez, a colheita dos frutos maduros inicia-se por entre 120 a 150 dias
apos a semeadura.

Esta cultura é propagada via sementes, que pode ser usada tanto no plantio direto
guanto na producdo de mudas, por isso é de fundamental importancia o controle de qualidade
das sementes uma vez que os olericultores estdo cada vez mais exigentes quanto a qualidade
das sementes adquiridas (KIKUTI et al., 2005). A qualidade das sementes pode influenciar na
producdo de mudas e nos estadios subsequentes das plantas no campo. Mudas com
crescimento desuniforme e/ou debilitadas poderdo originar plantas com ciclo mais longo,
gerando desuniformidade na maturacdo dos frutos (KIKUTI; MARCOS FILHO, 2007). Por
tanto a utilizacdo de sementes de alta qualidade fisica fisiologica e sanitaria € um dos aspectos
mais importantes para se alcancgar o sucesso da lavoura.

As sementes apresentam aspecto reniforme, coloracdo amarelo-acinzentada e cerca de
3 a 5 mm de didametro. Seu embrido é localizado internamente sob forma de espiral. Além
disso apresentam endosperma bem definido e ndo amilaceo. (GROOT; KARSSEN, 1987;
WATKIS et al., 1985).

Para as culturas do pimentdo, berinjela, jil6 e demais solanaceas, dentre os patdgenos
gue podem se associar as suas sementes e afetar a qualidade sanitaria destas, destacam-se a

Alternaria solani, Slerotinia sclerotium, Verticillium sp., Colletotrichum capsici, Fusarium
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sp., Rhizoctonia solani, Alternaria alternata, Verticillium sp., Xantomonas vesicatoria,
Tabacco mosaic virus (TMV), Tomato mosaic virus (ToMV), Pepper mild mottle
tobamovirus (PMMoV -PMMV) (BRUNES, 2013).

Nessa circunstancia, € de significativa importancia a sanidade de sementes, uma vez
que determinados microrganismos, transmitidos por elas, podem contribuir-se em fator
altamente negativo no estabelecimento inicial de um cultivo, além de danos das plantas
durante as fases vegetativas/reprodutivas e, consequente reducdo da producdo (SINCVAIN;
NEERGRAAD citado por CHAGAS, 2014).

2.4 Qualidade de sementes

Quando se objetiva alta produtividade, € essencial, dentre as técnicas de cultivo usuais,
a utilizacdo de sementes de elevada qualidade (EMBRAPA, 2000). Sendo esta, a soma de
diversos atributos que contribuem para obtencdo de plantulas de maior vigor, que apresentam
rapida emergéncia no campo, além de proporcionar florescimento e crescimento mais
uniforme das plantas, viabilizando garantia de producdo em termos quantitativos e
qualitativos (BRACCINI et al., 2003).

Os atributos que afetam a qualidade sdo de ordem genética, fisica, fisioldgica e
sanitaria. A pureza genética é o fator que confere a certeza que somente caracteristicas
selecionadas pelo melhorista irdo estar presentes no lote de sementes e com isso originar um
produto com qualidade e quantidade esperadas. A qualidade fisica envolve a pureza e o estado
fisico da semente. Sendo a pureza fisica descrita pela proporcdo de componentes fisicos
presentes no lote de sementes, dentre eles as substancias inertes, outras espécies de sementes
cultivadas, sementes silvestres, e o estado fisico também envolve o teor de &gua, cor,
tamanho, densidade, aparéncia externa, injurias mecanicas e causadas por insetos. A
qualidade sanitaria das sementes esta relacionada a presenca e o indice de ocorréncia de
fungos, bactérias, virus, nematoides, e insetos que podem provocar danos ou doengas
diretamente as sementes, ou que uma vez transmitidos por ela, venham a causar doengas e
reducdo na qualidade e produtividade das lavouras. A qualidade fisioldgica esta ligada aos
fatores fisiologicos das sementes que interferem diretamente na expresséo do seu potencial,
caracterizados pela sua germinacdo, seu vigor e sua longevidade (POPINIGS, 1985; PESKE;
VILLELA; MENEGHELO, 2012).

As sementes estdo sujeitas a perda de qualidade, desde a maturidade fisioldgica até o

momento de sua utilizacdo na semeadura, devido as variacfes quimicas e fisioldgicas. Muitas
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vezes essa deterioracdo manifesta-se no decorrer do tempo, tendo dificil diagndstico na fase
inicial, ocasionando reflexos negativos no vigor (GARCIA et al., 2004). A perda da qualidade
das sementes e a velocidade com que isso ocorre apds a maturidade fisioldgica varia em
funcdo da espécie, da cultivar e das condi¢cbes em que as sementes se encontram no campo,
apos a colheita e durante as operacfes de beneficiamento e armazenamento (MORAES,
2000).

As informacdes fornecidas pelos testes fisiologicos de sementes podem ajudar na
tomada de decisdes, tais como, em qual regido do pais o determinado lote terd melhor
desempenho, se o lote deverd ser descartado ou ainda se determinado lote pode ser
armazenado, entre outras (MCDONALD et al., 2003).

O teste de germinacdo é utilizado em laboratoérios para avaliar o potencial fisiologico
das sementes, sendo conduzido em condicBes favoraveis de temperatura, umidade e
luminosidade, o que permite ao lote expressar o potencial méaximo de produzir plantulas
normais (BRASIL, 2009). Segundo Coimbra et al. (2009), o teste de germinacdo €,
isoladamente, pouco eficiente em detectar diferencas na qualidade fisioldgica entre lotes de
sementes. Por esta razdo, tém sido aplicados testes de vigor com o objetivo de identificar
possiveis diferencas no potencial fisiolégico de lotes que apresentam porcentagem de
germinacdo semelhante, fornecendo informacgdes complementares as obtidas no teste de
germinacdo (CASTRO, 2011).

Vérios testes tém sido recomendados para a avaliacdo do vigor de sementes,
destacando-se os de envelhecimento acelerado, tetrazolio, condutividade elétrica, crescimento
de pléntulas, classificagho do vigor de plantulas (VIEIRA; BITTENCOURT,;
PANOBIANCO, 2003).

Umas das alternativas para o estudo da qualidade das sementes é a analise de grupos
de isoenzimas, pois, permite identificar os pontos iniciais em que ocorrem 0s danos, bem
como fornecer informagdes seguras sobre as reais causas de eventos deteriorativos e as suas
consequéncias (CAMARGO, 2003).

Uma das consequéncias do processo deteriorativo é a formacéo de radicais livres, que
sdo um grupo de atomos com elétrons ndo pareados, sendo, portanto, bastantes reativos e
capazes de destruir grandes polimeros como os lipidios de membrana. Os principais agentes
oxidantes gerados sdo hidroxilas (OH"), superdxidos (O2) e os peroxidos de hidrogénio
(H202). Uma vez presente na célula, estes podem iniciar rea¢fes oxidativas em cadeias,
altamente prejudiciais, especialmente com 4&cidos graxos poliinsaturados, originando
hidroperdxidos de lipidios (COOLBEAR, 1995; DESAI et al., 1997).
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As superoxidos dismutase (SOD) sdo grupos de enzimas cuja fungdo é catalisar a
reacdo de dismutacdo de radicais superdxidos livres (O2") produzidos em diferentes locais na
célula, para oxigénio molecular (O) e peroxidos de hidrogénio (H202) (SCANDALIOS,
1993), cujo composto € muito menos reativo. Porém, o acumulo de peréxido na célula
também é toxico, podendo leva-la a morte, principalmente na presenca do ferro (EATON,
1991).

A catalase (CAT) é uma enzima tetrameérica, presente nos peroxissomas das células, e
tem funcéo de consumir peroxidos de hidrogénio produzidos em condi¢cfes de estresse sendo,
portanto, capaz de realizar a desintoxicacdo de O2 e H.0., quebrando os perdxidos de
hidrogénio em oxigénio molecular e &gua, sem a producdo de radicais livres (MALLICK;
MOHN, 2000).

Segundo Ferreira et al. (2013), existem estudos que demonstram a correlacdo entre a
perda da viabilidade das sementes e a queda na atividade da enzima esterase (EST), pois, essa
enzima esté envolvida em reagdes de hidrolise de ésteres. Esse grupo hidrolitico libera acido
graxo dos lipidios, os quais sdo usados na oxidacdo, como fonte de energia para eventos
germinativos. Enquanto muitos desses lipidios sdo provenientes de lipossomos, alguns sao
constituintes de membrana, cuja degradacdo aumenta com a deterioracao.

J& a enzima malato desidrogenase (MDH) apresenta importantes funcgdes fisioldgicas
dentro da célula, como enzimas do ciclo de Krebs, além de atuar como papel central na
maioria das rotas bioquimicas da célula. Essas enzimas sdo encontradas em associa¢cdes a uma
grande quantidade de organelas subcelulares, apresentando diferencas na regulacdo da
atividade em varios sitios (SCANDALIOS, 1974). A enzima MDH exibe poucas mudangas
qualitativas durante o curso de desenvolvimento de um organismo. Por se tratar de uma
enzima importante na respira¢do, o aumento do nimero e/ou da intensidade da coloracédo de
bandas em sementes submetidas a periodos longos de armazenamento, pode ser em funcédo do
aumento da respiracdo, 0 que ocorre em sementes que Se encontram em processo de
deterioracdo avancado, uma vez que enzimas envolvidas na respiracdo podem ser ativadas em
sementes de qualidade reduzida (SHATTERS et al., 1994).

A enzima éalcool desidrogenase (ADH) esta relacionada a respiracdo anaerdbica,
promovendo reducdo do acetaldeido a etanol (BUCHANAN, GRUISSEN; JONES, 2000). O
acetaldeido acelera a deterioracdo das sementes, portanto, com o aumento da atividade da
enzima ADH as sementes ficam mais protegidas contra a acdo deletéria deste composto,
constituindo uma ferramenta de grande valor no diagnostico da qualidade de sementes
(ZHANG et al. 1994).
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A enzima isocitrato-liase (ICL) participa do ciclo do glioxilato, pertencente ao
metabolismo de lipidios (ZORATO et al., 2007). Em sementes de soja, as enzimas isocitrato-
liase sdo chave na regulacdo do ciclo do glioxilato e estdo diretamente envolvidas no
metabolismo de lipidios armazenados nas sementes oleaginosas, e no desenvolvimento das
atividades nos glioxissomos. As atividades dessa enzima aumentam durante a germinacéo das
sementes, obtendo-se valores maximos quando ocorre 0 maximo da proporcdo de lipidios
degradados e na sintese de sacarose (BEWLEY; BLACK, 1994). No ciclo do glioxilato, os
lipidios insollveis das sementes se transformam em acucares solUveis, sacarose, 0s quais sdo
facilmente deslocados para as regifes meristeméticas, radiculares e apicais (CIONI,;
PINZAUTI; VANNI, 1981).

2.5 Tratamento de sementes no controle de patdégenos

O tratamento de sementes € uma técnica aplicada em diversas culturas para uma
variedade de objetivos, sendo a principal utilizacdo como uma forma de garantia e protecdo de
sementes contra 0 ataque de patdgenos durante 0 armazenamento e a germinagio e,
consequentemente, garantir o estabelecimento do cultivo. Deste modo, o tratamento de
sementes tem chamado atencdo como uma forma de agregar valor a sementes, favorecer o
desenvolvimento das plantas e consequentemente a produtividade das culturas (TAYLOR,;
HARMAN, 1990; BENNETT; FRITZ; CALLAN, 1992).

Contudo, tem-se evidenciado nos ultimos anos que, mesmo com a adoc¢do de todas as
praticas de manejo, a lavoura pode ndo apresentar um bom estabelecimento inicial, resultando
em estande menor de plantas e, se a cultivar ndo apresentar boa plasticidade, a produtividade
podera ser reduzida. Isso se deve ao aumento do ataque de patdgenos as sementes antes da
emergéncia das plantulas, muitas vezes condicionado aos fatores adversos do ambiente que, a
semente, por si s, pode nédo se sobressair e sucumbir ao ataque de fungos e pragas de solo
(GOULART, 2005).

Deve-se considerar, também, que ndo apenas 0s microrganismos de solo sdo danosos.
As sementes podem trazer consigo patdgenos aderidos externamente, no tegumento, ou estar
infectadas, acabando por contaminar areas isentas, sendo aquelas consideradas o principal
veiculo de transporte e, consequentemente, de contaminacdo de areas antes livres de
determinado patogeno. Além da disseminagdo, esses fungos intrinsecos podem levar as
sementes a morte antes mesmo da sua emergéncia ou causar estabelecimento desuniforme da
lavoura (CONCEICAO, 2013).
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De modo geral, o tratamento de sementes ¢ a aplicagdo de processos e substancias que
preservam ou aperfeicoam o desempenho das sementes, permitindo a méaxima expressao de
seu potencial genético quando cultivadas. Dentre os produtos geralmente aplicados se incluem
os defensivos agricolas (fungicidas, inseticidas e nematicidas), os produtos bioldgicos
(Trichoderma, bacillus) e inoculantes (Rhizobium fixadoras de nitrogénio), os bioestimulantes
(reguladores vegetais) e os micronutrientes. (MENTEN; MORAES, 2010).

Os principais métodos de tratamento quimico realizados em sementes no pré-plantio
sdo o recobrimento de sementes e a peletizacdo (TAYLOR; HARMAN, 1990). O
recobrimento de sementes, em uma definicdo geral, consiste na adicdo de produtos sobre a
superficie da semente. No entanto, diferentemente da peletizagdo, esta adicdo ndo causa
alteracdo no tamanho ou forma da semente.

Os produtos utilizados podem estar no estado sélido (p6), porém 0s mais comumente
empregados sao liquidos, em seu estado puro ou pela dissolugdo dos mesmos em polimeros
com a funcdo de espalhar e aderir o produto sobre a superficie da semente (TAYLOR,;
HARMAN, 1990). Apesar da utilizacdo de inseticidas e fungicidas, outros produtos também
podem ser acrescidos como nutrientes, reguladores vegetais, osmorreguladores, etc.
(BENNETT; FRITZ; CALLAN, 1992).

