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RESUMO

A técnica de hidratagdo controlada das sementes vem sendo utilizada como método de
condicionamento fisiolégico objetivando melhorar o desempenho destas no campo. A
aeracdo da solucdo com gas ozodnio constitui outra opgdo promissora no controle de
microrganismos fitopatogénicos, sendo o gas ozo6nio relativamente instavel e
decompondo-se facilmente na forma de oxigénio molecular. O objetivo do presente
trabalho foi verificar o efeito do pré-condicionamento de sementes de milho em agua
ozonizada no desenvolvimento inicial das plantulas e no controle de Fusarium spp.
Foram realizados dois experimentos para avaliar os parametros de qualidade fisioldgica
e sanitaria das sementes submetidas ao pré-condicionamento em &gua ozonizada. Na
avaliacdo da qualidade fisioldgica, as sementes do milho hibrido (P30F53) foram
imersas em &gua destilada com aeracdo de gas 0zonio na solugdo, sendo submetidas a
quatro concentracdes de gas ozonio (0 mg L™, 10 mg L™, 20 mg L™ e 30 mg L™?) em
cinco periodos de embebicdo (0, 30, 60, 90 e 120 min) em quatro repeticdes de 50
sementes. ApOds o pré-condicionamento em &gua ozonizada, as sementes foram
submetidas aos testes de qualidade fisiologica. As avaliacdes de qualidade fisioldgica
foram: germinacdo (TPG); comprimento de plantula (CP) e de raiz (CR); indice de
velocidade de emergéncia (IVE); massa seca de plantulas (MS) e condutividade elétrica
(CE). Para a avaliagdo do efeito do 0z6nio no controle de Fusarium spp., as sementes
do milho hibrido (P30F53) foram inoculadas com suspensdo de conidios de Fusarium
spp, na concentracdo de 10° conidios/mL. Ap6s a inoculacéo, as sementes receberam as
mesmas condicdes da etapa anterior, em quatro repeticbes de 25 sementes. Apds este
tratamento, as sementes foram submetidas ao teste de sanidade. No teste de sanidade
houve testemunhas de controle com e sem inoculacdo; com fungicida e hipoclorito a
1%. A técnica de pré-condicionamento das sementes de milho em agua ozonizada,
seguido de secagem natural, reduziu a perda de solutos celulares das sementes e
acarretou desenvolvimento inicial mais acentuado das plantulas de milho, medido por
meio do indice de velocidade de emergéncia, matéria seca de plantulas, comprimento de
plantula e radicula, quando comparados com a testemunha. O desenvolvimento inicial
das plantulas de milho foi intensificado mediante a exposicdo das sementes a agua,
especialmente nas concentragdes de 0 mg L™ e 30 mg L™ de ozénio, durante o periodo
de 60 a 90 minutos, seguido de secagem natural das sementes. No teste de sanidade, 0s
tratamentos de pré-condicionamento das sementes em adgua 0zonizada ndo apresentaram
efeito para o controle de Fusarium spp. A testemunha controle com fungicida
(carbendazim+thiram) resultou em 100% de controle da infestacdo do fungo Fusarium

SPp.

PALAVRAS-CHAVE: oxigénio triatbmico, imersdo, desempenho, uniformidade,
sanidade, patdgeno

viii



ABSTRACT

The technique of controlled hydration of the seeds has been used as a method of
physiological conditioning aiming to improve their performance in the field. The
aeration of the solution with ozone gas is another promising option in the control of
phytopathogenic microorganisms, being relatively unstable and decomposing easily in
the form of molecular oxygen. The objective of the present work was to verify the effect
of the preconditioning of corn seeds in ozonated water in the early development of the
seedlings and in the control of Fusarium. Two experiments were carried out to evaluate
the parameters of physiological and sanitary quality of the seeds submitted to
preconditioning in ozonated water. In the evaluation of the physiological quality, the
seeds of hybrid maize (P30F53) were immersed in distilled water with aeration of ozone
gas in the solution, being submitted to four concentrations of ozone gas (0 mg L™, 10
mg L™, 20 mg L™ e 30 mg L™) and four soaking periods (0, 30, 60, 90 e 120 min) in
four replicates of 50 seeds. After preconditioning in ozonated water, the seeds were
submitted to physiological quality tests. The evaluations of physiological quality were:
germination; length of seedlings and roots; emergency speed index; dry mass of
seedlings and electrical conductivity. For the evaluation of the effect of ozone on
Fusarium control, hybrid maize seeds (P30F53) were inoculated with Fusarium conidia
suspension at the concentration of 10° conidia / mL. After inoculation, the seeds were
given the same conditions as in the previous step, in four replicates of 25 seeds. After
this treatment, the seeds were submitted to the sanity test. In the sanity test there were
control witnesses with and without inoculation; with fungicide and hypochlorite 1%.
The technique of preconditioning of corn seeds in ozonated water, followed by natural
drying, reduced the loss of seed solutes and led to a more pronounced initial
development of maize seedlings, measured by the rate of emergence, dry matter Of
seedlings, seedling length and radicle, when compared with the control. The initial
development of maize seedlings was enhanced by seed exposure to water, especially 0
mg L™ and 30 mg L™ of ozone, during the period of 60 to 90 minutes, followed by
natural drying of the seeds. In the sanity test, pre-conditioning treatments of the seeds in
ozonated water had no effect for Fusarium control. The control control with fungicide
(carbendazim + thiram) resulted in 100% control of Fusarium fungus infestation.

KEY WORDS: Triatomic oxygen, immersion, performance, uniformity, sanity, pathog
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.), em funcdo do seu potencial produtivo, composi¢do
quimica e valor nutritivo dos grdos, € um dos cereais mais cultivados e consumidos no
mundo. A producdo de milho no Brasil cresce, ao longo dos anos, devido
principalmente a introducdo de cultivares mais produtivas, em conjunto com a utilizacao
de préticas culturais que visam maximizar a produtividade, além do aumento da area
cultivada com semeaduras de segunda época ou safrinha.

A utilizacdo de sementes de alta qualidade constitui a base para a elevagéo da
produtividade agricola, de forma que o componente fisioldgico da qualidade de
sementes tem sido objeto de inUmeras pesquisas, em decorréncia das sementes estarem
sujeitas a uma série de mudancas degenerativas apds a sua maturidade (FREITAS;
NASCIMENTO, 2006). A qualidade fisiolégica das sementes é de fundamental
importancia, pois desempenha funcgdes vitais caracterizadas pela germinacéo, vigor e
longevidade, sendo que o vigor pode ser definido como a soma de atributos que
conferem a semente o potencial para germinar, emergir e resultar rapidamente em
plantulas normais, em ampla diversidade de condi¢bes ambientais (MARCOS FILHO,
2005).

O condicionamento fisiolégico é uma técnica de embebicdo controlada das
sementes que permite a ativacdo dos processos metabolicos da germinacdo, evitando a
emissdo da raiz priméria, propiciando uniformizacdo e melhor desempenho das plantas
em campo (CASTRO; HILHORST, 2004). Esse processo envolve a absorcdo de agua
pelas sementes sob condi¢Bes controladas, hidratando-as e ativando o metabolismo nas
fases | e Il da embebicdo sem que ocorra a protrusdao da raiz primaria, quando, entao,
séo colocadas para secar. Tem sido bastante utilizado em sementes de hortalicas, tendo-
se verificado reducdo do tempo entre a semeadura e a emergéncia e uma melhoria na
uniformidade da emergéncia das plantulas. A utilizacdo do condicionamento fisiologico
de semente vem ganhando espaco nas grandes culturas como o milho (FERREIRA,
2011) e soja (GIURIZZATO, 2008), tendo-se verificado resultados positivos no
desempenho da germinacdo e vigor das plantulas.

A qualidade sanitaria das sementes é de fundamental importancia, pois sementes
contaminadas podem reduzir a populacéo de plantas e a produtividade e, também, servir
como veiculo de disseminacdo de patogenos (CASA et al., 1998). Muitos fungos

veiculados pela semente de milho podem ser transmitidos as plantulas (McGEE, 1988).



No Brasil, os principais fungos patogénicos veiculados pelas sementes de milho séo
Fusarium moniliforme (Sheld.), Diplodia maydis (Berk.) Sacc. e F. graminearum
Schwabe (TANAKA; BALMER, 1980; GOMES et al., 1981; LUZ, 1997). Dentre os
patdgenos associados as sementes de milho, o Fusarium verticilioides ¢ o mais
comumente encontrado (REIS et al., 1995; REIS; CASA et al., 2004). A pratica do uso
de fungicidas para tratamento de sementes de milho tem sido ainda, a mais empregada
pelos agricultores. Contudo, tecnologias novas vém sendo adotadas no controle de
fungos em graos, como o uso do gas ozonio (ROZADO et al., 2008).

Nos ultimos anos, a utilizacio do ozbnio tem-se expandido de forma
consideravel, nacional ou internacionalmente, em diferentes areas de aplicacdo, como
no tratamento de &gua potavel, efluentes domésticos e industriais e processos de
branqueamento de celulose, entre outros. Novos segmentos de aplicacdes de 0zonio sdo
desenvolvidos, principalmente nas areas de processamento de alimentos e agricultura,
com aprovacéo da FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos, para esta
finalidade (RICE; GRAHAM, 2002).

O ozénio (O3) é um poderoso agente oxidante que pode ser gerado no local,
através de um processo de descarga elétrica (KIM et al.,1999). Desta forma, sua
utilizacdo se torna atraente no controle de insetos e fungos em graos armazenados, pelo
fato de descartar a necessidade de manipulagdo, armazenamento ou eliminacdo dos
recipientes de produtos quimicos e, ainda, em virtude de possuir uma meia vida curta e
de seu produto de degradacdo ser o oxigénio (KELLS et al., 2001; MENDEZ et al.,
2003).