2.5.1 Tratamento bioldgico

Para atender a procura, cada vez maior, de produtos e alimentos livres de residuos
deixados pelas aplicacBes de agrotdxicos, o controle biol6gico de pragas e doengas constitui-
se uma importante alternativa. O Brasil e outros paises, que tem na agricultura a base de sua
economia, necessitam do aumento na producdo e oferta de alimentos mais saudaveis, onde o
controle bioldgico deve ser indispensavel para se obter um sistema sustentavel de producéo
integrada (LOPES, 2009). Além disso, os fungicidas biologicos sdo atraentes para a
agricultura comercial porque atingem alguns nichos onde o controle quimico ndo é capaz de
atuar. Os pesticidas quimicos perdem a agdo regulatoria devido a resisténcia das pragas, sao
substituidos ou tém seu uso diminuido em ambientes onde se deseja manter as comunidades
microbianas do solo (HARMAN, 2000). Entretanto, apenas a substituicdo de um produto
quimico por um biolégico ndo é a situacdo adequada, mas, € sim, caminhar para o
desenvolvimento de sistemas de cultivo mais sustentaveis e, portanto, menos dependente do
uso de agrotoxicos (MORANDI; BETTIOL, 2009).
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O emprego de microrganismos para o controle de fitopatogenos pode ser direto,
quando esses sao utilizados vivos; ou indireto, através da aplicacdo de seus metabdlitos. Em
ambos 0S casos necessita-se obter produtos que mantenham as caracteristicas dos
microrganismos ou de seus metabdlitos. Dessa forma, esses produtos precisam ser
adequadamente formulados para facilitar a comercializacdo, o transporte, a aplicacdo e o
armazenamento, sem que ocorram grandes alteracfes em suas caracteristicas.

Produtos formulados a partir de Bacillus subtilis vém sendo utilizados, desde 1983,
nos EUA para o tratamento de sementes de amendoim, entre outras culturas, contra varios
fitopatdgenos (WELLER, 1988).

Alguns estudos tém mostrado a eficiéncia do uso de B. subtilis como agente de
biocontrole e, ou, promotor de crescimento em plantas (ONGENA et al., 2008). A capacidade
de ocupar eficientemente nichos distintos e apresentar uma notoria versatilidade fisioldgica, o
faz bactéria impar para estudos futuros. Atualmente os bioprodutos a base de Bacillus subtilis
mostram-se efetivos na reducdo de enfermidades no campo, além de menos agressivos ao
meio ambiente (LANNA FILHO et al. 2010).

Utiliza-se B. subtilis comercialmente para o biocontrole de enfermidades de plantas,
assim como para aumentar a produtividade de algumas culturas (NGUGIA et al., 2005; YAO
et al., 2006).

O efeito in situ pela exposicdo de células vivas de B. subtilis pode ocasionar a
promocdo de crescimento e/ou o biocontrole, neste Ultimo podendo ser de natureza direta ou
indireta. O antagonismo direto exercido contra fitopatégenos tem o envolvimento dos
conhecidos mecanismos de antibiose, como a sintese de substdncias antimicrobianas, a
competicdo por espaco e nutrientes e a sintese de compostos volateis. (ONGENA et al., 2007;
LEELASUPHAKUL et al., 2008).

Bactérias antagdnicas como o B. subtilis, de modo geral agem significativamente por
antibiose e, ocasionalmente, por parasitismo e competicdo. Os microrganismos que agem por
antibiose, geralmente tém amplo espectro de acdo, de forma que na inibicdo dos fungos a
producdo de substancias toxicas é mais efetiva do que qualquer outro mecanismo de acéo
envolvido (KUPPER; GIMENES-FERNANDES; GOES, 2003).

A aplicagdo de trichoderma pode ser feita nas sementes, no substrato, no sulco de
plantio ou em matérias organicas que serdo incorporadas antes do transplante das mudas
(LUCON, 2009). Independente da forma de aplicacdo ha a necessidade de usar produtos
bioldgicos como uma alternativa para a redugdo do uso de produtos quimicos. Conforme Luz

(2001), os bioprotetores apresentam-se como uma tecnologia alternativa para o controle de
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fitopatdgenos, pois os bioagentes, em especial espécies de Trichoderma, poderdo ter um
importante impacto na reducdo do uso excessivo de fungicidas, no desenvolvimento da
agricultura sustentavel e na protecdo do meio ambiente, reduzindo, dessa forma, de acordo
com Morandi e Bettiol (2009) diversos problemas, como contaminacdo dos alimentos, do
solo, da 4agua e dos animais, além de intoxicacdo de agricultores, desequilibrios biologicos,
reducdo da biodiversidade, dentre outros.

Algumas linhagens de Trichoderma sdo utilizadas no controle de fitopatdgenos e na
promocdo de crescimento vegetal devido a sua versatilidade de acdo, como parasitismo,
antibiose e competigdo, além de atuarem como indutores de resisténcia das plantas contra
doengas. Essas caracteristicas tornam Trichoderma um dos fungos mais pesquisados em
condicdes de laboratério, casa de vegetacdo, no Brasil, estufa em Portugal, e campo
(DELGADO et al., 2007; FILHO et al., 2008; LOUZADA et al., 2009; HOYOS-
CARVAJAL; ORDUZ; BISSETT, 2009).

A aplicagdo de Trichoderma tem proporcionado aumentos significativos na
percentagem e na precocidade de germinacdo, no peso seco e na altura de plantas, além de
estimular o desenvolvimento das raizes laterais (MELO, 1996; CONTRERAS-CORNEJO et
al., 2009). Eles sdo capazes de atuar como bioestimulantes do crescimento radicular,
promovendo o desenvolvimento de raizes através de fito horménios e assim, melhorar a
assimilacdo de nutrientes, aumentando a resisténcia diante de fatores bidticos ndo favoraveis,
além de degradar fontes de nutrientes que serdo importantes para o desenvolvimento do
vegetal (HARMAN, 2000; HARMAN et al., 2004).

2.5.2 Tratamento quimico

Como uma forma de minimizar o impacto negativo que porventura possa ocorrer em
detrimento de microrganismos e insetos-pragas ao estabelecimento adequado da lavoura,
devido a reducdo da germinacéo e vigor das sementes, é que foi desenvolvida a modalidade
de tratamento de sementes. Ressalta-se, também, que essa tecnologia contribui para o
adequado desenvolvimento inicial da lavoura em condi¢des adversas do ambiente, somado, é
claro, a utilizagdo de sementes de alta qualidade. Com o uso de defensivos via tratamento
desementes, o controle de insetos-praga e patdgenos que atacam a soja é realizado desde o
inicio do ciclo, sendo essa uma pratica amplamente adotada pelos agricultores, devido a sua
eficiéncia (CECCON et al., 2004).
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Atualmente, uma nova modalidade tem sido utilizada visando acompanhar a
modernizacdo da agricultura. Os tipos dessas tratadoras podem ser defluxo continuo ou de
batelada. Nas tratadoras de batelada a semente é colocada dentro de uma camara giratoria, que
enquanto gira, o produto é pulverizado de um local central e distribuido sobre a semente que
estd girando. O resultado é uma carga precisa da semente com o liquido do tratamento
(PLATZEN, 2010).

Entre os beneficios do tratamento industrial de sementes destacam-se o baixo risco de
operacdo e menor exposicdo do operador, maior longevidade de armazenamento, assegurando
maior germinacdo e expressdo do potencial produtivo e utilizacdo de polimeros que protegem
a tecnologia e o germoplasma (GOULART, 2005).

Além da aplicacdo de fungicidas, inseticidas e micronutrientes as sementes, via
tratamento industrial, em virtude da crescente preocupacdo com 0 meio ambiente e com a
seguranca dos funciondrios durante o processo de manipulagéo das sementes ha, no momento,
um aumento na demanda por tecnologias adicionais, dentre as quais 0 uso de recobrimento de
sementes com polimeros em associacdo ao tratamento quimico. Esses produtos, provenientes
da industria farmacéutica, fazem com que haja maior retencdo dos produtos fitossanitarios as
sementes, garantindo que fungicidas, inseticidas e micronutrientes apresentem maior
eficiéncia, por estarem mais firmemente aderidos as sementes, além de liberar menor
quantidade de residuos de produtos na manipulacdo das sementes durante a semeadura da
lavoura, reduzindo a exposicdo dos funcionarios aos defensivos, sendo um forte argumento
para o uso desse tipo de produto (TAYLOR et al., 1998).

Os fungicidas podem ser considerados como de contato (protetores) e sistémicos, e 0s
mais recomendados, normalmente, sdo comercializados em formulagdo que contem principios
ativos com esses dois modos de acdo. Entre os produtos comerciais disponiveis atualmente, 0s
mais utilizados tém como principio ativo carbendazin+thiram, carboxim+thiram,
fludioxonil+mefenoxan (GOULART, 2010).

2.5.3 Ozbnio

O ozobnio apesar de ainda ndo ser consolidado como um tipo de tratamento de
sementes, apresenta um enorme potencial para esta finalidade.

O oz6nio foi descoberto em 1839 por Schdnbein enquanto estudava a decomposi¢édo
eletrolitica da agua (LAPOLLI et al., 2003), no entanto ha relatos sobre o gas desde 1785,

quando o fisico holandés, Van Marum, observou que a descarga elétrica em ar resultava em
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um odor irritante bastante caracteristico (RIDEAL, 1920). Posteriormente Hunt concluiu, em
1848, que o oz6nio era a forma alotrépica do oxigénio (VIDAL, 2003; RUSSEL; HUGO;
AVLIFEE, 1999), contudo uma década depois foi confirmada sua composicao triatbmica.
Werner Von Siemens identificou, em 1857, que o ozdnio poderia ser gerado a partir de
descargas elétricas em meio gasoso. Ja em 1889, o quimico francés Marius Poul Otto,
comegou 0s estudos do gas como agente germicida na Universidade de Sorbone, Paris
(LANGLAIS; RECKHOW; BRINK, 1991).

No ano de 1982, o gés ozonio foi considerado uma substancia GRAS (“General
Recognized As Safe”) pela FDA (Food and Drung Administratin) passando a ser reconhecido
como um produto seguro para tratamento de agua, com isso uma série de outras aplicaces
comerciais foram desenvolvidas, incluindo tratamento de aguas residuais e desinfeccdo de
agua de piscina (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIN, 2004; RUSSEL; HUGO;
AVLIFFE, 1999). A partir da década de 90, houve um crescente interesse no uso do 0zénio no
processamento de alimentos, decorrente de os Estados Unidos afirmarem o gas como
substancia GRAS (GRAHAM, 1997).

De acordo com Dalsasso (1999), no Brasil, o uso do ozbnio teve inicio em 1983
quando algumas estacdes de tratamento de agua buscavam novas alternativas para substituir
0s métodos convencionais de pré-cloracdo e de pré-aeracdo de aguas superficiais. No ano de
1985, industrias como Pirelli e Cutrale, instauraram o processo de tratamento de &gua em suas
estacdes por meio da pré-ozonizacdo. Nesse mesmo periodo, industrias de engarrafamento de
agua mineral também iniciaram o controle bacteriolégico utilizando o ozénio.

Quanto as propriedades fisicas e quimicas o 0z6nio, € um gas que se encontra na
forma triatbmica do oxigénio (Os), tem solubilidade parcial em &gua e é extremamente
instdvel (DI BERNARDO; DANTAS, 2005). O gas tem odor penetrante podendo ser
facilmente detectavel em concentragdes muito baixas (0,01 a 0,05 mg L) (LAPOLLI et al.
2003). Lapolli et al. (2003) e Rice et al. (1981) afirmam ainda, que o0 o0zonio possui elevado
potencial de oxidacdo se comparado a outros agentes oxidantes (2,07 mV), sendo ele o
segundo mais poderoso agente oxidativo, ficando atras apenas do fltor (3,06 mV).

Decorrente de sua relativa insolubilidade em solucdo aquosa, 0 0zdnio apresenta meia-
vida que varia de 20 a 30 minutos em &gua destilada a 20°C (VIDAL, 2003; KHADRE;
YOUSEF; KIM, 2001), contudo alguns autores encontraram uma meia-vida de 165 minutos
(DI BERNARDO; DANTAS, 2005; VIDAL, 2003; KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001). Em
fase gasosa, 0 0zOnio é mais estavel, sua meia-vida no ar atmosférico, de acordo com a

Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, é da ordem de 12h apds sua geracdo em
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temperaturas baixas. (DI BERNARDO; DANTAS, 2005; VIDAL, 2003; RUSSEL; HUGO;
AVLIFFE, 1999; GRAHAM, 1997; WICKRAMANAYAKE, 1991; RICE et al., 1981).

A auto decomposicdo do ozénio € rapida, converte-se em oxigénio e ndo ha residuos
nos produtos tratados (NAITO; TAKAHARA, 2006; GIORDANO, 2009). Observa-se, ainda,
que o ozbnio ndo reduz as caracteristicas nutritivas dos cereais e que ndo sdo formados
metabdlicos prejudiciais a salude de seres humanos e animais (KIM; YOUSEF;
KHADRE,2003; MENDEZ et al., 2003; YOUNG; ZHU; ZHOU, 2006).

Usualmente a producdo comercial do ozonio é realizada por meio de descargas
elétricas, comumente chamado de processo corona (RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999;
USEPA, 1999). No processo corona o 0zénio é gerado pela passagem de ar ou oxigénio puro
entre dois eletrodos submetidos a uma elevada diferenca de potencial (aproximadamente
1000V). No momento que a molécula de oxigénio possui energia suficiente para se dissociar,
comecam a ocorrer colisdes e consequentemente a formacgdo do ozoénio. (USEPA, 1999). O
0zOnio produzido com seu alto poder oxidativo, tem grande eficiéncia na inativagdo de
bactérias, bolores, leveduras, virus, protozoarios, inclusive formas esporuladas e cistos de
protozoarios, que sdo mais resistentes (SOUZA, 2006; LAPOLLI et al., 2003; USEPA, 1999).

De acordo com Silveira (2004) e Hunt e Marifias (1999), o 0z6nio atua primeiramente
na membrana celular. Sua acdo antimicrobiana é decorrente da oxidacdo de glicolipideos,
glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a permeabilidade e causando sua
rapida lise. O oz6nio provoca também um colapso da atividade enzimatica celular, pois ataca
grupos sulfidrilas de enzimas (SILVEIRA, 2004; HUNT; MARINAS, 1999).

Alguns trabalhos estdo sendo realizados para comprovar a eficacia do gas na
eliminacdo de inéculos de fungos também em sementes, diminuindo assim a utilizagdo de
fungicidas quimicos.

White et al. (2013) observou que o uso do ozénio nas concentracdes medianas - 500 e
1000 ppm - foi mais eficaz na reducdo da presenca de Aspergillus, Fusarium e Mucor em
sementes de milho com alta umidade e que as infecgbes por Penicillium diminuiram com
concentragdes de ozonio de 1000 e 15.000 ppm, j& para eliminar Rhizopus foi necessaria uma
concentracdo de ozonio de 15.000 ppm.

Usando o 0zonio nas concentragdes 10, 20 e 40mg L em sementes de arroz Beber-
Rodrigues et al. (2015) observou extensa reducdo da carga total dos fungos Aureobasidium,
Aspergillus, Penicillium e leveduras apesar de demonstrarem resisténcia na concentracdo de

gas O3 de 10mg L™, de modo que os géneros de fungos mais sensiveis foram Acremonium e
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Alternaria. Entretanto as concentracdes 20 e 40mg L™ apresentaram maiores reducdes para
todos os fungos.

Ramos (2015) estudou métodos de otimizar o uso do processo de ozonizacdo da
desinfeccdo de sementes de Dimorphandra mollis Benth., Enterolobium gummiferum (Mart.)
e Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville. Para isso foi aplicado quatro tratamentos:
testemunha; &lcool 50% e hipoclorito de sodio 1%, por 1 minuto; dgua destilada na presenga
do gas 0zonio por uma hora; 0zénio (gas) por uma hora. Os tratamentos de desinfeccdo das
sementes das trés espécies mais eficientes foram com agua ozonizada por uma hora, seguido
do tratamento de alcool 50% e hipoclorito 1% por um minuto

Para avaliar a acdo do 0z0Onio na sanitizacdo de sementes de girassol Rodrigues et al.
(2015) submeteu as sementes a ambiente rico em 0z6nio pelos periodos de 20 minutos, 60
minutos, 120 minutos e sem ozonizagdo (controle) na concentracdo de concentracdo de 1741
ppm de ozénio e concluiu que o tratamento de sementes de girassol com o0zOnio na
concentracdo de 1741 ppmv (0,24 g/h), por 60 minutos, reduziu a populacdo fungica de
Alternaria sp., Fusarium sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp. sem afetar o seu potencial
fisioldgico.

Também com o objetivo de avalizar o 0z6nio como agente fungicida e seu efeito na
qualidade do arroz, Santos (2016), aplicou 0zonio na concentragdo de 10,13 mg L%, em fluxo
continuo de 1,0 L/min, por cinco periodos de exposicao (12, 24, 36, 48 e 60 h). A partir dos
testes realizacfes concluiu-se que houve o efeito fungicida do gas 0z6nio em grdos de arroz a
partir de 13 h de exposi¢do das sementes ao 0zonio.

Objetivando avaliar a eficacia do gas ozénio na desinfeccdo, Ribeiro (2016), tratou
graos de milho com 13,5 mg L™! de O3 com fluxo de 1,0 L min™, por periodos de exposicéo de
12, 24, 26, 48 e 60 horas. O autor concluiu que nas condicdes adotadas, os resultados
indicaram que o oz6nio se mostrou eficiente fungicida de grdos de milho sem alterar a
qualidade fisico-quimicas dos mesmos.

Ainda s&o poucos os trabalhos que comprovam a eficiéncia do 0zonio na eliminacéo de
patdgenos em sementes e seus efeitos sobre a qualidade das sementes, sendo necessario a

realizacdo de pesquisas para solidificar o uso do 0z6nio no tratamento de sementes.
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RESUMO

As sementes sdo consideradas veiculo de tecnologia, por isso, torna-se imprescindivel o
constante investimento em melhorias nos processos de producdo, sendo um dos aspectos de
grande importancia o tratamento de semente. I1sso porque as sementes sdo um dos meios mais
eficientes de disseminacgdo de pragas e doencas nas culturas, capazes de contaminar areas até
entdo desprovidas de tais patdgenos. Umas das técnicas que vem se mostrando promissora no
controle de fungos em sementes, é 0 uso do gas ozbnio, que tem como vantagem nao ser
prejudiciais a0 meio ambiente e de reduzir a emissdo de residuos quimicos, pelo aumento do
uso de fumigantes pesticidas empregados no manejo de sementes, além disso, seria uma
técnica viavel para o controle de patdgenos em sementes utilizadas na implantacdo de campos
para producdo organica. Desta forma objetivou — se avaliar o efeito do gas 0zonio no controle
do patogeno Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides inoculados em sementes de
algoddo, bem como seu efeito sobre a qualidade fisiolégica das sementes. Utilizou-se
sementes de algoddo da variedade FM 975 WS, inoculadas com o fungo por periodos de 48h
e 72h, sendo realizada uma diluicdo de sementes inoculadas em sementes ndo inoculadas para
obtencdo de 4 lotes com diferentes niveis de inoculo, sendo eles, 25% de sementes inoculadas
por 48h e 75% de sementes ndo inoculadas; 50% de sementes inoculadas por 48h e 50% de
sementes nao inoculadas; 25% de sementes inoculadas por 72h e 75% de sementes nao
inoculadas; 50% de sementes inoculadas por 72h e 50% de sementes nédo inoculadas. Foram
realizados os testes de germinacdo, primeira contagem, emergéncia, estande inicial para a
avaliacdo da qualidade fisiologica e o Blotter Test para a qualidade sanitéaria. O tratamento de
sementes de algoddo na concentracdo 25 g/m3 por 40 minutos foi eficiente no controle dos
patdgenos Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, Aspegillus e Fusarium e aos 60
minutos controlou o fungo Penicillium e ndo afetou a qualidade fisiol6gica e bioquimica das
sementes.

Palavras - chaves: Qualidade fisiologica, Colletotrichum gossypii, ramulose, 0zénio.
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1 INTRODUCAO

O algoddo, pertencente a familia Malvaceae, género Gossypium L. e espécie
Gossypium hirsutum, € uma planta dicotiledénea hirsuta ou glabra, anual ou perene, herbacea,
arbustiva ou arborea. Tem como principal meio de propagacéo, as sementes, recobertas por
fibras pequenas chamadas linter, e que representam 8 a 12% do peso total da semente. Além
disso, sdo ditas oleaginosas, com teores de 6leo variando de 30 a 35% (BELTRAO;
SOUZA,1999).

Nos Ultimos anos houve um aumento significativo tanto em produtividade como na
producdo da cultura do algodoeiro, resultado dos avancos genéticos e das adequacBes dos
sistemas de producdo, o que tem permitido a viabilidade econdmica dessa cultura, sendo seu
cultivo, concentrado principalmente nas regides da Bahia e Mato Grosso, que apresentam
participacbes de 22,61% e 66% na producdo da cultura (CONAB, 2017). No entanto, as
condigdes edafocliméticas e o sistema de cultivo com base em extensas &reas com poucas
cultivares plantadas, muitas delas suscetiveis a mais de uma doenca, agravam as doencas
endémicas na regido, muitas dessas antes consideradas pouco expressivas, além de possibilitar
surtos epidémicos de novas doengas (SUASSUNA et al., 2006).

Em um programa de controle de qualidade de sementes, exige-se a utilizacdo de
procedimentos que incorporem avancos tecnoldgicos dirigidos a eficiéncia de manejo, entre
eles 0 uso de técnicas fisicas, bioquimicas e moleculares capazes de gerar informag6es
adicionais a andlise de sementes e ao controle de qualidade. Uma semente de qualidade deve
atender aos quatro atributos, sao eles: fisicos, fisiologicos, genéticos e sanitarios (GOULART
et al., 2008).

A utilizacdo de sementes com elevada qualidade sanitéria e fisioldgica é uma das
estratégias mais eficazes em diminuir a disseminacao nos patdgenos. Para isso a obtencdo de
sementes de algodoeiro com boa qualidade sanitaria exige o conhecimento a respeito de
transmisséo e disseminagéo dos patdégenos que podem ser associados a cultura.

A cultura do algoddo esta susceptivel ao ataque de varios fungos transmitidos via
sementes e que causam doencas de grande importancia econdémica, gerando prejuizos a toda
lavoura. A ramulose uma das principais doencas causada pelo fungo Colletotrichum gossypi
var. cephalosporioides, um patdgeno importante para a cultura, pois causa 0 tombamento
tanto na pré quanto na pés emergéncia, lesdes nas folhas, nanismo e o super brotamento que
compromete toda a producdo da planta, ocasionando perdas de mais de 80% (SILVA-MANN
et al. 2005; WEIR; JOHNSTON; DAMM, 2012; CHITARRA; BARBOSA, 2014).
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Dentre as alternativas utilizadas para diminuir a incidéncia de fungos em sementes e
possibilitar uma emergéncia em campo, mais uniforme, estd o tratamento sanitario de
sementes. Pesquisas que busquem tratamentos mais eficientes, de melhor custo beneficio, e
que ndo causem danos as sementes (MENTEN; MORAES, 2010), vém ganhando destaque,
entre eles, o tratamento com o gas ozonio.

O ozbnio é um forte agente oxidante que pode ser gerado no local de trabalho,
surgindo como alternativa na prevencgdo e controle na contaminacdo de insetos e fungos em
sementes e grdos armazenados. Evita a necessidade de manipulacdo, armazenamento ou
eliminacdo dos recipientes de produtos quimicos, possui vida curta pois degrada - se
rapidamente em oxigénio (SOUZA, 2006; LAPOLLI et al., 2003).

Para avaliar a acdo do 0z6nio na sanitizacdo de sementes de girassol Rodrigues et al.
(2015) submeteu as sementes a ambiente rico em oz6nio pelos periodos de 20 minutos, 60
minutos, 120 minutos e sem ozonizagéo (controle) na concentracdo de concentragdo de 1741
ppm de ozénio e concluiu que o tratamento de sementes de girassol com 0zOnio na
concentragdo de 1741 ppmv (0,24 g hl), por 60 minutos, reduziu a populacdo fungica de
Alternaria sp., Fusarium sp., Aspergillus sp. e Penicillium sp sem afetar o seu potencial
fisiol6gico.

Também com o objetivo de avalizar o 0z6nio como agente fungicida e seu efeito na
qualidade do arroz, Santos et al. (2016), aplicou 0zonio na concentracdo de 10,13 mg L%, em
fluxo continuo de 1,0 L min?, por cinco periodos de exposicdo (12, 24, 36, 48 e 60 h). A
partir dos testes realizacdes concluiu-se que houve o efeito fungicida do gas ozénio em gréos
de arroz a partir de 13 h de exposi¢do das sementes ao 0zénio.

Objetivando avaliar a eficacia do gas ozénio na desinfeccdo, Ribeiro (2016), tratou
grdos de milho com 13,5 mg L de O3 com fluxo de 1,0 L min™, por periodos de exposicéo de
12, 24, 26, 48 e 60 horas. O autor concluiu que nas condi¢cdes adotadas, os resultados
indicaram que o o0z6nio se mostrou eficiente fungicida de grdos de milho sem alterar a
qualidade fisico-quimicas dos mesmos.

Baseado nos potenciais beneficios que o tratamento com o gas ozbnio tem sobre a
gualidade das sementes, o objetivo com presente trabalho foi avaliar a eficiéncia desse gas
como agente controlador do fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides, causador
da ramulose, em sementes de algodao e seus efeitos na qualidade fisiologica e bioguimica das

sementes.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Patologia de Sementes e no
Laboratdrio de Analises de Sementes localizados na Universidade Federal de Lavras — UFLA.
As sementes foram tratadas com o géas ozonio na empresa Ozone&L.ife situada na cidade de
Sao José dos Campos — SP.

As sementes utilizadas foram da cultivar FM975 WS, da safra 2016, inoculadas com o
fungo Colletotrichum gossypii var. cephalosporioides por periodos de 48h e 72h. Sobre o
substrato BDA foram colocados cinco discos da cultura do patdgeno Colletotrichum gossypii
var. cephalosporioides e em seguida incubado em cémara com temperatura de 20°C e
fotoperiodo de 12 h durante trés dias. Apos o desenvolvimento do micélio do fungo e tomada
de toda a placa, as sementes foram colocadas sobre as col6nias, em uma camada simples,
sendo mantidas por diferentes periodos de exposi¢do. Apos o periodo de incubacdo (48h e 72
h) as sementes foram retiradas e secadas, separadamente em temperatura ambiente pelo tempo
de 72h. (SOUSA et al., 2008).

Apds o procedimento de inoculacdo foi realizada uma mistura de sementes inoculadas
com sementes ndo inoculadas para obtencdo de quatro diferentes amostras, sendo eles uma
mistura de: 25% de sementes inoculadas por 48h e 75% de sementes ndo inoculadas (amostra
1); 50% de sementes inoculadas por 48h e 50% de sementes ndo inoculadas (amostra 2); 25%
de sementes inoculadas por 72h e 75% de sementes ndo inoculadas (amostra 3); 50% de
sementes inoculadas por 72h e 50% de sementes ndo inoculadas (amostra 4).

Para avaliar e determinar a eficiéncia do 0z6nio como um método de desinfeccdo e
desinfestacdo das sementes de algodao, os seguintes tratamentos foram estabelecidos: controle
(sem ozonizacdo) e as demais ozonizacbes nos tempos de 20, 40, 60 e 120 minutos na
concentracdo de 25g m,

O ozobnio foi obtido por meio da central geradora de 0zonio da empresa Ozone & Life
(gerador de ozénio e 0 modelo O & 35.0 rm), este gerador produz ozonio por descargas
elétricas no ar atmosférico rico em O: (ar ou Oz puro) pelo processo denominado Corona.