O oz6nio dissolvido em agua constitui outra opcdo promissora no controle de
microrganismos, sendo relativamente instavel e decompondo-se facilmente na forma do
oxigénio molecular (KHADRE et al.,, 2001). A &gua ozonizada é utilizada para
desinfestacdo e desinfeccdo de alimentos e superficies, possuindo uma eficacia de
desinfeccdo maior contra bactérias, quistos de protozoarios, virus, fungos e esporos de
fungos em relacdo ao hipoclorito (MENDEZ et al., 2003). Portanto, 0 uso da agua
ozonizada tem se mostrado uma alternativa em substituicdo aos agentes quimicos
tradicionais, apresentando alta eficiéncia a baixas concentragGes, em um periodo curto
de contato e sem formacédo de produtos toxicos, pois é altamente reativo e ndo deixa
residuos na semente.

O uso de novas tecnologias, como o pré-condicionamento, pode facilitar o ganho

em uma série de caracteristicas importantes para o estabelecimento das plantulas,
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melhorando assim as etapas iniciais da planta para a producdo de suas sementes e
conjuntamente com o gas 0zonio, pode trazer grandes beneficios em relacéo ao controle
de fitopatogénos como o Fusarium que causam grandes prejuizos no estabelecimento
inicial das culturas.

Contudo, faz-se necessario um estudo direcionado para verificar o efeito do pré-
condicionamento de sementes de milho em agua ozonizada no desenvolvimento inicial

de pléntulas e no controle de Fusarium spp.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da dgua ozonizada no desenvolvimento inicial de plantulas e no

controle de Fusarium spp. em sementes de milho.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o efeito da exposicdo de sementes de milho por diferentes periodos em agua

com distintas concentracdes de 0z6nio na percentagem de germinacao;

2) Verificar o efeito da exposicao de sementes de milho por diferentes periodos em agua

com distintas concentracdes de 0zénio no desenvolvimento inicial de plantulas;

3) Analisar o efeito da exposicdo de sementes de milho por diferentes periodos em agua

com distintas concentracdes de 0zénio na condutividade elétrica do soluto;

4) Testar o efeito da exposicdo de sementes de milho por diferentes periodos em agua

com distintas concentragdes de ozonio no controle de Fusarium spp.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producéo do milho

No cenario atual, o milho é o cereal mais produzido no mundo, sendo esperada
uma producdo de 1.011,07 bilhdo de toneladas para a safra 2016/17, sendo que a
producdo mundial se concentra basicamente em trés paises produtores: EUA, China e
Brasil; e que sozinhos esses paises representam 65,62% da producdo mundial de milho.
O Brasil se encontra na terceira posi¢cdo no ranking de produtores, com uma expectativa
de producéo de 82 milhdes de toneladas para a safra 2016/17 (USDA, 2016).

Apesar da expansao do consumo de milho nas Gltimas safras, com uma demanda
mundial continua e crescente, a producdo de milho manteve um crescimento superior na
escala de producdo. A partir da safra 2010/11 até a safra 2014/15, houve um aumento
nos estoques finais mundiais, em que grande parte se concentra na China, que é o
principal propulsor dos aumentos nos estoques nas safras 2011/12 e 2012/13; e para a
safra 15/16 é esperado que o0s estoques chineses representem 46,58% dos estoques
mundiais. Atualmente, devido & continua e crescente demanda mundial, e também a
ocorréncia da reducdo do volume mundial produzido na safra 2015/16, espera-se um
cenario de convergéncia entre producao e consumo mundial da safra 2016/17, o que nédo
acontecia desde a safra 2012/13, quando houve a quebra de safra nos EUA, e a
producdo mundial reduziu consideravelmente (USDA, 2016).

Atualmente o maior importador de milho é o Japdo, com expectativa de 15
milhGes de toneladas importadas na safra 2016/17, onde devido as condicdes de relevo e
clima, impossibilitam a producdo deste cereal no pais, tendo que importar todo milho
consumido (USDA, 2016). O mercado de exportacdo de milho é praticamente dominado
por quatro paises: EUA, Brasil, Ucrania e Argentina. Estes paises responderam por
83,28% das exportacbes mundiais na safra 2015/16. Os dois primeiros se caracterizam
por serem grandes produtores e também consumirem boa parte da sua producdo. A
Ucrania e a Argentina destinam mais de 60% da sua producdo para o mercado externo,
demonstrando assim grande dependéncia das exportacdes para escoarem seu milho
(USDA, 2016).

No Brasil, o milho é cultivado em praticamente todo o territdrio nacional,
havendo registro de produgéo de milho em 97% dos municipios brasileiros entre 2004 e
2008 (IBGE, 2010). Na safra 2009/2010 foram plantados 12,94 milhGes de hectares,



resultando numa producéo estimada de 51,3 milhdes de toneladas. Na safra de 2012/13
o milho foi o cereal mais produzido no pais com cerca de 81 milhdes de toneladas
(CONAB, 2010). O Brasil possui uma alta diversidade em termos de sistemas de
producdo considerados, ocorrendo desde propriedades com plantios de subsisténcia que
utilizam técnicas rudimentares, até propriedades altamente tecnificadas, que visam a
exploracdo comercial da produgdao (MONTEIRO et al., 1996). Esta diversidade ocorre
em funcdo das caracteristicas edafoclimaticas, sendo que as principais épocas de plantio
variam de acordo com a regido geografica. Os fatores climéaticos que exercem maior
influéncia sobre a cultura do milho séo a radiacao solar, a precipitacdo e a temperatura,
que interferem diretamente nas atividades fisioldgicas da planta e, consequentemente,
na producdo de graos e matéria seca (LANDAU et al., 2009).

Na maior parte do territorio nacional, a safra principal (safra “verdo”) ¢ plantada
em setembro/outubro, ocorrendo a colheita em dezembro/janeiro. Apds a cultura de
verdo (entre janeiro e abril), em algumas regides do pais é semeado o milho de sequeiro,
denominado milho “safrinha”. Apesar da producdo de milho ocorrer em praticamente
todos 0s municipios brasileiros, existem areas de maior concentracdo da atividade,
situadas, na sua maioria, entre os paralelos 10 e 30° Sul. Nas regides Sul e Sudeste
predominam o plantio da safra de verdo, e na regido Centro-Oeste, o plantio de milho na
época de safrinha (SANS; GUIMARAES, 2009).

A producdo do milho brasileiro, ainda possui sérios problemas de logistica,
sendo que o grande entrave estd nas distancias dos centros produtores de milho até os
portos, e das condi¢Oes ruins das rodovias. O principal meio de transporte utilizado no
Brasil ¢ o rodoviario, sendo considerado também o mais oneroso, o que diminui a
competitividade brasileira se comparada aos principais paises exportadores de milho
(CNT, 2015).

3.2 Qualidade de sementes de milho

A semente € um dos principais insumos da agricultura, sendo a qualidade um
dos fatores primordiais para o estabelecimento de qualquer cultura (FREITAS;
NASCIMENTO, 2006). O sucesso da producdo de sementes esta intrinsecamente ligado
a sua qualidade, expressdo ampla, que abrange outros conceitos, como a “qualidade
fisiologica”, “qualidade fisica”, “qualidade genética” que por si s e isoladamente ndo

sao capazes de determinar o desempenho de um lote. A expressdo ‘“qualidade de



sementes” ¢ a mais adequada, pois engloba o valor de um lote de sementes como um
todo, atendendo o principal objetivo de sua utilizagdo (MARCOS FILHO, 2005).
Segundo Popinigis (1985), os quatro atributos essenciais para a qualidade de

sementes Sao:

a) Atributos genéticos: Estdo relacionados com a pureza varietal, homogeneidade,
potencial de produtividade, resisténcia a patégenos e pragas, precocidade, atributos

morfologicos da planta, entre outros.

b) Atributos fisicos: os principais atributos da qualidade fisica das sementes incluem
pureza fisica, umidade, danificacbes mecénicas, peso volumétrico, massa de 1000

sementes e aparéncia.

c) Atributos fisiolégicos: é a capacidade da semente de desempenhar fungdes vitais,

caracterizada pela sua germinagéo, vigor e longevidade.

d) Atributos sanitarios: é definido como a associacao de patdgenos (fungos, bactérias,
virus e nematdides) com as sementes, que podem implicar em redugdo do rendimento e

comprometimento da qualidade das mesmas.

A qualidade da semente é traduzida exatamente pelo somatdrio de seus atributos,
que culminam no surgimento do cultivo ideal, onde a qualidade tem destaque por
influenciar diretamente na produtividade agricola, visto que é responsavel pela
maximizacdo da acdo dos insumos e das técnicas de manejo, influenciando diretamente
no sucesso da lavoura e contribuindo significativamente para que os altos niveis de
produtividade sejam alcangados (MARCOS FILHO, 2005). A qualidade das sementes
pode ser facilmente observada na uniformidade do estande da cultura; no material sadio
gue néo é veiculo de transmissdo de patdgenos; no alto vigor, capaz de superar as mais
diversas condicdes adversas e na capacidade de manter a sua vitalidade por um

determinado periodo de tempo, isto €, a sua longevidade (POPINIGIS, 1977).



3.2.1 Qualidade fisiologica de sementes de milho

A qualidade fisiologica da semente € avaliada por duas caracteristicas
fundamentais: germinacdo e vigor (SOUZA et al., 2005). Os atributos fisioldgicos séo
influenciados pelas caracteristicas genéticas herdadas de seus progenitores, sendo estes
fatores afetados pelas condi¢cbes ambientais, métodos de colheita, secagem,
processamento, tratamento, armazenamento e embalagem (ANDRADE et al., 2001).

Os testes para avaliagdo da qualidade fisioldgica das sementes séo realizados em
laboratorios, principalmente pelo teste de germinacdo; no entanto, este é conduzido em
condicdes favoraveis de temperatura, umidade e de luz, permitindo ao lote expressar o
seu potencial maximo, sendo, portanto, pouco eficiente para indicar o desempenho no
campo (MARCOS FILHO, 2005).