As sementes foram colocadas em uma camara de fluxo continuo, feita com tubo de
PVC que apresentam uma valvula em cada extremidade do reator segundo descrito por
Rodrigues et al., (2015). Apos submeter as sementes ao 0zonio, foram realizados testes de
vigor, de viabilidade analises de atividade enzimatica para avaliar os possiveis efeitos do

0zOnio sobre a qualidade fisioldgica das amostras.
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Para o teste de germinacdo, foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes por
tratamento em cada uma das amostras, semeadas em papel germitest, umedecido com 2,5
vezes 0 peso seco do substrato. Os rolos foram mantidos em germinador a 25°C, com a
primeira contagem realizada no 4° dia ap0s a semeadura e a Gltima contagem realizada no 12°
dia. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009b).

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado com quatro repeticoes de 50
sementes por tratamento para cada lote. As sementes foram colocadas sobre uma tela de
aluminio, encaixada a um gerbox. Em cada gerbox foram adicionados 40 ml de agua
destilada. Em seguida, os gerboxes foram mantidos em BOD a 41°C por 72h (MARCOS-
FILHO, 2015). Apos esse periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo com
avaliacdo 4 dias apds a semeadura. Os resultados foram expressos em porcentagem de
plantulas normais, seguindo os critérios ja estabelecidos nas Regras para Analises de
Sementes (BRASIL, 2009b).

No teste de condutividade elétrica foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes
por tratamento para cada uma das quatro amostras. As sementes foram pesadas e embebidas
por 24h em recipientes contendo 75 ml de agua deionizada, a uma temperatura de 25°C. Os
resultados foram determinados com o auxilio de um condutivimetro e os resultados foram
expressos em pS/cm/g de sementes, de acordo com a metodologia de Marcos-Filho (2015).

Para avaliar emergéncia de plantulas a semeadura foi realizada em bandejas plasticas e
preenchidas com substrato areia e solo na propor¢do de 2:1. Foram usadas quatro repeticdes
de sementes para cada tratamento. O substrato foi umedecido com um volume de agua
correspondente a 70% da capacidade de retencdo. As bandejas foram colocadas em camaras
de crescimento vegetal na temperatura de 25 °C com o fotoperiodo de 12h. A partir do
momento que ocorreu a emergéncia da primeira plantula, foram feitas avaliagdes diarias,
contabilizando o namero de plantulas emergidas até a estabilizacdo. O estande inicial foi
avaliado aos 7 dias ap0s a semeadura. Foram consideradas a porcentagem de plantulas
normais aos 14 dias, bem como o indice de velocidade de emergéncia (IVE), determinado
segundo férmula proposta por Maguire (1962).

O teste de sanidade foi realizado com duas folhas de papel filtro, colocadas em placas
de petri com 15 cm de didmetro e uma camada de &gar — agar a 1%. Para cada um dos
tratamentos foram utilizados oito repeticdes de 25 sementes cada, para 0s quatro amostras. Os
papéis de filtro usados na execucgdo do teste, foram umedecidos com &gua destilada mais 2,4 —
D. As placas de petri com as sementes ficaram incubadas sob lampadas de luz fluorescente
branca e fotoperiodo de 12 h por um periodo de 7 dias a temperatura de 20°C (BRASIL, 2009
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b). Ap6s completarem o periodo de incubacgdo, as sementes foram analisadas individualmente
com o auxilio de lupa estereoscdpica para a quantificacdo e identificagdo dos fungos. Os
resultados foram expressos em porcentagem de sementes infectadas.

Para a analise isoenzimatica 50 gramas de sementes foram maceradas com antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) em nitrogénio liquido. Foram pesadas subamostras de 100 mg do
material macerado e acrescido de 250 pL do tampé&o de extragdo (Tris HCI 0,2M pH 8,0 +
0,1% de B-mercaptoetanol). O material foi colocado em geladeira (4 °C) por 12 h e depois
centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C. A eletroforese em géis de poliacrilamida foi
desenvolvida em sistema descontinuo (4,5% gel de concentragdo e 7,5% gel de separacéo). O
sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Para proceder a corrida
eletroforética, foram aplicados nas canaletas dos géis 50 pL do sobrenadante de cada amostra
e a corrida realizada a 4 °C por quatro horas a uma voltagem constante de 150 V. Ao término
da corrida, os géis foram revelados para as enzimas e Alcool desidrogenase (ADH), Malato
desidrogenase (MDH), Catalase (CAT), Superoxido dismutase (SOD), Peroxidase (PO) e
Isocitrato liase (1SO), conforme protocolos contidos em Alfenas (2006).

O experimento foi executado em esquema fatorial 5x4, sendo cinco tempos de
exposicdo ao gas 0zOnio para 4 amostras de sementes. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado com 4 repeticdes de 50 sementes. Os dados foram submetidos as
analises de variancia e as médias comparadas pelo teste de Scott — Knott, a 5% de

probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados da porcentagem de incidéncia do patogeno Aspergillus (figura 2.1) ndo
houve diferenca significativa entre as sementes ndo tratadas e as sementes expostas ao 0z6nio
por 20 minutos. No entanto a incidéncia do fungo cai drasticamente a partir aos 40 minutos de

exposicéo ao 0zonio e reduz ainda mais quando nos periodos de 60 e 120 minutos.
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Figura 2.1 - Incidéncia (%) de Aspergillus em diferentes amostras de sementes de algodao
submetidos a diferentes tempos de o0zonizacao (minutos).
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Fonte: Do autor (2018)
Savi; Piacentini; Scussel (2015) concluiram que o tratamento com gas ozo6nio foi

efetivo para eliminagéo de Aspergillus em sementes de trigo.

A incidéncia do fungo Fusarium sp.(figura 2.2) para os amostras 1, 2 e 4 reduziu a

partir dos 20 minutos de exposicdo ao 0z6nio, apenas para a amostra 3 essa reducdo ocorreu a

partir dos 40 minutos de tratamento das sementes.

Figura 2.2 - Incidéncia (%) de Fusarium em diferentes amostras de sementes de algodado
submetidos a diferentes tempos de o0zonizagao (minutos).(Continua)
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Figura 2.2 - Incidéncia (%) de Fusarium em diferentes amostras de sementes de algodéao
submetidos a diferentes tempos de ozonizacao (minutos). (Concluséo)
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Para o patogeno Penicillium sp. (figura 2.3) foi observado uma reducdo gradativa da

incidéncia a partir dos 20 minutos de tratamento das sementes para as 4 amostras, entretanto

néo foi observado diferenca de reducéo de inoculo entre os tempos 60 e 120 de exposicdo ao

ozbnio.

Ozkan; Smilanick e Karabulut (2011) também confirmou que o efeito inibitorio do

0zOnio na germinagdo de esporos de Penicillium digitatum, Penicillium italicum e Botyris

cinerea em uvas foi maior com aumento da concentragdo de 0z6nio e tempo de exposicao.

Figura 2.3 - Incidéncia (%) de Penicillium em diferentes amostras de sementes de algodao
submetidos a diferentes tempos de ozonizagéo (minutos).
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Para o patogeno alvo dos estudos, o Colletotrichum gossypii var. Cephalosporioides,
(Figura 2.4) ndo houve diferenca significativa entre as sementes ndo tratadas e as sementes
tratadas com ozonio pelo periodo de 20 minutos. No entanto, percebe-se que com o aumento
do tempo de exposicdo das sementes inoculadas para 40 minutos houve uma reducao
significativa da incidéncia do patdgeno e quando expostas aos periodos de 60 e 120 minutos a
reducdo observada foi ainda maior chegado a 80% de redugdo da incidéncia para as 4
amostras.

Figura 2.4 - Incidéncia (%) de Colletotrichum em diferentes amostras de sementes de algod&o
submetidos a diferentes tempos de o0zonizagdo (minutos).
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Isso pode ser explicado pois, 0 0zdnio possui atividade fungitoxica e fungistatica,
podendo ser considerado uma alternativa adequada para o controle de patdgenos e, sendo esse
resultado, diretamente relacionado a concentracdo e tempo de exposicdo ao 0zénio (ONG, et
al., 2012). Esses resultados corroboram aos encontrados por Tzortzakis; Singleton e Barnes,
(2008) que concluiram que o ozénio tem efeito altamente inibitorio para a producdo de
esporos e crescimento de micélios de Colletotrichum.
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Pelos resultados dos testes fisiologicos, na primeira contagem de germinacao
(FIGURA 2.5) para as amostras 1 e 2 observa-se um aumento da porcentagem de plantulas
normais a partir dos 20 minutos de exposi¢cdo ao 0zonio. Ja para as amostras 3 e 4 nao houve
diferenca entre os tratamentos. A resposta mais positiva para o tratamento das sementes do
lote 1 e 2 pode ser explicado por estas amostras permaneceram menos tempo, 48 horas, em
contato com o inéculo e por isso ter favorecido a eliminacdo do patdgeno durante o

tratamento das sementes.

Figura 2.5 - Primeira contagem de germinacdo de diferentes amostras de sementes de algodao
submetidos a diferentes tempos de o0zonizagdo (minutos).
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Fonte: Do autor (2018)

Para a germinagdo (Figura 2.6) ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
para nenhum das amostras, entretanto pode-se observar um discreto aumento da porcentagem
de plantulas normais aos 60 minutos de exposicdo ao 0zonio quando comparado com as

sementes que nao foram tratadas, uma vez que a germinacdo que estava em torno de 70% teve
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um incremento de aproximadamente 10% para todas as amostras. Foi observado também que
as amostras que ndo receberam o tratamento com o0z6nio tiveram maior numero plantulas

anormais infectadas.

Figura 2.6 - Porcentagem de germinacdo de diferentes amostras de sementes de algoddo
submetidos a diferentes tempos de o0zonizagdo (minutos).
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Fonte: Do autor (2018).

Savi et al. (2014), avaliando sementes de trigo concluiu que, a aplicacdo do ozénio por
até 120 minutos nédo reduziu a porcentagem de germinacdo das sementes, demonstrando que
este ndo foi danoso a qualidade fisiologica. O mesmo foi observado por Trinetta et al. (2011)
trabalhando com tomate, meldo e alface, que observaram que o tratamento com 0z6nio ndo
reduziu a porcentagem de germinagédo das sementes.

Para condutividade elétrica das sementes (figura 2.7) ndo houve diferenga significativa
entre os tratamentos para nenhum das amostras, podendo-se inferir que 0 0zonio ndo causou

danos a membrana das sementes de algodao.
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Figura 2.7 - Condutividade elétrica de diferentes amostras de sementes de algodao submetidos
a diferentes tempos de ozonizagdo (minutos)
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Fonte: Do autor (2018).

Quando as sementes comecam a se deteriorar, um dos primeiros eventos que ocorrem
é a perda da integridade do sistema de membranas, o que eleva os resultados de condutividade
elétrica. Por estes resultados, pode-se perceber que o tratamento de sementes utilizando-se o
gas ozénio, ndo levou a diminuicdo da permeabilidade das membranas, ndo afetando o vigor
das sementes.

Quanto aos dados de plantulas normais apds o envelhecimento acelerado (Figura 2.8)
as sementes que receberam o tratamento com o 0z6nio apresentaram quantidade superior de
plantulas normais quando comparadas com as sementes ndo tratadas. O teste de
envelhecimento acelerado cria um ambiente com alta umidade e alta temperatura relativa,
fator este que favorece o desenvolvimento de fungos durante o teste. Nas sementes que nao
receberam o tratamento com 0z6nio apds o teste de envelhecimento foi observado a presenca
de col6nias fungicas, fato este que pode ter acarretado um menor numero de plantulas normais
ao final da avaliacao do teste.
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Figura 2.8 - Porcentagem de germinacdo apés envelhecimento acelerado de diferentes
amostras de sementes de algoddo submetidos a diferentes tempos de
0zonizacgdo (minutos).
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Fonte: Do autor (2018)

O estande inicial das plantulas de algod&o (Figura 2.9) ndo diferiram para as amostras
1 e 3, no entanto para as amostras 2 e 4 houve uma reducdo no estande inicial apenas para o
tempo de 120 minutos de exposi¢do ao 0zonio. Alguns tratamentos de sementes sdo capazes
de retardar o desenvolvimento inicial das plantulas, entretanto ndo apresentam diferencas no
estande final como observado na figura 2.10.
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Figura 2.9 - Estande inicial de diferentes amostras de sementes de algoddo submetidos a

diferentes tempos de o0zonizac¢ao (minutos)
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De acordo com os dados de emergéncia de plantulas ndo houve diferencga significativa

entre as sementes tratadas e ndo tratadas com o 0zénio bem como para o indice de velocidade

de emergéncia (figura 2.10 e 2.11).

Figura 2.10 - Porcentagem de emergéncia de plantulas de diferentes amostras de sementes de
algodéao submetidos a diferentes tempos de ozonizagdo (minutos) (Continua).
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Figura 2.10 - Porcentagem de emergéncia de plantulas de diferentes amostras de sementes de
algodéo submetidos a diferentes tempos de ozonizagédo (minutos) (Concluséo).
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Fonte: Do autor (2018)

O maior IVE é um indicativo de maior vigor da semente, 0 que resultara em uma

emergéncia mais rapida e uniforme em nivel de campo. Desta forma, pode-se inferir a

auséncia de efeitos danosos no tratamento com 0zo6nio para o0 vigor das sementes de algodéo,

0 que garante em nivel de campo bom estabelecimento da cultura (DAN et al., 2012).

Figura 2.11 - indice de velocidade de emergéncia de diferentes amostras de sementes
de algoddo submetidos a diferentes tempos de ozonizagdo (minutos)
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Por meio do teste de tetrazdlio (figura 2.12) nota-se que ndo houve diferenca
significativa entra as sementes tratadas e ndo tradas com o0z6nio, denotando que o 0z6nio néo
afeta a viabilidade das sementes durante o tratamento.

Esse fato € positivo, uma vez que, uma das caracteristicas desejaveis no tratamento de
sementes é que o produto utilizado ndo afete a sua viabilidade (MACHADO, 2000).

Figura 2.12- Porcentagem de sementes viaveis de diferentes amostras de sementes de algodao
submetidos a diferentes tempos de ozonizagdo (minutos).
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Pelos resultados obtidos por meio das analises enzimaticas verifica-seque nao
ocorreram alteracfes causadas por oxidagGes provenientes da utilizagdo do gas ozdnio,
independentemente dos tempos testados, uma vez que ocorreram poucas mudancas nos perfis
enzimaticos extraidos das sementes para as enzimas Superoxido dismutase (SOD), Catalase
(CAT), Malato desidrogenase (MDH) e Alcool desidrogenase (Figura 2.13).