Segundo Perry (1981), as sementes que estdo sujeitas as condi¢des adversas do
campo, como excesso ou déficit hidrico, obstru¢cdo mecanica imposta por compactagédo
da camada de solo que as cobre e ao ataque de microrganismos e insetos, apresentam
menor porcentagem de emergéncia das plantulas em campo, as vezes, sendo menor do
que a porcentagem de germinacdo obtida com o teste de germinacdo. Observa-se que as
condicdes adotadas em laboratorio ndo sdo obrigatoriamente encontradas em campo,
causando discrepancias com relacdo aos resultados obtidos.

Com a constatacdo de que o teste de germinacgéo era inadequado para estimar a
emergéncia das plantulas em campo, sob condi¢cdes adversas de ambiente, houve o
desenvolvimento de conceitos de vigor e, consequentemente, de novos testes para
aprimorar a eficiéncia da avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes (SANTOS et
al., 2003). Segundo o Comité de Vigor Internacional de Analista de Sementes (ISTA) o
vigor da semente é a soma de todas as propriedades da semente as quais determinam o
nivel de atividade e o desempenho da semente, ou do lote de sementes durante a
germinacdo e a emergéncia de plantulas. As sementes que possuem um bom
desempenho sédo classificadas como vigorosas e as que apresentam baixo desempenho
sdo chamadas de sementes de baixo vigor (MARCOS FILHO, 2011).

Na fase de plantula a influéncia do vigor da semente é marcante sobre todos 0s
aspectos do processo germinativo, desde a propria possibilidade de ocorréncia da
germinacao até outras caracteristicas, como a uniformidade, a velocidade, o tempo total
de germinacdo, o tamanho e o peso das plantulas (SCHUCH et al., 1999; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000).



Os testes de vigor sdo utilizados para diferenciar os niveis de vigor entre as
sementes, distinguindo-as também entre seus lotes. Estes testes sdo classificados em
métodos diretos e métodos indiretos. Os diretos seriam 0s métodos que procuram
simular as condi¢es (as vezes adversas) que ocorrem no campo e 0s indiretos procuram
avaliar atributos que indiretamente se relacionam com vigor (fisicos, biologicos,
fisiologicos) das sementes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Diversos testes de vigor estdo sendo executados, procurando comparar, com
precisdo, o comportamento de lotes de sementes em laboratério e no campo, por
exemplo, o teste de frio para milho (CICERO; VIEIRA, 1994), o teste de
envelhecimento acelerado para soja (VIEIRA et al., 1994) e o teste de condutividade
elétrica para ervilha (CALIARI; MARCOS FILHO, 1990; BLANDON; BIDDLE,
1992).

Um teste, isoladamente, € incapaz, seja ele, germinativo, fisiolégico ou
bioguimico, de avaliar um lote de sementes, mesmo para uma Unica espécie, sob todas
as condi¢des. Portanto, as pesquisas com testes de vigor devem considerar as variaveis e
suposicdes envolvidas em cada teste (OLIVEIRA et al., 2009).

A utilizacdo de sementes que apresentem um elevado potencial fisioldgico
(vigor e germinagdo) traz varios beneficios para o agricultor, como uma melhor
germinacdo do lote, sendo esta rapida e uniforme, plantulas que suportam uma gama
variada de adversidades ambientais, tais como, estresses hidricos e apresenta uma
maturidade mais uniforme da colheita, 0 que traz um enorme beneficio por ocasido da

colheita, evitando que se realize uma colheita desuniforme (MARCOS FILHO, 1999).

3.3 Fisiologia da germinacéo

O processo germinativo das sementes consiste na reativacdo do crescimento do
embrido por meio de uma sequiéncia ordenada de eventos metabdlicos, resultando na
ruptura do tegumento pela radicula. O inicio desse processo se da pela absor¢édo de agua
pelas sementes e termina com o alongamento do eixo embrionario (BEWLEY; BLACK,
1994).

A embebicdo é um processo de fundamental importancia para a germinacao das
sementes, pois permite a retomada da atividade metabdlica, contribuindo para os
processos de mobilizacdo e assimilacdo de reservas e crescimento subseqiente
(MARCOS FILHO, 2005). A velocidade de embebicdo depende das caracteristicas de



cada espécie, dentre essas, da composicdo quimica e da permeabilidade do tegumento
(BEWLEY; BLACK, 1994).

No campo da fisiologia da germinagdo de sementes as trés etapas principais
durante a germinacdo das sementes seriam a embebicdo, 0 processo biogquimico
preparatério e a emergéncia da plantula. As trés etapas também poderiam ser
identificadas como: Reativacao, que envolve a embebicdo, a ativacdo da respiragéo e as
demais etapas do metabolismo; Indugdo do crescimento, fase de repouso, como
preparo para o crescimento; e Crescimento, protusdo da raiz primaria (BEWLEY;
BLACK, 1994).

A maioria das sementes possui 0 padrdo inicial de germinacdo trifasico, ou seja,
ao se monitorar o contelido de &gua de sementes secas submetidas a embebicdo em
agua, se observa um padréo trifasico de absorcdo de agua e hidratacdo das sementes sob
condicdes ideais de suprimento de agua (BEWLEY; BLACK, 1994). Na Fase I,
denominada embebicao, que € um processo dirigido pelo gradiente de potencial hidrico
entre a semente e seu ambiente, ocorre uma réapida entrada de agua, em funcdo da
grande diferenca de potencial entre as sementes e o substrato, independentemente do
estado fisiologico das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994; FERREIRA;
BORGUETTI, 2004; MARCOS FILHO, 2005).

Na Fase Il, conhecida como intervalo ou fase de preparacdo e ativacdo do
metabolismo, a velocidade de absorcdo de agua se torna mais lenta, tendendo para o
equilibrio entre os potenciais; ocorrendo diversas reacdes metabdlicas preparatérias a
emergéncia da raiz primaria. Nesta fase, as células no interior das sementes ndo podem
mais absorver agua porque ndo podem mais se expandir e o potencial hidrico das
sementes é nulo. Durante a Fase Il, sdo ativados os processos metabolicos requeridos
para o0 crescimento do embrido e para a conclusdo do processo germinativo e as
sementes também tendem a se manter tolerantes a desidratacdo ou a dessecacao
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004; MARCOS FILHO, 2005).

A Fase I11 da embebicdo é marcada novamente por um aumento no contetdo de
agua na semente, que acontece devido a absor¢do associada com a iniciagcdo do
crescimento do embrido. Na Fase Ill, com o metabolismo ativado e em funcdo da
producéo de substancias osmoticamente ativas, ocorre uma reducdo no potencial hidrico
das sementes, resultando em rapida absor¢do de agua do meio. A iniciacdo da

emergéncia ou protusdo da radicula geralmente marca um ponto sem retorno para a



semente, que se encontra comprometida com a germinacdo e com o desenvolvimento da
plantula (BEWLEY; BLACK, 1994; FERREIRA; BORGUETTI, 2004).

Varios estudos estdo sendo realizados com o intuito de reduzir o tempo
necessario entre a semeadura e a emergéncia das plantulas, e um dos procedimentos
mais promissores € o0 tratamento pré-semeadura, envolvendo a iniciacdo do
metabolismo de germinacdo das sementes, por meio do controle da absorcédo de agua
pela semente, sem, no entanto, permitir a protusdo da radicula (KIKUTI et al., 2005;
NASCIMENTO, 2005; GIURIZZATO, 2008; FERREIRA, 2011).

3.3.1 Condicionamento fisioldgico de sementes

O condicionamento fisiologico de sementes é uma técnica que vem sendo
utilizada para promover suprimento de dgua as sementes, para que as mesmas possam
iniciar as primeiras etapas do processo de germinativo (fases I e Il) sem, contudo iniciar
a protrusdo da raiz. Como consequéncia, ha a reorganizacdo das membranas celulares e
reparacao dos tecidos da semente (ARTOLA et al., 2003).

No processo de condicionamento fisioldgico, pode ocorrer danos irreversiveis as
sementes, se as mesmas ultrapassarem a fase Il do processo de embebicdo (TOSELLI;
CASENAVE, 2003). Assim, se 0 processo de hidratacdo for incompleto, ou seja,
ocorrer até a fase Il, de tal modo que permita a atividade de alguns metabdlitos e de
mecanismos de reparacdo, pode ser utilizado para uniformizar a germinacdo das
sementes.

A eficiéncia da técnica de hidratacdo implica que a absor¢do de agua seja lenta
para que ndo haja danos as membranas. Segundo Marcos Filho (2005) varias técnicas de

condicionamento de sementes tém sido empregadas, como:

e Embebicdo em atmosfera imida: promove a embebicdo por meio da exposicdo

das sementes a atmosfera saturada com vapor d’agua.

e Condicionamento matrico: fornece agua para as sementes por meio de substrato

inerte umedecido.

e Imerséo em &gua ou hidrocondicionamento: fornecimento de agua diretamente

as sementes.
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e Condicionamento osmético: controla a absor¢do da &gua pelas sementes pela
adicdo de agente osmotico (PEG, NaCl, KNO3, MgSQO4, MgCl,;, KH2POy,,
MnSQ,) na dgua de embebicao.

Portanto, tratamentos de pré-semeadura como o condicionamento fisioldgico
das sementes, que induzem a iniciagdo metabdlica mediante a hidratacdo das sementes,
tém surgido com a finalidade de elevar a taxa e a velocidade de germinacdo, produzir
uniformidade na emergéncia e elevar a capacidade das plantulas em resistir aos efeitos
adversos do ambiente (VARIER et al., 2010). Essa técnica tem sido estudada com
sucesso em diversas culturas, particularmente em hortalicas, como alface
(NASCIMENTO; CANTLIFFE et al., 1998), beterraba (COSTA; VILLELA, 2006),
cebola (CASEIRO et al., 2004), cenoura (BALBINOT; LOPEZ, 2006) e tomate e
pimentdo (VENKATASUBRAMANIAN; UMARANI, 2007).

Na literatura existem relatos de trabalhos em que a técnica do
hidrocondicionamento de sementes promoveu aumento significativo na qualidade
fisiologica dos lotes condicionados e ndo apenas na uniformizacdo da qualidade dos
mesmos. Artola et al. (2003) propds uma solucdo para o problema do estabelecimento
das plantulas de Ornithopus compressus, atraves do envigoramento de suas sementes
utilizando a técnica do priming em agua ou hydropriming. Foram encontradas
diferencas significativas no teste de vigor, comprovando que o hydropriming promoveu
uma melhora no vigor das sementes de Ornithopus compressus, com o lote de melhor
vigor emergindo primeiro. Houve também uma melhora acentuada na uniformidade dos
lotes, especialmente no lote de menor vigor.

Perez e Negreiros (2001) avaliaram o efeito do pré-condicionamento na
qualidade fisioldgica de Peltophorum dubium em condicdes de estresse. O ensaio
consistiu de quatro tratamentos onde o primeiro ndo recebeu pré-condicionamento, o
segundo recebeu condicionamento em agua destilada continuamente aerada por 24
horas a 20 °C e o terceiro e 0 quarto receberam pré-condicionamento em solucGes de
KNO3; a 0,5 M e 1,0 M continuamente aeradas por 24 horas a 20 °C, respectivamente.
Os autores concluiram que o condicionamento em &gua melhorou a qualidade
fisiologica das sementes de canafistula enquanto o osmocondicionamento com KNO3 a
0,5M e 1,0 M reduziu a viabilidade e o vigor das sementes. As sementes condicionadas
em agua e armazenadas por 45 dias apresentaram maiores valores de germinagédo e de

velocidade de germinacdo em condicdes de estresse salino.
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Em trabalhos realizados por Giurizzato et al. (2008) com sementes de soja e por
Marcos Filho e Kikuti (2008) em sementes de couve-flor, observou-se aumento da
expressdo do vigor pela velocidade de germinagdo e de emergéncia de plantulas,

indicando vantagem do tratamento por hidrocondicionamento de sementes.

3.4 Fungos em sementes de milho

As doengas do milho ocorrem praticamente em todos os locais onde o cereal é
cultivado e sdo responsaveis pela baixa produtividade e qualidade das sementes (REIS
et al., 2004; PEREIRA et al., 2005). Os fungos sdo os principais patdgenos da cultura,
podendo parasitar todos os 6rgdos da planta (WHITE, 1999). Dentre os principais
fungos patogénicos destacam-se 0s associados as sementes, responsaveis pela
deterioracdo de sementes, podriddo radicular, podriddes da base do colmo e de espigas,
onde as sementes infectadas representam o principal veiculo de disseminacdo e
sobrevivéncia dos patdgenos garantindo a continuidade do ciclo bioldgico do patégeno
(REIS; CASA, 1998).

A transmissdo de um patogeno pela semente pode ser influenciada por uma série
de fatores, como: espécie cultivada, condicdes ambientais, praticas -culturais,
sobrevivéncia do inoculo, vigor da semente, microflora do solo e da semente e outros.
Estes fatores podem reduzir ou incrementar a passagem do patégeno para 0s Orgaos
foliares ou radiculares da planta, refletindo, assim, na epidemiologia da doenca (REIS;
CASA, 1998).

No solo, os fungos encontram condicGes ideais para atacar as sementes de milho,
principalmente, quando a semeadura é realizada em condicOes desfavoraveis, isto €, em
solo frio e imido, onde ha impedimento da germinacdo ou reducdo da velocidade de
emergéncia, propiciando uma maior exposicao ao ataque dos fungos (PINTO, 1993).

Os principais fungos que infestam ou infectam as sementes de milho sédo
Colletotrichum graminicola, Stenocarpella maydis, Stenocarpella macrospora,
Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides, sendo associados a semente e
transmitidos as plantulas (REIS et al., 1995; PINTO, 1996; REIS; CASA, 1996; CASA
et al., 2004). Destes, o fungo Fusarium verticillioides é o patdgeno mais detectado e
disseminado nas sementes de milho no Brasil, sendo o mais estudado em relagdo a
transmisséo para plantulas e para a planta adulta (SARTORI et al., 2004). Este patogeno
causa podriddes radiculares, podriddes da base do colmo e da espiga (BALMER, 1980).
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As sementes representam o principal meio de disseminacdo dos patdgenos,
podendo ser levadas a longas distancias (lavouras, municipios, estados, paises,
continentes) devido a comercializacéo, além de favorecer a introdugdo em lavouras de
primeiro ano de cultivo e em areas de rotagdo de culturas (REIS; CASA, 2007). A
associacdo dos patdgenos as sementes garante o acesso direto do patogeno a fonte
nutricional por ocasido da germinacdo e emergéncia. Os fungos associados a semente
podem deteriorar a semente interferindo na populacdo de plantas e também serem
transmitidos da semente a plantula ou planta jovem colonizando 6rgaos radiculares e
aéreos (McGEE, 1988; CASA et al., 2006).

A semente deteriorada acarreta interferéncia na populagdo de plantas emersas,
sendo um dos fatores que afetam a produtividade do milho (FANCELI; DOURADO
NETO, 2003). A reducdo no numero de plantas no campo € percebida apds a
emergéncia, devido a ocorréncia de podriddo das sementes e a morte de plantulas,
ocorridas antes ou depois da emergéncia (PEREIRA et al., 2005).

A podriddo da semente é consequéncia da morte do embrido antes mesmo de
germinar, devido a infeccGes severas causadas principalmente por fungos. Em outra
situacdo, ha germinacdo de sementes com posterior morte da plantula (CASA et al.,
2006).

Dentre os organismos comumente associados ao apodrecimento de sementes de
milho e morte de plantulas em pré ou pds emergéncia estdo os fungos Fusarium
verticillioides, Helminthosporium maydis, Colletotrichum graminicola, Aspergillus sp.,
Penicillium sp. Destes o fungo F. verticillioides é o mais comumente encontrado
associado ao apodrecimento de sementes na cultura do milho, interferindo na qualidade
fisiolégica da semente e prejudicando o estande da lavoura (GOULART; FIALHO,
1994; BALMER, 1980).

Os fatores que interferem na viabilidade do in6culo na semente e que podem
afetar a populacdo de plantas sdo: a profundidade de semeadura, as condicdes de
umidade e temperatura do solo, dano mecénico na semente e sistemas de monocultura
ou rotacdo (REIS et al., 2004).

O armazenamento das sementes para fins agricolas geralmente é utilizado para a
manutencdo de estoques no periodo da entressafra ou para a provisdo de quantidades
suficientes para atender a demanda de comercializagdo. No entanto, as mesmas

condigdes de armazenamento que permitem a manutencdo da viabilidade das sementes,
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podem tambeém favorecer a sobrevivéncia de muitos patdgenos importantes para a
cultura.

Os fungos presentes nas sementes armazenadas sdo tradicionalmente divididos
em dois grupos: de campo e de armazenamento. Os primeiros invadem as sementes
ainda no campo, requerendo para o seu crescimento, umidade relativa em torno de 90-
95%. O tempo de sobrevivéncia desses fungos nas sementes estd diretamente
relacionado com as condi¢cdes de ambiente do armazém (LAL; KAPOOR, 1979;
BERJAK, 1987; MERONUCK, 1987). Os fungos de armazenamento, representado
pelos fungos Aspergillus spp e Penicillium spp, por sua vez, estdo presentes nas
sementes recém-colhidas, geralmente em porcentagens muito baixas. Sdo capazes de
sobreviver em ambiente com baixa umidade, proliferando em sucesséo aos fungos de
campo e causando a deterioracdo das sementes (BERJAK, 1987; WETZEL, 1987;
CARVALHO; NAKAGAWA, 1988).

As medidas de controle de doencas causadas por fungos associados as sementes
de milho séo baseadas no uso de sementes sadias e no tratamento de sementes com
fungicidas (REIS et al., 2004; PEREIRA et al., 2005). O tratamento de sementes com
fungicidas € o principal método utilizado na prevencéao de doencas fungicas associadas a
sementes, tendo como objetivos reduzir ou eliminar o in6culo de fitopatdgenos
presentes na semente, protegendo-as durante a germinacao de fungos habitantes do solo,
garantindo a germinacdo das sementes e a emergéncia das plantulas em condicdes
adversas de semeadura e evitando a transmissdo dos fungos da semente para planta
(LASCA, 1986; PEREIRA, 1986; CASA et al., 1995; PINTO, 1998).

3.4.1 Fusarium spp.

O Fusarium é um dos mais importantes géneros de fungos existentes,
englobando diversas espécies, desde as saprdfitas até aquelas patogénicas, capazes de
causar doencas e sérios danos em plantas. O género possui ampla distribuicdo
geografica, com representativa ocorréncia em todas as regiées do mundo (LACAZ,
1998).

A classificacdo taxondmica e definida atualmente como pertencente ao Reino
Fungi, Filo Ascomycota, Classe Sordariomycetes, Ordem Hypocreales, Familia
Nectriaceae, Género Fusarium (HOOG et al., 2000).
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As culturas de Fusarium spp. se caracterizam pelo crescimento rapido da
coldnia, com micélio aveludado a levemente cotonoso, opacos ou levemente brilhantes.
Incubado a 25°C por sete a dez dias, o fungo pode apresentar pigmentacdo do miceélio
que varia de cor rosa, pdrpura, cinza ou amarela (GUARRO, J.; GENE, J., 1992;
HOOG et al., 2000). O meio de cultivo mais utilizado para a determinacéo das espécies
¢ 0 Batata Dextrose Agar (BDA) (LACAZ, 1998).