A enzima superoxido dismutase (SOD), catalisa a dismutacdo do radical superoxido
em H20, e O e a catalase (CAT) pode quebrar H20. em H20 e O2 (CARNEIRO et al., 2011),
sendo uma defesa primaria importante contra os radicais livres gerados sob condi¢bes de

estresse. Assim, quando hd um aumento da expressdao da CAT, este ocorre para eliminar a
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acumulacdo de H20- resultante da peroxidagdo lipidica em sementes (EYIDOGAN; OZ,
2007).

Figura 2.13 - Perfis enzimaticos de Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Malato
desidrogenase (MDH) e Alcool desidrogenase (ADH) extraidas de sementes de
algodao, submetidas a diferentes tempos de ozonizagdo (minutos).
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Fonte: Do autor (2018)

A enzima Malato desidrogenase (MDH) estd ligada a geragdo de energia para
processos metabolicos importantes, como a germinacdo (TAIZ; ZEIGER, 2009). Assim,
mudancas importantes nesta enzima estdo associadas a um processo de decomposi¢do das
sementes, devido a reducdo da atividade respiratoria, resultando na degradacédo e inativacao
de outras enzimas (COPELAND; MCDONALD, 2001)

Pelos resultados observados na figura 2.13 para as enzimas SOD, CAT e MDH nédo ha
diferenga na atividade enzimatica das sementes tratadas com 0z6nio, quando comparadas as
sementes sem tratamento, comprovando mais uma vez que o tratamento com 0zdnio nédo

afetou a qualidade fisiol6gica das sementes.



60

A enzima alcool desidrogenase (ADH) (FIGURA 2.13) apresentou perfil distinto para
as amostra estudadas, na primeira e quarta amostra na ausénca do ozonio ndo houve atividade
desta enzima, ja no periodo de 20 minutos uma atividade discreta pode ser observada e no
periodo de 40 minutos ocorre a maior expressdo desta enzima, posteriormente é observado
uma reducdo para os tempos de 60 e 120 minutos, ja pra amostra 2 a enzima esteve presente
em todos os tempos avaliados com menor atividade nos tempos de 0, 60 e 120 minutos e
maior expressdo nos tempos de 20 e 40, o mesmo ocorreu na amostra 3. A ADH néo

paresentou correlacdo com os dados fisiologicos observados neste trabalho.

4 CONCLUSOES

O ozbnio reduz a incidéncia dos patogenos Colletotrichum gossypii var.
cephalosporioides, Aspegillus e Fusarium a partir de 40 minutos de utilizacdo na
concentragdo de 25 g m.

O oz6nio reduz a incidéncia de Penicillium a partir de 60 minutos de utilizacdo na
concentracdo de 25 g m.

O uso do ozdnio ndo causou efeitos negativos a qualidade fisiologica e bioquimica das
sementes de algod&o, independentemente do tempo de exposicéo.
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RESUMO

Amplamente utilizado, o tratamento quimico de sementes pode causar perda da qualidade
fisioldgica devido a fitotoxidez que os principios ativos podem causar. Nesse contexto,
destaca-se 0 gas ozonio (O3) como eficiente agente desinfetante, porém seu uso no controle de
patdgenos e seus efeitos sobre a qualidade fisiologica de sementes ainda sdo escassos. Neste
contexto, teve-se como objetivo avaliar a eficacia do gas 0zdnio como agente controlador de
fitopatdgenos e o reflexo sobre a qualidade fisiologica de sementes de soja. Para isso,
sementes de duas cultivares de soja foram tratadas com géas 0z6énio em duas concentracées (15
e 25 g m3) em cinco tempos de exposi¢do (0, 20, 40, 60 e 120 minutos). Apds os tratamentos,
a qualidade das sementes foi avaliada pelos testes de sanidade, tetrazdlio, primeira contagem
de germinacdo, porcentagem de germinacdo, estande inicial, porcentagem de emergéncia,
indice de velocidade de emergéncia, condutividade elétrica, envelhecimento acelerado e
atividade enzimatica. Foram encontrados seis géneros de fungos nas sementes de sojas
avaliadas, sendo: Phomopsis sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Cercospora
kikuchi e Alternaria sp. Concluiu-se que o tratamento sanitario com gas ozbnio na
concentragdo de 15g m= por 20 minutos reduz a incidéncia dos fungos Alternaria,
Aspergillus, Cercospora, Fusarium, Penicillium e Phomopsis e ndo afeta a qualidade
fisiologica e bioquimica de sementes de soja.

Palavras-cheves: Glycine max (L.) Merril, sanidade, qualidade fisiologica.
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1 INTRODUCAO

Devido a importancia que a cultura da soja adquiriu para a economia brasileira, cada
vez mais busca-se cultivares com maiores produtividades. No entanto, cultivos intensivos tém
gerado uma maior pressdo de selecdo de pragas e doencas, 0 que torna imprescindivel a
utilizacdo de sementes tratadas, principalmente para garantir a sobrevivéncia das plantas no
inicio do ciclo, uma vez que as sementes caracterizam-se como fontes de indculos na
disseminacdo de doencas, principalmente a longas distancias, causados na sua maioria por
fungos.

A ocorréncia de fungos em sementes de soja tem sido relatada em diversos paises onde
a cultura é explorada. Alguns destacam-se como de importancia econémica como as espécies
Phomopsis spp., Colletotrichum truncatum, Fusarium spp., Sclerotinia sclerotiorum,
Cercospora kikuchii, Aspergillus spp. e Rhizoctonia solani. Além desses, outros de
importancia secundaria sdo detectados com bastante frequéncia, a exemplo de Penicillium
spp., Alternaria spp., Chaetomium spp., Cladosporium spp., Curvularia spp., Epicoccum spp.,
Rhizopus spp. e Nigrospora spp., entre outros; e seu controle basicamente é feito com
fungicidas, via tratamento quimico das sementes (LEE et al., 2015; FERREIRA et al., 2016;
CONCEICAO et al., 2016; ZAMBIAZZI et al., 2017).

Amplamente utilizado, o tratamento quimico de sementes pode causar perda da
qualidade fisiolégica, dependendo do principio ativo e da dose do produto utilizado,
principalmente ao longo do armazenamento, o que leva a busca por tratamentos alternativos
que sejam eficientes e com menor fitotoxidez. Assim processos desinfestantes como medida
preventiva podem reduzir o uso de produtos quimico em sementes de soja armazenada.

Neste contexto, destaca-se 0 gas 0zonio (Os), que possui comprovada aplicabilidade na
desinfestacdo de ambientes hospitalares, alimentos e utensilios, devido a sua elevada
capacidade de oxidacdo (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001), o gas também € usado como
desinfestante para microrganismos e virus, remocéao de odor e sabor, cor e decomposicédo de
matéria organica (CATALDO, 2008; KARACA; VELIOGLU, 2009; KARACA;
VELIOGLU; NAS, 2010); em adi¢do possui vantagem ecologica, por descartar a necessidade
de manipulacdo, armazenamento ou eliminagdo dos recipientes dos produtos quimicos e por
gerar oxigénio como produto de sua degradacdo, além de poder ser produzido no local de
tratamento (KEELS et al., 2001; MENDEZ et al., 2003).

Como agente fungicida, sua eficacia foi efetivamente comprovada ao controlar o

crescimento de varios fungos em ensaios de laboratério com alimentos, como cevada, trigo,
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figos e castanha do Pard (KOTTAPALLI; WOLF-HALL; SCHWARZ, 2005; WU; DOAN;
CUENCA, 2006; ZORLUGENC et al., 2008; SCUSSEL et al., 2011) e por reduzir a
contaminacdo de micotoxinas em amendoim, figos e castanha do Pard, e em ensaios de campo
com milho contaminado artificialmente (ZORLUGENC et al., 2008; MCDONOUGH et al.,
2011; SCUSSEL et al., 2011).

Porém, o gas oz6nio ndo é universalmente benéfico, pois pode promover alteracdes em
constituintes quimicos em alimentos, grdos e sementes pela oxidacao e degradacdo de amidos,
lipidios, modificacdes de proteinas, descoloracdo de gréos e perda de poder germinativo em
sementes podem ocorrer devido ao uso excessivo do gas (TIWARI et al., 2010).

Apesar de eficaz, ainda sdo escassos trabalhos que comprovem sua eficiéncia no
tratamento de sementes, destacando-se os realizados em sementes de girassol por Rodrigues et
al. (2015) e milho (WHITE et al., 2010; WHITE at al., 2013, MYLONA et al., 2014). Desse
modo, faz-se necessario a realizacdo de testes para verificar a eficicia do gas ozonio no
controle de fitopatdgenos em outras espécies bem como as alteracbes que podem ocorrer
sobre a qualidade fisioldgica das sementes.

Neste contexto, teve-se como objetivo avaliar a eficiéncia do gas ozénio como agente

controlador de fitopatdgenos e seu efeito na qualidade fisioldgica de sementes de soja.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de duas cultivares de soja (Soja RR e Soja Intacta RR2 PRO)
cedidas pela empresa Syngenta® as quais foram produzidas em Uberlandia-MG, e tratadas
com gas 0zonio na empresa Ozone & Life® em S&o José dos Campos-SP

Utilizando-se do equipamento gerador de 0zonio, modelo O&L 35.0 rm, as sementes
foram dispostas em uma camara de fluxo continuo e submetidas a cinco tempos de exposicdo
e duas concentracdes, como metodos de desinfestacdo. ApoOs os tratamentos a qualidade
fisioldgica das sementes foi avaliada pelos seguintes testes e determinacdes:

Teste de sanidade: foi realizada por meio do método de papel de filtro (Blotter-Test).
Para isto, foram avaliadas 200 sementes distribuidas em oito repeticbes, as quais
acondicionadas em placas de Petri, contendo trés folhas de papel germitest previamente
umedecidas com uma solucao de 2,4 diclorofenoxiacetato de potassio (2,4-D) a 5 ppm e agar-
agar (1%). A seguir as placas foram incubadas por sete dias a 20 °C, sob fotoperiodo de 12

horas. Para avaliar a incidéncia de fungos a avaliacdo foi realizada, em cada semente,
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anotando-se todos os fungos encontrados, sendo a identificagdo realizada por meio de
microscopio estereoscopico (BRASIL, 2009a).

Teste de germinacdo: 200 sementes de cada tratamento, em quatro repeticdes foram
semeadas em papel germitest, umedecido com 2,5 vezes 0 peso seco do substrato e
confeccionados na forma de rolos e mantidos em germinador a 25 °C. A primeira contagem
foi realizada no 5° dia apds a semeadura e a ultima contagem no 8° dia. Os resultados foram
expressos em porcentagem (BRASIL, 2009b).

Teste de tetrazolio: 200 sementes de cada tratamento foram pré-umedecidas entre papel
umido por 16h a 25 °C. Para a coloracdo foi utilizada a solucéo do sal 2-3-5-trifenilcloreto de
tetrazolio a 0,075%, onde as sementes permaneceram embebida por 3h a 40 °C, na auséncia
de luz. Ao final do periodo de coloracéo, a solucdo foi descartada e as sementes foram lavadas
em agua corrente e mantidas submersas até o final da avaliacdo para evitar o ressecamento. O
resultado do teste de tetrazolio foi obtido pela porcentagem média de sementes viaveis e
vigorosas (FRANCA NETO; KRYZANOWSKI; SILVA, 1998)

Envelhecimento acelerado: 200 sementes de cada tratamento foram dispostas sobre uma
tela de aluminio fixada a um gerbox. Em cada gerbox foram colocados 40 mL de agua e em
seguida mantidos em BOD a 41 °C por 48 horas (MARCOS FILHO, 2015). Ap0Gs esse
periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinagdo com avaliacdo realizada no 5°
dia apds a semeadura, conforme metodologia descrita para o teste de germinacao.

Emergéncia de plantulas: a semeadura foi realizada em substrato areia e solo na
proporcédo 2:1 e mantido em badejas plasticas. O umedecimento do substrato foi efetuado com
um volume de agua correspondente a 70% da capacidade de retencdo do substrato. Apos a
semeadura as bandejas foram dispostas em camara de crescimento a temperatura de 25 °C
com fotoperiodo de 12 horas. A contagem foi realizada diariamente, apds a primeira plantula
emergida, até o completo estabelecimento das plantulas para obtencéo do indice de velocidade
de emergéncia (IVE), adaptando-se férmula proposta por Maguire (1962), e para a
percentagem de emergéncia foi computado o nimero de plantulas normais aos 15 dias apos a
semeadura.

Condutividade elétrica de massa: quatro repeticdes foram pesadas e em seguida
colocadas em copos plasticos contendo 75 mL de &gua deionizada. Apés 24 horas de
embebicdo a 25 °C, a condutividade elétrica foi determinada com auxilio de um
condutivimetro e o resultados expressos em uS.cm™.g?, de acordo com Vieira et al. (2002).

Andlise isoenzimatica: 50 gramas de sementes foram maceradas com antioxidante

polivinilpirrolidona (PVP) em nitrogénio liquido. Foram pesadas subamostras de 100 mg do
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material macerado e acrescido de 250 pL do tampé&o de extragdo (Tris HCI 0,2M pH 8,0 +
0,1% de B-mercaptoetanol). O material foi colocado em geladeira (4 °C) por 12 h e depois
centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C. A eletroforese em géis de poliacrilamida foi
desenvolvida em sistema descontinuo (4,5% gel de concentracdo e 7,5% gel de separacéo). O
sistema tampédo gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Para proceder a corrida
eletroforética, foram aplicados nas canaletas dos géis 50 pL do sobrenadante de cada amostra
e a corrida realizada a 4 °C por quatro horas a uma voltagem constante de 150 V. Ao término
da corrida, os géis foram revelados para as enzimas Malato desidrogenase (MDH), Catalase
(CAT), Superéxido dismutase (SOD), Peroxidase (PO) e lIsocitrato liase (ISO), conforme
protocolos contidos em Alfenas (2006).