A caracteristica micromorfoldgica principal deste género é a forma de foice de
seus conidios. Eles emergem de células conidiogénicas (fialides) e podem apresentar-se
isoladamente ou agrupados em massas crescendo diretamente do micélio (NELSON et
al., 1994).

Algumas espécies do género Fusarium tém sido associadas a doencas do milho,
como Fusarium graminearum e Fusarium verticillioides, que estdo presentes em todos
os estadios de desenvolvimento do milho (SARTORI et al., 2004), podendo infectar
sementes e plantulas. Desta forma, estes patdgenos sdo economicamente importantes
para a cultura, podendo causar perdas substanciais em produtividade e na qualidade de
sementes (BRODERS et al., 2007).

Esses fungos podem sobreviver no solo por meio de estruturas de resisténcia e,
ainda, em estruturas internas das sementes, como o0 embrido. A diagnose preventiva,
antes da semeadura, assim como o tratamento quimico de sementes, sdo medidas que
auxiliam no combate a doencas ocasionadas por Fusarium spp. (COSTA et al., 2003).

O géas oz6nio surge como uma alternativa para o controle de Fusarium spp,
possuindo acdo fungicida, atuando principalmente como método preventivo no processo
de disseminacéo e infeccdo do fungo pelas sementes, devido ao seu elevado potencial
oxidante (KIM ., 1999).

3.5 Uso do gas o0zdnio (O3)

O gas ozobnio (Og), ou oxigénio triatbmico, € uma molécula instavel formada
pela adicdo de um atomo de oxigénio a molécula diatbmica de oxigénio (O,), que pode
ser produzido naturalmente como resultado de reldmpagos ou radiacdo ultravioleta
(KIM et al., 1999). Comercialmente a forma mais utilizada na geracéo de 0zonio é a de
descarga elétrica no gas oxigénio (GLAZE et al., 1987; BALAKRISHNAN et al., 2002;
HARRISSON, 2000), sendo um dos primeiros equipamentos destinados a producéo de
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0zOnio, baseado no efeito corona, desenvolvido por Siemens, em 1857, na Alemanha
(RUBIN, 2003).

O sistema Corona produz sinteticamente o 0zonio, onde 0 processo consiste na
passagem de fluxo de ar atmosférico ou enriquecido com até 92% de oxigénio
molecular (O,), no interior do equipamento. A tensdo elétrica deve ser controlada
(~10.000 V) para que a energia gerada por essa descarga seja suficiente para romper a
molécula de oxigénio, resultando em dois 4&tomos de oxigénio livre (FALCAO, 2009).

O ozbnio € um gas incolor de odor pungente, instavel e parcialmente solGvel em
agua, que se destaca por seu elevado poder oxidante. E um forte agente desinfetante
com acdo sobre uma grande variedade de organismos patogénicos, incluindo bactérias,
bolores, leveduras, virus, protozoéarios, inclusive formas esporuladas e cistos de
protozoarios, que sdo mais resistentes, além de componentes do envoltorio celular,
esporos fungicos ou capsideos virais, em concentracGes relativamente baixas e em
reduzido tempo de contato, apresentado uma eficiéncia germicida que excede ao cloro
(SILVA et al., 2006; PRESTES, 2007; KHADRE et al., 2001; KIM et al., 1999).

A reducdo ou a inativacdo da populacdo microbiana devido a ozonizagédo
depende da concentracdo de ozénio, do tempo de aplicacdo e do microrganismo
envolvido (KIM, 1999). O gas ozonio afeta os microrganismos a partir da oxidagao
progressiva de componentes celulares vitais. O 0z6nio atua inicialmente na membrana
celular, sendo a superficie da célula microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua acdo
antimicrobiana € decorrente da oxidacdo de glicolipideos, glicoproteinas e aminoacidos
da parede celular, alterando a permeabilidade e causando sua rapida lise. O 0z6nio ataca
também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o colapso da atividade enzimética
celular. Além disso, sua acdo sobre o material nuclear dos microrganismos altera as
bases puricas e pirimidicas dos acidos nucléicos, como ocorre com alguns virus, onde o
0zOnio destréi seu RNA além de alterar as cadeias polipeptidicas do capsideoprotéico
(SILVEIRA, 2004; HUNT; MARINAS, 1999). Diversos estudos ja demonstraram que 0
0z0Onio gasoso reduz a populacdo fungica e a atividade bioldgica de uma variedade de
micotoxinas, correspondendo a um método eficaz para a desinfestacdo e desinfeccéo de
gréos e sementes (MENDEZ et al., 2003; MCDONOUGH et al., 2011; TIWARI et al.,
2010; WHITE et al., 2010).

Os fungos sdo contaminantes comuns em alimentos e Sd0 responsaveis por
perdas financeiras, industriais e comerciais (SERRA et al., 2003). A ozonizagdo é

bastante efetiva contra fungos e micotoxinas, porém os fungos tendem a ser mais
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resistentes que as bactérias na forma vegetativa (RUSSEL et al., 1999; KIM et al.,
1999). Segundo Wickramanayake (1991), os fungos séo facilmente atingidos pela a¢éo
do ozbnio e em menor periodo de tempo do que bactérias como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Bacillus spp. As concentracdes de 0,6 a 1,5 ppm de 0zonio tém
acao contra o crescimento de bolores em ovos conservados a 0,6 °C e 90% de umidade
relativa (KIM et al., 1999).

Segundo Ciccarese et al. (2007), usando ozonio (3% por peso) em trés periodos
de exposicdo (1, 1,5 e 3 minutos) para desinfeccdo de sementes de trigo, ervilha e
cevada, verificaram que o maior periodo de exposicdo foi mais eficiente na desinfeccéo
de sementes sem influenciar na germinacdo. Em experimentos feitos por El-Desouky et
al. (2012) com Triticuma estivum, testataram-se duas concentragdes de ozonio (20 e 40
ppm) e quatro periodos de exposi¢do (5, 10, 15 e 20 min), verificando-se que a
concentracdo de 40 ppm durante 20 minutos foi eficiente no controle de Aspergillus
flavus em gréos de trigo.

Abdel-Wahhab et al. (2011) estudaram o efeito do gas o0z6nio no controle de
fungos e aflatoxinas em amendoim. Foram usadas as concentracGes de 20 ppm por 5
minutos, 40 ppm por 10 minutos e 50 ppm por 5 minutos. A exposi¢do ao O3 gasoso foi
eficaz para reduzir a contagem total de fungos e conseguiu eliminar A. flavus nas
amostras. A concentracdo de 40 ppm por 10 minutos conseguiu degradar aflatoxina em
sementes de amendoim e alcancar o padrdo exigido na Legislacdo Egipicia. Ainda
trabalhando com amendoim, Sahab et al. (2013) verificaram que a exposicdo a 40 ppm
de O3 durante 10 minutos degrada significativamente aflatoxinas, ndo interferindo no
teor de gorduras e proteinas, podendo ser utilizado eficazmente para a descontaminacao
de sementes de amendoim contaminados com aflatoxinas.

Violleau et al. (2007), trabalhando com sementes de milho, realizaram o
tratamento com oxigénio puro ([Os] = 0 g / m®) e ozénio ([O3] = 20 g / m®) durante 6, 8
e 20,5 minutos. Avaliaram-se comprimento de plantula e raiz, apds 3, 4 e 5 dias.
Observou-se que as sementes tratadas com ozonio apresentaram maiores médias e teve
um inicio mais rapido de germinagdo e com comprimento maior de raiz. No entanto, um
tempo maior de exposicdo ao 0zonio reduziu a taxa de germinacao.

Savi et al. (2014) verificaram, em sementes de trigo, que o gas Os foi eficiente
no controle de fungos e proporcionou a degradagdo de micotoxinas, principalmente apos

120 minutos, com concentracdo de 60 mmol / mol, sem causar alteracdes fisicas e
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bioquimicas em grdos de trigo. S6 afetou a germinacdo do trigo ap6s 180 min de
exposicéo, reduzindo a capacidade de germinacao para 12,5%.

Luo et al. (2014) estudaram o efeito do tratamento de ozonio sobre a degradagéo
de aflatoxina B1 (AFB1) na cultura do milho sob diferentes teores de umidade. A
toxicidade dos produtos de degradacdo tratadas com ozénio no milho contaminado
também foi avaliada utilizando células de carcinoma hepatocelular humano como
modelo. Concluiu-se que a ozonizagdo pode degradar rapidamente e de forma eficaz a
aflatoxina B1 no milho e diminuiu a toxicidade; e, portanto, a ozonizacdo pode ser um
método eficaz, rapido e seguro no controle de aflatoxina em milho, bem como sua
toxicidade.

Marique et al. (2012) utilizaram ozénio no tratamento de sementes de Triticuma
estivum L. contaminadas com fungos Fusarium spp e Alternaria spp. A contagem visual
das colbnias ndo permitiu uma avaliacdo clara do efeito da desinfeccdo por ozénio.
Utilizaram também andlise de imagem para a contagem das coldnias, a qual mostrou
maior eficiéncia. O gas oz6nio demonstrou eficiéncia no controle de fungos,
principalmente de Fusarium spp.

Beber-Rodrigues (2013) testou o uso do gas ozonio no controle de fungos em
gréos de arroz armazenado e verificou uma reducdo na quantidade total de fungos;
contudo, os géneros Aureobasidium, Aspergillus, Penicillium e leveduras demonstraram
resisténcia as concentracfes de gas O aplicado, e que os fungos mais sensiveis foram
Acremonium e Alternaria.

Tendo em vista a importancia da contaminacdo das sementes por fungos e as
crescentes perdas ocorridas no campo, devido as doencas fungicas, tem-se buscado
alternativas para controlar o desenvolvimento dos microrganismos. Neste cenario o
0zOnio surge como uma alternativa para o controle de fungos, devido ao seu elevado
potencial oxidativo. (ALENCAR, 2009).

3.5.1 Ozdnio em agua

O oz6nio dissolvido em agua constitui outra op¢do promissora no controle de
microrganismos, sendo parcialmente solivel em agua, relativamente instavel e
decompondo-se facilmente na forma de oxigénio molecular, onde, como a maioria dos
outros gases, aumenta a sua solubilidade a medida que a temperatura decresce ou a

mistura é pressurizada (lei de Henry). Por esta razdo, as concentracfes de 0z6nio
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dissolvido geralmente nao ultrapassam cinco ppm, uma vez que 0s tratamentos séo
efetuados sob condicdo atmosférica e temperatura proxima a ambiente (FALCAO,
2009) . A taxa de solubilizacdo do ozénio depende do tamanho das bolhas do gés que
borbulham na &agua, pois quanto menores as bolhas formadas, maior a superficie de
contato. O tamanho mais adequado deve variar entre um e trés mm de didmetro. A taxa
de fluxo de ozénio e o tempo de contato também afetam a transferéncia do gas para a
agua. A agitacdo da amostra incrementa o contato e a solubilizacdo (KHADRE et al.,
2001).

O ozbnio dissolvido em agua é utilizado para desinfeccdo de alimentos e
superficies, possuindo uma eficécia de desinfeccdo maior contra bactérias, quistos de
protozoarios, virus, fungos e esporos de fungos em relacdo ao hipoclorito. Estes
atributos fazem do ozdénio uma boa escolha, quando a agua processada € reciclada ou
reutilizada, evitando desperdicios do recurso hidrico (KECHINSKI, 2007).

A geragdo do ozonio deve ser feita no local de aplicagdo devido a sua elevada
instabilidade. Em meio aquoso o o0z6nio se decompde espontaneamente por um
mecanismo complexo que envolve a formacéo de radicais livres de hidroxila, com meia
vida, em agua destilada, variando entre 20 a 25 min a 20 °C, decompondo-se novamente
em oxigénio molecular sem deixar residuos nos produtos alimenticios ou no ambiente
apo6s o tratamento (O’DONNELL et al., 2012). A aplicacdo da &gua ozonizada se
justifica para produtos que necessitam de uma etapa de lavagem durante o processo,
visto que o ozdnio cumpre esta dupla funcdo de limpeza e sanitizacdo (KECHINSKI,
2007). O oz6nio em agua apresenta maior estabilidade e eficécia relativa em faixas de
pH proximas a neutralidade, tendo sido indicado como substituto dos hipocloritos no
tratamento de produtos horticolas em diversos paises.

Em experimentos feitos por Hsieh et al. (1998), o0 uso do ozbnio saturado em
agua inibiu a germinacdo dos esporos de fungos em sementes de graminea, sendo
necessario 10, 13 e 30 min, respectivamente para eliminar os conidios de Bipolaris
australiensis, Curvularia pallescens e Exserohilum rostratum. A aplicacdo de agua
ozonizada foi mais eficiente no controle dos fungos em relagdo a aplicacdo dos
fungicidas convencionais testados no experimento. O vigor de crescimento de mudas foi
aparentemente melhor a partir de sementes tratadas com agua ozonizada.

Segundo Alexandre et al. (2012), a utilizacdo de agua ozonizada na concentragdo
de 0,3 ppm para sanitizacdo de morangos foi um dos tratamentos mais eficientes no

controle do crescimento da contamina¢do microbiana, com melhor retencdo de cor em
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morangos armazenados durante 14 dias, a 4°C. Morangos tratados com 0zénio
apresentaram menor perda de firmeza durante o armazenamento refrigerado, quando
comparados aos tratamentos de ultrasson e radiacdo UV-C, enquanto que 0s parametros
pH, antocianinas totais e acido ascdrbico diminuiram significativamente em comparacao
com escores iniciais, limitando a comercializacdo no final do armazenamento.

Em experimentos feitos por Alencar et al. (2013), observou-se redugdo de
Colletotrichum musae em bananas cv Nanicdo, cujo tratamento com 0z6nio aquoso foi
mais eficiente que 0 gasoso, ndo sO na reducdo do fungo como na preservacdo das
caracteristicas pos-colheita e sensoriais dos frutos analisados.

Trabalhos realizados com trigo, envolvendo aplicacdo de gas 0zénio em mistura
com ar atmosférico ou com oxigénio puro (WU et al., 2006), em fumigacao ou aplicado
a agua, em processo de lavagem dos grdos (IBANOGLU, 2002), demonstraram
eficiéncia na desinfestacdo fungica e bacteriana deste cereal (IBANOGLU, 2001, 2002;
MENDEZ et al., 2003).

Embora vérios estudos tenham sido realizados utilizando o gas 0zénio como
agente sanificante e microbicida, poucas informacdes foram disponibilizadas em relagédo

ao seu potencial redutor de populac@es microbianas em milho armazenado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Sementes

Os experimentos foram conduzidos com sementes de milho do hibrido, P 30F53,
fornecidas pela empresa Pioneer, sem nenhum tipo de tratamento quimico. A cultivar é
um hibrido simples, que foi desenvolvido pela Pioneer nos Estados Unidos em conjunto
com a Dow AgroSciences e tem a tecnologia do gene Herculex®I, também pode ser
classificado como milho Bt, uma vez que apresenta a proteina CrylF, que é derivada da
bactéria Bacillus thuringiensis. O hibrido apresenta as seguintes caracteristicas: elevado
potencial produtivo, precocidade, elevada resposta ao manejo e elevada estabilidade as

diversas condi¢6es climaticas.

4.2 Andlises de qualidade fisioldgica e sanitaria

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Processamento de Produtos
Agricolas e no Laboratério de Tecnologia de Sementes da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria (FAV) e no Laboratério de Micologia (Departamento de
Fitopatologia - IB), da Universidade de Brasilia (UnB), Campus Darcy Ribeiro, Asa
Norte, Brasilia, Distrito Federal. A avaliacdo de campo foi realizada na Fazenda Agua

Limpa (UnB), Area rural da VVargem Bonita — DF.

4.3 Obtencao do géas 0z6nio

O gés ozbnio foi obtido por meio de um gerador de 0z6nio baseado no método
de Descarga por Barreira Dielétrica. Este tipo de descarga é produzido ao aplicar uma
alta tensdo entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles um dielétrico (vidro) e um
espaco livre por onde flui o ar seco. Neste espaco livre é produzida uma descarga em
forma de filamentos, em que sdo gerados elétrons com energia suficiente para produzir a
quebra das moléculas de oxigénio, formando o ozoénio (O3). No processo de geracdo do
ozo6nio, foi utilizado como insumo o oxigénio (O,) com grau de pureza de
aproximadamente 90%, isento de umidade, obtido do concentrador de oxigénio
acoplado ao gerador de ozénio.

A concentragdo de ozonio foi determinada pelo método iodomeétrico, descrito
por Clesceri et al. (2000), que consistiu no borbulhamento do ozénio em 50 mL de

solucdo de iodeto de potassio (KI) 1 N, com producdo de lodo (I,). Para garantir o

21



deslocamento da reacdo para a producdo de I, foi necessario acidificar o meio com 2,5
mL de &acido sulfurico (H.SO.) 1 N. A solugdo foi titulada com tiossulfato de sddio
(Na,S,0;) 0,01 N, com uso de solug¢éo de amido 1% como indicador.

O gés ozonio foi borbulhado nas sementes com agua, conforme descrito a seguir,

denominando-se como agua ozonizada.

4.4 Pré - condicionamento das sementes em agua ozonizada

As sementes de milho com teor de umidade inicial de 13% b.u. foram colocadas
em potes de vidro, que possuiam as seguintes dimensdes (diametro= 9,05 cm;
altura=16,82 cm; gargalo= 74 mm e volume Util= 830 ml). Foram utilizadas 140 gramas
de sementes de milho, imersas em 300 ml de agua destilada. Nas tampas de cada pote,
foram instaladas conexdes para injecao e exaustdo do gas, respectivamente.

Foram adotadas quatro concentracdes do gas ozonio: 0, 10, 20e 30 mg L™, com
fluxo de 1,0 L min™, para exposicdo das sementes em cinco periodos de embebicdo: 0,
30, 60, 90 e 120 minutos. O mesmo procedimento foi adotado para a concentracédo de 0
mg L de ozénio, que consistiu na injecdo de ar atmosférico com auxilio de um
compressor de ar. Apos estes tratamentos as sementes ficaram secando em temperatura
ambiente (25°C), com umidade relativa do ar em torno de 48%, durante 24 horas, e logo
em seguida, foram expostas aos testes de qualidade fisioldgica.

4.5 Testes de qualidade fisioldgica

4.5.1 Teste padrédo de germinacao (TPG)

Foram realizadas quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento, colocadas
para germinar em substrato papel germitest na forma de rolo. O papel foi umedecido
com agua destilada na quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco, e
destinado ao germinador regulado para 25°C, por sete dias, seguindo 0s critérios
descritos nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Ao final do teste,
realizou- se uma Unica contagem, computando o numero de plantulas normais. Os

resultados foram expressos em porcentagem.
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4.5.2 Comprimento de plantulas (CP) e de radiculas (CR)

A medicdo foi realizada nas plantulas normais provenientes do teste de
germinacgdo, apds sete dias da instalacdo do mesmo. Para efetuacdo das medigdes foi
utilizada uma régua fixada na mesa por fita crepe (leitura em cm). As medi¢Ges manuais
das plantulas foram realizadas para determinar o comprimento de plantula (CP):
medicdo realizada do coledptilo até a ponta da maior raiz e de comprimento de
radicula (CR): medicéo realizada pela maior radicula (VIEIRA; CARVALHO, 1994);

4.5.3 Matéria seca de plantulas (MS)

Foram avaliadas as plantulas normais, obtidas a partir dos testes de germinacao,
excluindo destas o endosperma restante. As repeticdes de cada tratamento foram
acondicionadas em sacos de papel, identificadas, e levadas a estufa com circulacéo de ar
forcado, mantida a temperatura de 80°C por um periodo de 24 horas (NAKAGAWA,
1994). Apoés este periodo, cada repeticdo teve a massa avaliada em balanca com

precisdo de 0,001g, e os resultados médios expressos em miligramas.
4.5.4 Condutividade elétrica (CE)

Foram utilizadas duas repeticoes de 50 sementes para cada tratamento,
previamente pesadas (0,001) colocadas para embeber em copos plasticos (200 mL)
contendo 75 mL de agua deionizada e mantidas a 25°C por 24 horas (VIEIRA;
CARVALHO, 1994). Decorrido o periodo de embebicdo, foi feita a leitura da
condutividade elétrica, utilizando um condutivimetro DIGIMED, modelo CD 21, com

eletrodo de constante 1.0, sendo os resultados finais expressos em pS/cm™/g.