Procedimento estatistico: o0s resultados de cada cultivar foram analisados
separadamente adotando-se fatorial 5x2 em um delineamento inteiramente casualizado, sendo
cinco tempos de exposicao (0, 20, 40, 60 e 120 minutos) e duas concentra¢fes de gas 0zonio
(15 e 25 g m™) com quatro repeticdes de 50 sementes. Os dados foram submetidos as analises

de variancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma semelhante, para as duas cultivares, o gas o0zbnio, independente da
concentracdo e do tempo de exposicdo, reduziu a incidéncia de patdgenos nas sementes de
soja em relacdo as ndo tratadas, porém sem elimina-los. Apds andlise sanitaria, observou-se a
presenca de seis espécies de fungos, identificados como: Phomopsis sp., Penicillium sp.,
Aspergillus sp., Fusarium sp., Cercospora kikuchi e Alternaria sp.

Para a cultivar 1, trés espécies de fungos encontravam-se em maior quantidade nas
sementes ndo tratadas, sendo os fungos Phomopsis sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp. que
apresentaram maior incidéncia, em torno de 35%, esse valor foi reduzido pela agdo do ozonio
para valores abaixo de 10%, exceto para Phomopsis sp., que apesar de ser reduzido
permaneceu com valores superiores de incidéncia (19%), em relagdo aos demais patdgenos.
Os demais, Fusarium sp., Cercospora kikuchi e Alternaria sp, com média de incidéncia em
torno de 20% também foram reduzidos para valores inferiores a 10%, independente da
concentragdo de ozonio utilizada (Figura 3.1).
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Figura 3.1 - Incidéncia de fungos presentes em sementes de soja, da cultivar 1, sem
tratamento e tradadas com gas 0z6nio em duas concentracfes
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Comportamento semelhante foi observado para as sementes da segunda cultivar, que

tiveram maiores incidéncias para os fungos Phomopsis sp. (32%), Penicillium sp. (31%) e
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Aspergillus sp. (39%), que foram reduzidos pela agdo do o0zo6nio, independente da
concentracgéo utilizada (Figura 3.2).

Figura 3.2 - Incidéncia de fungos presentes em sementes de soja, da cultivar 2, sem
tratamento e tradadas com gas 0zonio em duas concentracfes
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O tratamento das sementes com gas ozonio foi promissor, por possuir a capacidade de

reduzir a incidéncia de fungos nas sementes de soja das cultivares avaliadas, porém nao foi
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capaz de eliminar totalmente a presenca dos patdgenos, a técnica foi vantajosa devido ao
ganho ecol6gico proporcionado pela utilizagdo do ozbnio, que reduz a necessidade de
tratamento quimico.

Diferentes autores utilizando tratamentos com fungicida em sementes de soja
observaram que os produtos ndo eliminam completamente a presenca de microrganismos nas
sementes, como os resultados observados por Pereira et al. (2011), Conceigéo et al. (2014),
Conceicao et al. (2016) e Ferreira et al. (2016), cuja eficiéncia de diferentes tratamentos com
fungicidas assemelha-se ao obtido nesse estudo com a utilizagcdo do gas ozonio.

Observada a eficiéncia dos diferentes fungicidas na melhoria da qualidade sanitéria de
sementes, alguns autores associam a agdo desses produtos a possiveis perdas na qualidade
fisioldgica das sementes, resultando em reducdo na germinacdo, dificultam a sobrevivéncia e
causam anormalidades de plantulas, como reducdo do mesocétilo, fissuras foliares, folhas
retorcidas e grossas; caracterizando o efeito fitotoxico dos produtos testados, principalmente
guando armazenadas (LUDWIG et al., 2011; ABATI et al., 2014; FERREIRA et al., 2016).

Diferente do que foi observado pelos autores, ao avaliar diferentes tratamentos quimicos
com produtos fungicidas, o gas 0zénio ndo afetou negativamente a qualidade fisioldgica das
sementes de soja das cultivares avaliadas, independentemente do tempo de exposicdo e
concentracdo utilizados, ou seja, ndo foi observado efeito fitotdxico, sendo vantajoso quando
comparado aos produtos quimicos.

A auséncia de efeito negativo sobre a qualidade fisiologica das sementes de soja pode
ser observada pelos resultados obtidos nos diferentes testes aos quais as sementes, das duas
cultivares, foram submetidas. Do contrario, observou-se uma discreta melhoria na qualidade
fisiologica das sementes, possivelmente devido a reducdo dos patégenos presentes nas
sementes.

Com relacdo ao teste de tetrazélio, o gas ozonio ndo afetou a viabilidade das sementes
de soja das duas cultivares avaliadas, com resultados semelhantes aos observados para as

sementes sem tratamento (Figura 3.3).
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Figura 3.3 - Porcentagem de viabilidade de sementes de soja pelo teste de tetrazolio de duas

cultivares (Cultivar 1 - A e Cultivar 2 - B) tradadas com gas 0zonio em duas
concentragdes
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Para as cultivares de soja, observou-se que o tratamento das sementes com 0z6nio nao

afetou o vigor das sementes, dado os resultados de primeira contagem de germinagéo, que

mantiveram uma média de 80% de germinacdo, valor em média dez pontos percentuais

superior ao observado para as sementes sem tratamento (O minutos), tanto para a cultivar 1

(Figura 3.4A) como para a cultivar 2 (Figura 3.4B) ao longo de 120 minutos de exposicao.

Figura 3.4 - Valores de primeira contagem (A) e porcentagem de germinacdo de sementes (C)
da da cultivar 1 e de primeira contagem (B) e porcentagem de germinacdo de
sementes (D) da cultivar 2 de soja tratadas com gas ozbnio em duas
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Figura 3.4 - Valores de primeira contagem (A) e porcentagem de germinacdo de sementes (C)
da da cultivar 1 e de primeira contagem (B) e porcentagem de germinacdo de
sementes (D) da cultivar 2 de soja tratadas com g&s o0z6nio em duas
concentracgdes. (Concluséao)
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Ainda com relacdo ao vigor das sementes, 0s resultados obtidos nos testes de
condutividade elétrica e germinacédo apds envelhecimento acelerado das sementes, reforcam o
que foi observado para germinacdo das sementes de soja das duas cultivares avaliadas.

Apesar de apresentar maiores valores de condutividade elétrica, a cultivar 1 (Figura
3.5A) ndo teve seus valores alterados em funcdo dos tratamentos de exposicao e concentracao

de o0z6nio, 0 mesmo foi observado para as sementes da cultivar 2 (Figura 3.5B).

Figura 3.5 - Condutividade elétrica (A, B) e germinacao ap6s envelhecimento acelerado (C,
D) de sementes de soja de duas cultivares (cultivar 1 A, C e Cultivar 2 B, D)
tratadas com gas o0zonio em duas concentragdes (Continua)
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Figura 3.5 - Condutividade elétrica (A, B) e germinacdo apos envelhecimento acelerado (C,
D) de sementes de soja de duas cultivares (cultivar 1 A, C e Cultivar 2 B, D)
tratadas com gas 0z6nio em duas concentragées. (Conclusao)
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O mesmo comportamento foi observado para a germinacao das sementes submetidas ao
envelhecimento acelerado, cujos valores de germinacdao foram pouco alterados em funcéo do
tratamento com ozonio, independentemente do tempo e da concentracdo utilizados, tanto para
a cultiva 1 (Figura 3.5C) como para a cultivar 2 (Figura 3.5D).

Pelos resultados obtidos infere-se que o gas ozénio, considerado possuir alto poder de
oxidacdo (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001; KARACA; VELIOGLU; NAS, 2010), principal
motivo para ser usado em processos desinfestantes (CATALDO, 2008; KARACA,
VELIOGLU, 2009; KARACA; VELIOGLU; NAS, 2010), ndo influenciou a qualidade
fisioldgica das sementes de soja, uma vez que processos oxidativos sdo considerados um dos
principais redutores de qualidade fisioldgica em sementes oleaginosas, como a soja, devido a
formagéo de radicais livres causados por oxidagdo nos tecidos celulares e componentes de
reserva como lipideos, que sdo mais susceptiveis a esses efeitos (OLIVEIRA et al. 2016).

Semelhante ao observado para as outras variaveis avaliadas, o tratamento com gas
0zOnio nas sementes de soja das duas cultivares também ndo afetou a velocidade e a
emergéncia de plantulas, mantendo o vigor das sementes em niveis semelhantes independente

do tempo de exposicdo e das concentracgdes utilizadas (Figura 3.6).
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Figura 3.6 - Estande inicial, porcentagem e indice de velocidade de emergéncia de plantulas
de sementes de soja de duas cultivares (Cultivar 1 - A, C e E; Cultivar2 -B,D e
F) tratadas com gés ozonio em duas concentracoes.
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Sabe-se que o ataque de patdgenos em sementes afeta o estabelecimento das plantulas
em campo e, diferente disto, foi observado uma baixa incidéncia de fungos presentes nas
sementes apds o tratamento com gas ozénio, o qual também ndo afetou a velocidade e a

porcentagem de emergéncia de plantulas das duas cultivares de sojas avaliadas.
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Prova de que ndo ocorreram alteracfes causadas por oxidacGes, provocadas pelo gas
ozonio, independentemente do tempo de exposicdo e das concentragdes utilizadas, foi dada
por poucas mudancas nos perfis enzimaticos extraidos das sementes, tanto de enzimas ligadas
a remocao de radicais livres, a exemplo de Catalase (CAT), Superoxido dismutase (SOD) e
Peroxidade (PO), envolvidas em processos respiratorios (Malato desidrogenase - MDH) e
mobilizagdo de reservas (Isocitrato liase - 1SO).

Para a cultivar 1, houve apenas uma discreta mudanca no perfil enzimatico da enzima
Catalase, tanto quando tratada por 20 minutos na menor concentracéo, quanto a partir de 40
minutos na maior concentracdo de gas ozonio (Figura 3.7B), para as demais, ndao foram
observadas mudancas perceptiveis nos perfis enziméticos
Figura 3.7 - Perfis enziméticos de Superdxido dismutase (A), Catalase (B), Malato

desidrogenase (C), Peroxidase (D) e Isocitrato liase extraidas de sementes de
soja, da cultivar 1, tratadas com gas 0zénio em duas concentracdes

Fonte: Do autor (2018)

De forma semelhante ao observado para a cultivar 1, a segunda cultivar apresentou
uma mudanca no perfil da enzima Catalase quando tratada na maior concentracdo de gas
0zonio (25 g m®), sendo observada maior atividade nas sementes sem tratamento (0 minutos)
e tratadas com por 20 e 40 minutos (Figura 3.8B), para as demais enzimas também nao foram

observadas mudancas perceptiveis nos perfis enzimaticos.
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Figura 3.8 - Perfis enziméticos de Superdxido dismutase (A), Catalase (B), Malato
desidrogenase (C), Peroxidase (D) e Isocitrato liase extraidas de sementes de
soja, da cultivar 2, tratadas com gas o0zénio em duas concentragdes

i
Fonte: Do autor (2018)

4 CONCLUSOES

O tratamento sanitario com gas 0zonio na concentracdo de 15g m por 20 minutos
reduz a incidéncia dos fungos Alternaria, Aspergillus, Cercospora, Fusarium, Penicillium e
Phomopsis em sementes de soja.

O ozodnio até 25g m ndo afeta a qualidade fisioldgica em exposi¢des por periodos de
até 60 minutos, para a cultivar 2, e até 120 minutos para a cultivar 1.

O uso do ozdnio ndo causou efeito negativo a qualidade bioquimica das sementes de
soja.
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CAPITULO 4

USO DO 0ZONIO NO TRATAMENTO SANITARIO E SEU EFEITO NA
QUALIDADE FISIOLOGICA DAS SEMENTES DE PIMENTAO
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RESUMO

A presenca de patdgenos em um sistema de producdo pode ser responsavel por grandes perdas
no processo produtivo e a maioria destes patdgenos podem ser transmitidos via sementes.
Nesse sentido, faz-se necessario o tratamento de sementes para eliminacdo do inoculo inicial e
garantia de sementes com alta germinacdo e vigor. Neste trabalho objetivou-se avaliar
sementes de pimentdo (Capsicum annuum) tratadas com ga&s o0z6nio em diferentes
concentracdes e tempos de exposicdo a fim de verificar a eficiéncia deste método na
eliminacdo de fungos e seus efeitos sobre a qualidade fisiologica e bioquimica. O
delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repeticbes em esquema fatorial
(6x2) envolvendo 6 diferentes tempos (0, 20, 40, 60, 80, e 120 minutos) e duas concentragdes
(10 e 15 g/md), para o teste de sanidade o esquema fatorial contou com um tratamento
adicional com fungicida quimico Captan®, sendo seu esquema fatorial de (6x2) + 1. Para
avaliacdo dos tratamentos realizou-se os teste de germinagdo, primeira contagem da
germinacgdo, tetrazdlio, condutividade elétrica, indice de velocidade de emergéncia,
emergéncia, além do teste de sanidade das sementes.Os tratamentos que receberam o 0zoénio
tiveram o mesmo desempenho que o fungicida quimico Captan® no controle de indculos dos
fungos Alternaria sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp em
sementes de pimentdo. O gas 0zOnio nas concentragdes 10 e 15mg L a partir de 20 minutos
foi eficiente no controle dos fungos Alternaria sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium
sp., Colletotrichum sp em sementes de pimentéo

Palavras-chave: Sanidade, qualidade de sementes, Oz, Capsicum annuum L



84

1 INTRODUCAO

O pimentdo (Capsicum annuum L.), pertencente a familia das solandceas € uma
cultura de grande importancia para o setor agricola brasileiro e uma das dez hortalicas mais
importantes, sendo que em 2016 foram comercializados 19,12 toneladas do fruto somente no
estado de Minas Gerais (CEASAMINAS, 2016). Dentre os véarios fatores que garantem a
populacdo adequada de plantas na lavoura de pimentdo, ou de qualquer outra cultura, esta a
utilizacdo de sementes de boa qualidade.

Assim, o tratamento de sementes € uma tecnologia que, associada ao melhoramento
genético de plantas e a biotecnologia, permite alta produtividade da cultura e satisfacdo do
produtor em atender as demandas do mercado. Essa tecnologia é uma ferramenta que auxilia
no controle de patdgenos. A presenca de patdgenos em um sistema de producdo agricola pode
ser responsavel por grandes perdas no processo produtivo e a maioria destes patégenos podem
ser transmitidos via sementes.