4.5.5 Indice de velocidade de emergéncia (IVE)

A semeadura foi realizada manualmente, empregando-se quatro repeticdes de 50
sementes por tratamento. As sementes foram semeadas em sulco com 2,0 m de
comprimento, aproximadamente 4,0 cm de profundidade e o espacamento entre linhas
foi de 0,5 metros, sendo irrigadas diariamente. Foram realizadas anotacGes diarias
referentes ao numero de plantulas que emergiam do solo. Ao final do teste, com o0s
dados diarios do numero de plantulas emergidas, calculou-se o indice de velocidade de

emergéncia empregando-se a formula proposta por Maguire (1962):
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I.V.E.= (G1/N1)+ (G2/N2)+ ... + (Gi/Ny) , em que:
I.V.E = indice de velocidade de emergéncia;
G = numero de plantulas normais computadas nas contagens;

N = numero de dias da semeadura a 18, 28... enésima avaliacao.

4.6 Avaliagdo da incidéncia do Fungo Fusarium spp.

Os fungos do género Fusarium foram isolados de sementes de milho do hibrido
P30F53, fornecidas pela empresa Pioneer. As sementes que apresentaram sintomas e
crescimento fangico tipico de Fusarium spp foram transferidas para placas de Petri
contendo o meio de cultura BDA, onde posteriormente se procedeu a obtencdo de
cultura monospdrica. Por meio de preparo de laminas, o isolado de Fusarium spp foi
identificado com base em sua morfologia tipica, que se resume na producdo de longas
cadeias de microconidios produzidas em monofialides (LESLIE; SUMMERELL, 2006).
Para a multiplicacdo do inoculo, foi utilizado o meio de cultura BDA e o fungo foi
incubado a temperatura ambiente (20-30°C), com fotoperiodo de 12 horas, durante sete
dias. Apos esse periodo foi adicionado 10 mL de agua destilada estéril a cada placa,
obtendo uma suspensdo de conidios, do isolado, que foi ajustada para a concentracéo de
10° conidios/ml, que foi utilizado para a inoculacéo das sementes.

As sementes, inicialmente, foram previamente desinfestadas em hipoclorito de
sodio a 1% por um minuto, sendo imersas na suspensao de conidios por 10 minutos e,
posteriormente, foram colocadas para secar durante o periodo de 24 horas. (MICHEL;
RADCLIFFE, 1995). Apos este periodo, as sementes inoculadas foram expostas ao
tratamento de ozénio dissolvido em &gua, sendo expostas a quatro concentracfes de gas
oz6nio, 0 mg L™, 10 mg L™, 20 mg L™ e 30 mg L™ e quatro periodos de exposicdo de
30; 60; 90 e 120 minutos.

No teste de sanidade foram analisadas 100 sementes por tratamento, em que as
sementes com desinfestacdo superficial e inoculadas com Fusarium spp. foram
distribuidas em quatro repeti¢des de 25 sementes por tratamento. No teste de sanidade
houve testemunhas controle (sementes com e sem inoculacéo; fungicida Derosal Plus
e hipoclorito 1%, por 1 minuto).

O teste de sanidade das sementes foi realizado pelo método de papel de filtro

com congelamento das sementes (LIMONARD, 1966). As sementes foram colocadas

24



em caixas de acrilico tipo “gerbox” (11 x 11 x 3,5 cm), sobre duas folhas de papel de
filtro, previamente embebidas com &gua destilada, e levadas para cdmara de incubacao
por 24 horas a 20 + 2 °C, regime luminoso de 12 horas de luz branca e 12 horas de
escuro. Apos esse periodo, foram mantidas a -20 °C (freezer) por 24 horas e, a seguir,
transferidas para cdmara de incubacéo por mais cinco dias. Apés o periodo de incubacéo
foram realizadas analises visuais para verificar a presenca ou auséncia de coldnias de
fungos em desenvolvimento. Os resultados foram expressos em porcentagem de
sementes infectadas (LUCCA FILHO, 1987).

4.7 Analises estatisticas

O experimento referente & qualidade fisiologica das sementes foi instalado em
esquema fatorial 4x5, com 4 concentracdes de o0zonio em &gua e 5 periodos de
embebicdo, totalizando 20 tratamentos. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes. As andlises estatisticas foram realizadas no
programa Assistat 7.5 (SILVA; AZEVEDO, 2009). Apds a analise de varidncia e
verificada a significancia do teste F para as interacGes em todas as caracteristicas
avaliadas, foi realizado o ajuste de superficies de resposta destas caracteristicas, em
funcdo da concentracdo e do periodo de embebicéo.

A andlise de regressdo linear foi realizada utilizando-se como varidveis
dependentes: a germinacdo (GE), o comprimento de plantula (CP), o comprimento de
radicula (CR), o indice de velocidade de emergéncia no campo (IVE), a massa seca das
plantulas (CP) e a condutividade elétrica (CE); e como variaveis independentes:
concentracdo do ozénio (mg.L™) e o periodo de embebicéo das sementes em minutos.
Para estimar as superficies de resposta, o critério adotado para a escolha do modelo de
melhor ajuste foi com base na significancia dos coeficientes de regressao, no coeficiente
de determinacdo (R2), na analise do residuo e no fendbmeno biolégico. O modelo
utilizado foi: f = yO+a*x+b*y+c*x"2+d*y"2, em que f = variavel dependente, x =
periodo de embebicdo das sementes e y =concentracdo do ozonio. O software SigmaPlot
versdo 10.0 foi utilizado para a representacéo grafica dos dados.

O experimento referente a qualidade sanitaria das sementes foi instalado em
esquema fatorial 4x4, com 4 concentracdes de o0zOnio em &gua e 4 periodos de
embebicdo, totalizando 16 tratamentos, com 4 testemunhas adicionais. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticdes. As analises estatisticas
foram feitas no programa Assistat 7.5 (SILVA; AZEVEDO, 2009). Os tratamentos
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foram comparados por analise de variancia (Anova), seguida de teste Tukey sempre que

foram detectadas diferencas significativas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de variancia para os testes de avaliacdo da qualidade fisioldgica,

verificou-se que as variaveis analisadas foram influenciadas pela interacdo entre

concentracdo do ozénio e periodo de embebicdo das sementes, conforme a Tabela 1. Os

coeficientes de variacdo encontrados ficaram abaixo de 12% (Tabela 1), o que

demonstra confianca nos resultados obtidos, que estdo dentro dos valores encontrados

na literatura em experimentos de avaliacdo de qualidade fisiologica em milho (BORBA

etal., 1995; RODRIGUES, 2007; PERES, 2010).

Tabela 1. Analise de variancia dos dados de comprimento de plantula (CP); comprimento de

radicula (CR); condutividade elétrica (CE); matéria seca de plantula (MS); indice de velocidade

de emergéncia (IVE) e teste padrdo de germinagdo (TPG) para a avaliacdo da qualidade

fisiologica de sementes de milho submetidas ao pré - condicionamento em &gua ozonizada em

funcdo da concentracdo de 0z6nio e periodo de embebicdo. Brasilia-DF, 2017.

Quadrado Médio

FV CP CR CE MS IVE TPG
Concentragdo 91,93** 36,40%*  12,94** 47,89** 2,38** 8,54™
Periodo de 125,30** 56,24**  156,10** 529,34** 4,52** 12,10™
embebigdo
Interacéo 15,12** 5,85* 10,62** 65,48** 0,58** 16,78**

Erro 2,30 2,72 0,38 511 0,082 5,32
Ccv 5,86 11,38 2,43 4,24 4,39 2,41
-~ Média 2593 1450 2524 5336 652 9581

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

"Nao significativo pelo teste F.
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5.1 Teste padréo de germinacéo (TPG)

Na Figura 1, observa-se o percentual de germinacdo das sementes de milho
submetidas ou ndo ao processo de ozonizacdo, em diferentes combinagdes de
concentracdo do oz6nio e periodos de embebicdo em éagua. Pode-se observar neste
trabalho que a testemunha e os tratamentos de pré — condicionamento em &gua
ozonizada apresentaram porcentagens de germinacdo acima do padrdo exigido para a
comercializacdo da espécie que é 85% (BRASIL, 2013), ndo havendo incremento
substancial no potencial germinativo destas sementes. Esse resultado concorda com
Marcos Filho e Kikuti (2008) em sementes de couve - flor, Gurgel Junior et al. (2009)
com sementes de pepino e Giurizzato et al. (2008) com sementes de soja, onde ndo
encontraram diferencas significativas para porcentagem de germinacdo utilizando

tratamentos de pré-condicionamento fisiologico em sementes (hidrocondicionamento).