O tratamento de sementes é importante, pois os patdgenos transmitidos podem servir
de inoculo inicial para o desenvolvimento progressivo da doenca no campo, infectar areas
isentas, promover baixa germinacdo e baixo vigor. Podem ainda, provocar morte em pré-
emergéncia, podriddo radicular, tombamento de mudas, manchas necrdticas em folhas e
caules, deformacdes como hipertrofias e subdesenvolvimento, descoloracdo de tecidos e
infeccdes latentes (NEERGAARD, 1979; LAZAROTTO et al., 2012).

O controle de patdgenos em sementes € realizado basicamente pelo emprego de
produtos quimicos, que geram altos custos e riscos ambientais e toxicoldgicos. (LIMA et al.,
1999; COUTINHO; ARAUJO; MAGALHAES, 1999; CAMPANHOLA E BETTIOL, 2003).
Devido a preocupacdes ambientais de adotar produtos ndo nocivos ao meio ambiente e de
reduzir a emissdo de residuos quimicos, 0s novos regulamentos e legislacdes alimentares vém
dificultando o seu uso. Este fator reduz a variedade de fumigantes disponiveis para o combate
de fungos e, ainda, por consequéncia do uso repetido dos poucos agentes fumigantes
regulamentados, ha o aumento da resisténcia dos organismos alvo a estes compostos (KELLS
etal., 2001; TIWARI et al., 2010; BEBER-RODRIGUES, 2013).

Neste contexto, a utilizacdo do ozonio torna-se uma alternativa no controle de fungos
em sementes por descartar a necessidade de manipulagdo, armazenamento ou eliminagdo dos
recipientes de produtos quimicos e, ainda, por seu produto de degradagéo ser o oxigénio (O>),

ndo deixando nenhum residuo de produto indesejavel no ambiente (KEELS et al., 2001;
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MENDEZ et al., 2003), fato este que o torna interessante para uso na agricultura organica,
uma vez que este ndo deixa residuos nos produtos em que foi aplicado.

Tendo em vista a caréncia de informacdo no uso do 0z6énio como agente sanitizante
em sementes, objetivou-se nessa pesquisa testar diferentes concentracbes do gas ozoénio e
tempos de exposicdo, no controle de patdgenos presentes em sementes de pimentdo bem
como seu efeito sobre a qualidade fisiologica e bioquimica das mesmas.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Andlises de Sementes do
Departamento de Agricultura e no Laboratoério de Patologia de Sementes do Departamento de
Fitopatologia da Universidade Federal de Lavras, em Lavras-MG. Para a realizacdo dos testes
foi utilizado um lote de sementes de pimentdo da cultivar Ikeda fornecido pela Empresa
HORTIAGRO. O tratamento das sementes com o gas ozonio foi realizado na empresa Ozone
& Life, em Séo José dos Campos-SP. No tratamento quimico das sementes, com objetivo de
contrastar com os tratamentos com ozénio, foi usado o fungicida Captan®, em dose

recomendada de 200g do produto comercial para 100 kg de sementes.

2.1 Ozonizagéo das sementes

As sementes de pimentdo foram expostas a um ambiente com ozdnio, utilizando duas
concentragdes, 10 e 15mg L™, em seis periodos diferentes, 0, 20, 40, 60, 80 e 120 minutos. O
ozonio foi obtido por meio da central geradora de ozonio da empresa Ozone & Life (Gerador
de 0z6nio — Modelo O&L35.0 rm), que produz o 0zénio por descargas elétricas em atmosfera
rica em Oz (ar ou Oz puro) pelo processo corona. As sementes foram dispostas em uma
camara de fluxo continuo (Reator), confeccionada com tubo de PVC adaptados e que
apresentam uma valvula em cada extremidade do reator (Figura 4.1), criado por Rodrigues et
al. 2015.



Figura 4.1 - Camara de ozonizacao com seus cortes e fluxo interno de ozonio.
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2.2 Avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes submetidas a ozonizagéo

Para estudo dos diferentes tratamentos foram realizados 0s seguintes testes e
determinac0es:

Teste de germinacdo: realizado utilizando-se quatro repeticbes com 50 sementes cada,
colocadas sobre papel mata borrdo umedecido com &gua na quantidade de 2,5 vezes o peso do
papel seco ¢ dentro de caixas “gerbox”. As caixas foram acondicionadas em BOD a
temperatura alternada de 20-30°C. A contagem de plantulas normais foi realizada aos 14 dias
apos a semeadura. (BRASIL, 2009b). A primeira contagem de germinagdo consistiu no
registro da porcentagem de plantulas normais observadas aos 7 dias ap6s a semeadura.

Teste de emergéncia de plantulas: conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes,
colocadas em caixas plasticas contendo terra e areia na proporcdo 2:1. O substrato foi
esterilizado e umedecido com &gua destilada e as caixas mantidas na sala de crescimento a 25
°C com fotoperiodo constante. As avaliacbes foram realizadas aos quatro dias (estande
inicial) e dez dias (estande final), avaliando-se o numero de plantulas emergidas. Os
resultados foram expressos em porcentagem. Para o indice de velocidade de emergéncia
(IVE) foi computado, diariamente, o nimero de plantulas emersas a partir do inicio da
emergéncia, e o célculo realizado conforme Maguire (1962).

Teste de sanidade: realizado pelo método de papel filtro em caixas “gerbox” com uma
camada fina de &gar-agar a 1,0%. Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes,
totalizando 200 sementes por tratamento. Os papéis foram umedecidos em agua destilada com
2,4D. As caixas “gerbox” com as sementes foram incubadas sob Lampada de luz fluorescente
branca e fotoperiodo de 12 horas, pelo periodo de sete dias, a temperatura de 20°C (BRASIL,
2009b). Ao se completar o periodo de incubacdo, as sementes foram analisadas
individualmente com auxilio de lupa estereoscépica e microscopio Optico para identificacdo e
quantificacdo dos fungos. Posteriormente obteve-se as porcentagens de sementes infectadas
avaliando-se a incidéncia de fungos.

Teste de condutividade elétrica: foram pesadas quatro repeticdes de 25 sementes para
cada tratamento, que foram imersas em 25 ml de agua deionizada (condutividade < 2,0 0
uS.cm™) por 24 horas a temperatura constante de 20°C. Ap6s o0 periodo de condicionamento,
a condutividade elétrica da solugédo foi medida por meio de leitura em condutivimetro, sendo
os resultados expressos em puS/cm/g de sementes (VIEIRA et al., 1994).

Teste de tetrazolio: as sementes foram pré-umedecidas em quatro repeticdes de 1g

cada, colocadas em pote de filme fotografico com 20ml de agua para embeber por um periodo
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de 2 horas em BOD a 45°C. Apos esse periodo foi realizado um corte longitudinal em 50
sementes de cada repeticdo, dividindo em duas metades sem separa-las e imersas em 15 ml de
solucdo de tetrazélio a 0,075% e colocadas na BOD a 45°C por duas horas (GAGLIARDI;
MARCOS FILHO, 2011). Em seguida as sementes foram lavadas, e avaliadas
individualmente com auxilio de lupa articulada de mesa com iluminacgdo, classificadas em
viveis e inviaveis.

Analise isoenzimatica: 2 gramas de sementes foram maceradas com antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) em nitrogénio liquido. Foram pesadas subamostras de 100 mg do
material macerado e acrescido de 250 pL do tampé&o de extragdo (Tris HCI 0,2M pH 8,0 +
0,1% de B-mercaptoetanol). O material foi colocado em geladeira (4 °C) por 12 h e depois
centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos a 4 °C. A eletroforese em géis de poliacrilamida foi
desenvolvida em sistema descontinuo (4,5% gel de concentracdo e 7,5% gel de separacéo). O
sistema tampdo gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Para proceder a corrida
eletroforética, foram aplicados nas canaletas dos géis 50 pL do sobrenadante de cada amostra
e a corrida realizada a 4 °C por quatro horas a uma voltagem constante de 150 V. Ao término
da corrida, os géis foram revelados para as enzimas Alcool desidrogenase (ADH), Malato
desidrogenase (MDH), Catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) conforme protocolos
contidos em Alfenas (2006).

2.3 Delineamento estatistico

Os resultados referentes aos testes de germinacdo, primeira contagem, emergéncia,
estande final e indice de velocidade de emergéncia, condutividade elétrica e tetrazélio, foram
analisados segundo delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repeticdes em
esquema fatorial (6x2) envolvendo 6 diferentes tempos (0, 20, 40, 60, 80, e 120 minutos) e
duas concentragdes (10 e 15 mg L), para o teste de sanidade o esquema fatorial contou com
um tratamento adicional com fungicida quimico Captan®, sendo seu esquema fatorial de
(6x2) + 1. As médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (1974) e aplicados
regressdo ao nivel de 5% de probabilidade, para contrastar os tratamentos que utilizaram
0zO6nio com o tratamento quimico (controle) foi aplicado o teste Dunnett a 5% de
probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando o fator concentracdo de 0zénio no tratamento das sementes de pimentéo, de
acordo com os resultados da anélise de variancia, o teste de primeira contagem da germinacao
foi o Unico que apresentou diferengas significativas. Quando analisado o tempo de
ozonizagao, pode ser observado diferencas significativas nos testes de primeira contagem da
germinacdo e de condutividade elétrica. Ao analisar a interacdo entre os dois fatores, tempo e
concentracdo de Os, observa-se que apenas nos resultados do teste de primeira contagem da
germinacdo que houve efeito significativo (Tabela 4.1). Sendo que para todos os demais testes
fisiologicos ndo houve efeito da concentracdo de ozdnio, nem do tempo de exposi¢do das
sementes ao gas e tampouco pela interacao entre eles.

Reis (2015) avaliando a qualidade fisiologia de sementes de milho tratadas com
0zOnio, encontrou resultados semelhantes quanto ao indice de velocidade de emergéncia
(IVE), em sua avaliagdo ndo houve diferenca entre os tratamentos analisados, com excegéo da
concentracio de 20 mg L™ e tempo de exposicdo de duas horas, onde foi observado o maior
IVE. Quanto ao teste de emergéncia ndo foi observado diferenca significativa entre as
concentragdes usadas (10 mg Lt e 20 mg L),

Rodrigues et al. (2015), avaliando o efeito do tratamento de sementes de girassol com
ozoOnio verificaram que os periodos de ozonizacao utilizados (0, 20, 60, 120 minutos) nao
afetaram a porcentagem de emergéncia.

Brandani (2014), ao tratar sementes de soja usando duas concentracfes de oz6nio (10
e 20 mg LY), em diferentes tempos (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 horas), ndo observou diferencas
significativas entre as concentragfes, por meio do teste de germinacdo. J& Violleau et al.,
(2007), quando trataram sementes de milho com o0z6nio, observaram uma reducdo na taxa de

germinacdo a medida que se aumento do tempo de exposicdo de 6 para 20,5 minutos.
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Tabela 4.1 - Quadrados médios, Coeficientes de variacdo (CV) e significancia, relativos ao
indice de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia (Emer), germinacédo
(Germ), primeira contagem da germinacdo (Prim C), condutividade elétrica
(Cond. E) e tetrazolio (TZ) de sementes de pimentdo submetidas a tratamento
com 0z0Onio nos diferentes tempos e concentragdes.

Quadrados Médios

Fv GL IVE Emer. Germ. Prim.C Cond. E Tz
Concﬁggra‘;ao 1 04294N 133338 12MS 243 00% 588,84NS  1.33NS
Tempo(T) 5  0,5694% 119.40M 160N 3680,73* 3726,12% 9,33V

T*C 5 04635N 216,338 238N 15040%  41.97NS 10,33

Erro 36 032 108,67 4094 48.88* 2201576  7.44

CV(%) 17.27 1234 729 3849 463 287

* significativo a 5% de probabilidade, NS ndo significativo.
Fonte: Do autor (2018).

Na tabela 4.2 estdo apresentados resultados das porcentagens de plantulas normais
obtidas aos sete dias do teste de germinacdo. De acordo esses dados, nota-se que ndo houve
diferenca significativa, no fator concentracdo, nas sementes expostas ao 0zénio por um
periodo maior de tempo, 60, 80 e 120 minutos. No entanto, nos tempos de 20 e 40 minutos e
concentracdo de 10mg L pode ser observado uma menor contagem de plantulas normais se

comparado a de concentragdo de 15mg L™ nos respectivos tempos.

Tabela 4.2 - Resultados em porcentagem (%) de plantulas normais na primeira
contagem da germinacdo obtidos de sementes de pimentdo nos
diferentes tempos (minutos) de exposi¢édo e concentragdes (mg L)

de ozonio. _
PRIMEIRA CONTAGEM DA GERMINACAO
Concentracfes (mg Tempo de Exposic¢éo (minuto)
L 0 20 40 60 80 120
10 56a 20b 13b 3a 3a 3a
15 56a 38a 25a 4a la Oa
CV (%) 38,49

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Scott-Knott
(1974), a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

De acordo com a Figura 4.2, pode-se notar uma diminuicdo significativa nos valores
obtidos na primeira contagem da germinacdo de acordo com que se aumentou o tempo de
exposicdo das sementes ao gas Os, isso pode ser observado nas duas concentragdes utilizadas.

Os melhores resultados foram encontrados no tratamento testemunha. Em contrapartida,
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Rodrigues et al., (2015) ao estudarem trés lotes de sementes de girassol tratadas com gas
ozonio em diferentes tempos de exposi¢do (0, 20, 60 e 120 minutos), ndo observaram a
mesma tendéncia de reducdo na contagem de plantulas normais no mesmo teste, no entanto o0s

melhores valores foram obtidos no tempo de 60 minutos.

Figura 4.2 - Primeira contagem de germinacdo (%) (curva de tendéncia) de sementes de
pimentdo em funcdo dos tempos (minutos) de ozonizacdo nas duas
concentragdes (mg LY).
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Fonte: Do autor (2018).

E possivel observar também, no teste de primeira contagem, uma interaco
significativa entre os dois fatores (Tabela 4.1), concentracdo de 0z6nio e tempo de exposicao.

Na Figura 4.3 nota-se que houve um progressivo aumento da condutividade elétrica
com o aumento do tempo de exposicdo independente da concentracdo utilizada. 1sso
demonstra que o ozonio afetou a integridade das membranas nas sementes. O teste de
condutividade se baseia na hipotese de que, com o processo de deterioracdo corre um aumento
da lixiviacdo dos constituintes celulares das sementes quando embebidas em agua, devido a
perda da integridade dos sistemas de membranas celulares (HEPBURN; POWELL,;
MATTHEWS, 1984; BRANDAO JUNIOR, 1996).

Resultados de condutividade elétrica semelhantes foram observados em arroz tratados
com ozonio, onde foi descrito que com o0 aumento no periodo de exposi¢cdo, houve um
aumento na condutividade elétrica, e que a partir de 56,31 horas, os valores permaneceram
constates (Santos et al., 2016). Silva (2011), também observou um aumento dos valores de
condutividade elétrica em grdos de trigo ozonizados, na concentragio de 2,14 mg L™, nos

periodos de exposicdo de 20, 40 e 60 horas.
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Figura 4.3 - Condutividade elétrica (curva de tendéncia) de sementes de pimentdo em funcédo
dos tempos (minutos) de ozonizag&o nas duas concentragdes (mg L)
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Fonte: Do autor (2018).

No teste de tetrazolio ndo houve diferenca significativa na porcentagem de sementes
viaveis entre as duas concentra¢fes tampouco dentro dos tempos trabalhados. As sementes se
mantiveram com elevados valores de viabilidade em todos os tratamentos.

Consequentemente, observando-se os resultados encontrados para viabilidade a partir
do teste de tetrazdlio, a 0zonizacéo das sementes nao interfere nessa caracteristica. Resultados
semelhantes foram obtidos por Luz (2014), ao analisar 0 uso do ozonio no controle de
gorgulho do milho e seu efeito na qualidade das sementes de Zea mays. Rodrigues et al.,
(2015), estudando o efeito do 0zdnio em sementes de girassol, observou que todos os lotes
analisados néo diferiram estatisticamente dentro dos tempos de ozonizagéo.

Pelos resultados do teste de sanidade para o fungo Alternaria sp. apresentados na
Tabela 4.3, nota-se que todos tratamentos, exceto a testemunha (tempo zero) foram suficientes
para que a porcentagem de incidéncia do fungo ndo se diferisse estatisticamente quando
contrastados com o tratamento quimico.

Na Tabela 4.3 e Figura 4.4 pode-se observar uma diminuicdo consideravel da
incidéncia do fungo Alternaria sp. nos tratamentos que receberam o0zénio, mesmo na menor
concentragéo e tempo utilizados. Comportamento distinto foi observado por Rodrigues et al.,
(2015), onde sementes de girassol expostas ao 0z6nio por 20 minutos nédo tiveram diferenca
significativa na incidéncia de Alternaria sp. quando comparada a testemunha. Beber-

Rodrigues et al., (2013) testando 0 0zbnio no tratamento de grdos de arroz, verificou uma
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reducdo da carga total de fungos, sendo que o patégeno Alternaria sp. foi um dos mais
sensiveis ao gas Os.

Tabela 4.3 - Porcentagem média de incidéncia de Alternaria sp. em sementes de piment&o
submetidas a tratamento em diferentes tempos e concentracbes de ozobnio e
fungicida quimico (controle).

Tempo de Ozonizagdo (minuto)

Concentragdes (mg L) 0 20 40 60 80 120
Incidéncia de Alternaria (%)
10 23y 5 1 1 0 1
15 23y 0 1 0 1
Controle 0

Meédias diferem do controle, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Fonte: Do autor (2018).

Figura 4.4 - Incidéncia média (%) do fungo Alternaria sp. em sementes de pimentdo em
funcéo dos tempos (minuto) de ozonizacéo
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Fonte: Do autor (2018)

Na Tabela 4.4 e Figura 4.5, pode-se observar uma redugéo de 91,66% na incidéncia de
Penicillium sp. quando as sementes foram expostas por 20 minutos as concentracdes de 10 e
15 mg L, os demais tratamentos ndo diferiram estatisticamente desse. Todos os tratamentos
em que as sementes tiveram contato com o gas Oz ndo diferiram estatisticamente do controle
com quimico.

Beber-Rodrigues (2013) relatou reducéo significativa na incidéncia de Penicillium sp.
em arroz em casca submetidos ao tratamento com Os. No trabalho de Brito Junior, (2013) foi

constatado uma reducdo 98,0% no indice de ocorréncia de Penicillium sp. em gréos de milho,
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quando estes foram expostos ao 0zonio em agua a uma concentragio de 2,14 mg L, por um

periodo de 50 horas.

Tabela 4.4 - Porcentagem media de incidéncia de Penicillium sp. em sementes de pimentéo
submetidas a tratamento em diferentes tempos e concentracbes de ozoénio e
fungicida quimico (controle).

Tempo de Ozonizagdo (minuto)

Concentragdes (mg L) 0 20 40 60 80 120
Incidéncia de Penicillium (%)
10 24y 2 3 3 1 1
15 24y 2 0 2 1
Controle 0

Meédias diferem do controle, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Fonte: Do autor (2018).

Figura 4.5 - Incidéncia média (%) do fungo Penicillium sp. em sementes de pimentdo em
funcéo dos tempos (minutos) de ozonizagao
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Fonte: Do autor (2018)

Foi verificado também que a incidéncia do fungo Aspergillus sp. apresentou reducéo
significativa (Tabela 4.5 e Figura 4.6) a partir do tempo de exposi¢do de 20 minutos nas duas
concentragdes (10 e 15 mg L), quando comparada a testemunha (tempo zero). Os valores
obtidos nos tratamentos com 0z6nio independente do tempo e da concentracdo diferiram da
testemunha sem tratamento onde houve 37% de sementes contaminadas pelo Aspergillus e

ndo diferiram do tratamento quimico.
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Tabela 4.5 - Porcentagem média de incidéncia de Aspergillus sp. em sementes de pimentao
submetidas a tratamento em diferentes tempos e concentragcdes de o0zdnio e
fungicida quimico (controle).

Tempo de Ozonizagdo (minuto)

Concentragdes (mg L) 0 20 40 60 80 120
Incidéncia de Aspergillus (%)
10 37y 3 0 4 0 3
15 37y 2 0 0 1 0
Controle 0

Meédias diferem do controle, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Fonte: Do autor (2018).

Figura 4.6 - Incidéncia média (%) do fungo Aspergillus sp. em sementes de pimentdo em
funcéo dos tempos (minutos) de ozonizacao.
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Fonte: Do autor (2018).

Varios autores (CICCARESE et al. 2007; SILVA; VENANCIO, 2008; ALENCAR et
al. 2012) observaram reducfes semelhantes e significativas, de até 100%, na incidéncia de
Aspergillus sp. em sementes tratadas com Os. Alencar et al. (2014) atribui ao alto poder
oxidativo do gas o0zonio a significativa reducdo na contagem de fungos totais e de Aspergillus
lavuse e Aspergillus parasiticus nos grdos de amendoim.

Segundo Souza et al. (2011) o Aspergillus sp. além de ser um fungo de
armazenamento, é responsavel pela podriddo de semente no solo, se essas estiverem em solo
com baixa disponibilidade hidrica.

De acordo com os resultados da Tabela 4.6 e Figura 4.7, referente aos fungos do
género Fusarium sp., observa-se um comportamento semelhantes aos demais fungos ou seja

houve alto indice de contaminacdo por este género (27%) nas sementes sem nenhum tipo de
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tratamento, enquanto que aquelas que foram tratadas com o0zO6nio independente da
concentracdo e do tempo foram eficientes e tiveram a mesma eficicia de controle do
tratamento quimico.

E possivel observar uma diminuicdo de 88,88% na incidéncia de Fusarium sp. nos
tratamentos de tempos 20 e 40 minutos na concentragéo de 10 mg L™, chegando a 100% (40 e
80 minutos na concentragéo de 15 mg L™).

Em concordancia com os resultados do presente trabalho, Marique, Allard e Spanoghe
(2012) utilizando o ozbnio para tratar sementes de Triticum aestivum L. contaminadas com
Fusarium sp. e Alternaria sp., constataram controle eficiente dos fungos, principalmente
Fusarium sp.

Savi et al. (2014), em seu trabalho com Triticum aestivum L., observou que o uso do
gas ozonio foi eficaz no controle do fungo Fusarium graminearum, principalmente ap6s 120
minutos de exposi¢do, com concentracdo de 60 mmol/mol, sem causar alteragdes fisicas e

bioquimicas nos graos.

Tabela 4.6 - Porcentagem média de incidéncia de Fusarium sp. em sementes de pimentdo
submetidas a tratamento em diferentes tempos e concentragdes de ozonio e
fungicida quimico (controle).

Tempo de Ozonizagdo (minuto)

Concentragdes (mg L™?) 0 20 40 60 80 120
Incidéncia de Fusarium (%)
10 27y 3 3 2 2 1
15 27y 1 0 1 0
Controle 0

Meédias diferem do controle, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Fonte: Do autor (2018).



97

Figura 4.7 - Incidéncia média (%) do fungo Fusarium sp. em sementes de pimentdo em
funcdo dos tempos (minutos) de ozonizacao
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Fonte: Do autor (2018).

Na Tabela 4.7 e Figura 4.8, observa-se uma reducdo de 100% na incidéncia do fungo
Colletotrichum sp. em todos os tratamentos quando comparados a testemunha (tempo zero de
exposicdo ao 0zonio). Nota-se ainda pelos resultados que os tratamentos com 0z6nio nédo se
diferenciaram do tratamento quimico (controle).

De acordo com Henning, (2005), a presenca de Colletotrichum sp., bem como
Phomopsis sp., Fusarium sp., e Aspergillus sp., afetam negativamente a qualidade fisioldgica
da semente, a qualidade da lavoura e dos ambientes de armazenamento. Resultados
semelhantes no controle do fungo Colletotrichum sp. também foi constatada por Alencar et al.

(2013) ao tratar bananas cv. Nanicdo com o0zénio em agua.

Tabela 4.7 - Porcentagem média de incidéncia de Colletetrichum sp. em sementes de
pimentdo submetidas a tratamento em diferentes tempos e concentragfes de
0z0nio e fungicida quimico (controle).

Tempo de Ozonizagéo (minuto)

Concentragdes (mg L) 0 20 40 60 80 120
Incidéncia de Colletotrichum (%)
10 8y 0 0 0 0 0
15 8y 0 0 0 0 0
Controle 0

Meédias diferem do controle, no nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Dunnett.
Fonte: Do autor (2018).
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Figura 4.8- Incidéncia média (%) do fungo Colletotrichum sp. em sementes de pimentdo em
funcdo dos tempos (minutos) de ozonizacao
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Fonte: Do autor (2018).

No presente trabalho pode-se ser detectado a presenca dos patdgenos Penicillium sp.,
Fusarium sp., Alternaria sp., Aspergillus sp. e Colletetrichum sp., como apresentado
anteriormente. O tratamento quimico eliminou totalmente os fungos detectados, e o
tratamento com 0z6nio mesmo na menor concentragdo de 10mg L™ e no menor tempo de
exposicao que foi de 20 minutos, mostrou-se eficiente quanto ao tratamento quimico.

Brandani (2014), estudando o efeito do g&s 0z6nio no controle de fungos em sementes
de soja, notou uma melhoria na qualidade sanitaria das sementes analisadas quando tratadas
com solugdo de ozonio de contragdo 20 mg L™ e periodo de exposicdo de 1,5 horas. Em
trabalho realizado com gréos de arroz, Santos et al., (2016), concluiu que a ozonizacdo na
concentragéo de 10,13 mg L™ com tempo de exposicdo de 60 horas foi capaz de reduzir em
aproximadamente 100% o indice de ocorréncia de Aspergillus sp. e Penicillium sp.. Antony-
Babu e Singleton, (2009) verificaram ainda que a inibi¢do dos fungos tratados com gas 0zonio
se destacou mesmo em organismos que foram expostos a niveis bastante baixos (0,2 pumol
mol™?) de O3 por curto periodo de tempo (10 minutos), sendo capaz de degradar tanto micélio
guanto esporos de fungos estudados.

Para a atividade enzimatica da SOD, CAT e MDH (Figura 4.9) ndo houve diferenca
entre os tratamentos testados, podendo inferir-se que tanto o ozénio quanto o produto

comercial (Captan®) utilizado ndo afetaram negativamente as sementes. Corroborando com
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os resultados obtidos por meio dos testes de germinacao, indice de velocidade de emergéncia,

emergeéncia tetrazdlio.

Figura 4.9 - Perfis enzimaticos de Superoxido dismutase (SOD), Catalase (CAT), Malato
desidrogenase (MDH) e Alcool desidrogenase (ADH) extraidas de sementes de
pimentdo, tratadas com gas 0z6nio em duas concentracfes e Captan® (Q).

Concentragdo 10 mg/L Concentracao 15 mg/L

Q 0 20 40 60 80 120 Q O 20 40 60 80 120

20 40 60 80 120 0 20 40 60 80 120

Q 0 20 40 &0 80 120 Q 0 20 40 &0 80120

Fonte: Do autor (2018).

Para a ADH observa-se que os tratamentos com o 0zénio e o produto quimico
comercial apresentaram maior atividade da enzima quando comparados com o tempo 0 de
exposicdo ao 0zonio, isso significa que os tratamentos a qual as sementes foram submetidas
favoreceu a anaerobiose ativando assim a enzima alcool desidrogenase. Veiga et al. (2010)
relata que esta enzima é de grande importancia uma vez que converte o acetaldeido em etanol

que é um composto menos toxico e assim reduz a velocidade dos processos de deterioracéo
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das sementes. Portanto, quanto maior a atividade da ADH menor seré os efeitos deletérios do
acetaldeido nas sementes (CARVALHO et al., 2014).

4 CONCLUSOES

O tratamento com o0z0nio nas concentracdes e tempos que foram utilizados ndo
interfere na qualidade fisioldgica e bioguimica das sementes.

O gas ozdnio nas concentracdes 10 e 15 mg L™ a partir de 20 minutos foi eficiente no
controle dos fungos Alternaria sp., Penicillium sp., Aspergillus sp., Fusarium sp.,

Colletotrichum sp em sementes de piment&o
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