TPG = 97,279 — 0,043Co + 0,001Pe — 0,0004Co2 - 8,432Pe2
R?=0,14

100

go (%)

Germinagao

Figura 1. Superficie de resposta referente a germinacdo das sementes de milho em funcdo da
concentragdo de 0z6nio em agua e periodo de embebicdo. Brasilia — DF, 2017.
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5.2 Desenvolvimento inicial das plantulas

Nos testes de qualidade fisioldgica referentes ao desenvolvimento inicial de
plantulas (indice de velocidade de emergéncia, matéria seca de plantulas, comprimento
de plantula e radicula) observou-se um efeito significativo da interagdo concentracédo e
periodo de embebicdo (p < 0,01); e no comprimento radicula observou-se um efeito
significativo com p < 0,05 (Tabela 1).

O preé-condicionamento das sementes de milho em agua ozonizada, seguido de
secagem natural, acarretou desenvolvimento inicial mais acentuado das plantulas de
milho, medido por meio do indice de velocidade de emergéncia, matéria seca de
plantulas, comprimento de plantula e no comprimento de radicula, quando comparados
com a testemunha (Figura 2). As plantulas de milho apresentaram o maior desempenho
no desenvolvimento inicial nas concentracdes 0 mg L™ e 30 mg L™ de ozénio nos
periodos de embebicdo de 75 minutos para indice de velocidade de emergéncia (IVE);
63 minutos para matéria seca de plantulas (MS); 90 minutos para comprimento de
plantulas (CP) e 62 minutos para comprimento de radicula (CR). Estes valores,
referentes aos pontos maximos de desenvolvimento das plantulas foram obtidos a partir
da derivacdo da equacao de regressao dos respectivos graficos abaixo (Figura 2).

Venkatasubramanian e Umarani (2007), pesquisando diferentes tipos de
condicionamento, demonstraram que o condicionamento fisiolégico ideal varia de
espécie para espécie, onde trabalhando com sementes de tomate os resultados mais
adequados foram obtidos com “hidropriming” por 48 horas. Schwember e Bradford
(2010) obtiveram valores de germinacdo de 96% e 100% para sementes de alface
hidrocondicionadas em agua destilada por 6 horas e osmocondicionadas por 24 horas,
respectivamente. Carvalho et al. (2000) observaram que sementes de sorgo hidratadas
por um periodo de 10 horas apresentaram melhor desempenho na velocidade de
emergéncia e no estabelecimento das plantulas.

Em vista dos resultado obtidos, pode-se levantar a hipGtese da existéncia de
mecanismos de reparo nas sementes pré-condicionadas em agua ozonizada, que podem
contribuir para a reestruturacdo do sistema de membranas e para a reorganizagao dos
componentes estruturais das células, sendo estas evidéncias de uma possivel

reversibilidade da deterioragdo das sementes.
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Figura 2. Superficies de resposta referentes ao Indice de velocidade de emergéncia (IVE) (Fig.2.A);

Massa seca de plantulas (MS) (Fig.2.B); Comprimento de plantula (CP) (Fig.2.C) e Comprimento de

radicula (CR) (Fig.2.D) em funcéo da concentracéo e periodo de embebigao. Brasilia — DF, 2017.
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Segundo Kermode (1995), a retomada do metabolismo durante o processo
germinativo comega em alguns minutos ap6s o contato da semente seca com a agua.
Isto acontece devido ao fato de que as enzimas e metabolitos exibem suas funcGes
somente apos a hidratacdo (VOET; VOET, 2004). Desta forma, a retomada metabdlica
se utiliza da estrutura e dos componentes enzimaticos pré-existentes nas sementes, que
foram conservados durante o periodo de quiescéncia (BEWLEY et al., 2000).

O pre-condicionamento em agua, seguido de secagem natural, pode ter induzido
a iniciacdo metabolica pela hidratacdo das sementes, acarretando uma melhora no
desempenho inicial das plantulas nas caracteristicas de velocidade de emergéncia,
acumulo de biomassa, crescimento de plantula e radicula (Figura 2). O fato das
sementes pré — condicionadas em &gua apresentarem plantulas com maior
desenvolvimento inicial, pode ser devido a hidratacdo das sementes que ocorreu durante
o0 condicionamento, seguido de secagem, em niveis que ndo permitem, para a maioria
das espécies, o inicio da divisdo e expansdo celular, mas que induzem uma prolongada
capacidade de sintese de proteinas, o que proporcionou um balanco metabdlico mais
favoravel, gerando incrementos ndo na germinacdo, mas no crescimento das plantulas e
no acumulo de biomassa (TRIGO, 1999; GURUSINGHE et al. 2002). Egli e Tekrony
(1997) ressaltam em seu trabalho que durante a embebicdo da semente, os tecidos de
reserva, que até entdo se apresentavam secos, passam a ser desdobrados e a semente
inicia um processo de acumulo de solutos.

Segundo Bewley e Black (1994) e Kermode (1997), a habilidade da semente em
sintetizar MRNAs para a producdo de proteinas é retida durante o estagio em que a
semente esta seca. Quando ocorre o processo de re-hidratacdo das sementes, somente 0s
genes responsaveis pela germinacdo e pds-germinacado é que serdo transcritos em RNAS
e traduzidos em novas proteinas. A sintese de proteinas é iniciada usando, em primeiro
lugar, os mMRNAs pré-existentes acumulados durante o desenvolvimento e a maturacéo
das sementes, e posteriormente, trocando-os pelos novos mMRNAS, recentemente
sintetizados durante a embebicdo (CASTRO; HILHORST, 2004).

Embora os efeitos do pré-condicionamento das sementes de milho em &gua
tenham sido observados apenas na fase inicial de desenvolvimento da cultura, tais
ganhos podem ser positivos e essenciais para o estabelecimento das plantas em campo,
sendo uma alternativa para sincronizar o desenvolvimento do milho doce que possui
elevados teores de agUcares sollveis e reduzidos teores de amido no endosperma,

associados a presenca de pericarpo tenro, 0 que contribui para que apresentem répida
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perda de viabilidade, acarretando em desuniformidade na germinacdo das sementes e na
emergéncia de plantulas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2006).

No caso de sementes de gramineas h& quantidade limitada de estudos e
informacdes a respeito do pré - condicionamento fisiologico, sendo 0s mais comuns
para as de braquiarias (BONOME et al., 2010), sorgo (CARVALHO e NAKAGAWA,
2000; OLIVEIRA; GOMES-FILHO, 2010) e cevada (ABDULRAHMANI et al.,2007).

As injecdo de ar atmosférico e de 0zonio, principalmente na concentragdo de 30
mg L™ foi um fator importante, que pode ter favorecido no desenvolvimento inicial das
plantulas, quando se analisaram os diferentes parametros de qualidade fisioldgica
(Figura 2). Para Parera e Cantliffe (1994), a resposta a aeracdo durante o
condicionamento varia conforme a espécie, sendo que o periodo ideal de duracdo do
tratamento pode ser modificado quando se utiliza um sistema de aeracao.

Bujalski e Nienow (1991) estudaram trés métodos para o condicionamento
fisiologico em sementes de cebola (papel de filtro com solucdo de PEG, hidratacdo em
colunas aeradas e hidratacdo em sistemas aerados e com agitador) e verificaram que, a
presenca de ar (principalmente de ar enriquecido, 75% de O, e 25% N) contribuiu para
maiores reducdes no tempo médio para germinacdo de 50% das sementes, independente
do equipamento utilizado. Para o condicionamento osmético de sementes de Brachiaria
brizantha, Bonome et al. (2010) constataram que as solucfes aeradas de PEG 6000,
KNO3 e da mistura PEG 6000 + KNOg3, por um periodo de 12 horas, promoveram
aumento na velocidade de protrusdo radicular e no vigor das plantulas, em relacdo a
testemunha.

Demir e Oztokat (2003), trabalhando com condicionamento de sementes de
meldo, obtiveram acréscimos no tamanho da raiz primaria de plantulas de meldo com o
tempo de condicionamento de 35 dias. Estes autores ressaltaram que solucdes aeradas
facilitam o condicionamento por periodos mais longos. Pereira et al. (2008),
trabalhando com condicionamento de sementes de cenoura, observaram que
independente do potencial osmoético da solugdo, no periodo mais longo de
condicionamento (oito dias) os efeitos da aeragdo foram mais pronunciados, havendo

incremento no comprimento da raiz priméria das plantulas em relacéo a testemunha.
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5.3 Condutividade elétrica (CE)

Para a condutividade elétrica observou-se efeito significativo da interacdo
concentracdo e periodo de embebigao (p <0,01) (Tabela 1). Na Figura 3, observa-se que
a testemunha apresentou valores mais elevados de condutividade elétrica, em torno de
30 (uS / cm™ / g%, o que revela que o efeito da hidratagdo sobre as membranas
celulares pode ser benéfico quando avaliado sob esse parametro, pois quanto menor o
resultado da condutividade elétrica, mais organizadas encontram-se as membranas
celulares, ndo permitindo a passagem de solutos do meio interno das sementes para o

meio externo, onde se encontra a solucdo de embebicdo das sementes.

CE = 30,068 + 0,141Co™ — 0,171Pe* — 0,006C0*™ + 0,001Pe?**
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Figura 3.Superficie de resposta referente & condutividade elétrica das sementes de milho em funcéo da
concentragdo de 0zdnio em agua e periodo de embebicdo. Brasilia — DF, 2017.
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Como o tratamento testemunha no presente trabalho apresentou valores mais
elevados que as sementes pré - condicionadas em &gua, pode-se supor que as sementes
sem tratamento apresentaram maior desorganizagdo de suas membranas e,
consequentemente, a liberacdo de constituintes para 0 meio externo que seriam
essenciais para a germinacao (Figura 3). Assim, pode-se levantar a hipdtese de que o
tratamento de pré — condicionamento das sementes em agua ozonizada, seguido de
secagem natural, pode ter favorecido a ativacdo de mecanismos de reparo das
membranas nas sementes, fazendo com que estas se encontrassem mais organizadas em
relacdo as sem pré-condicionamento, dificultando a lixiviacdo de solutos para 0 meio
externo.

Segundo Taiz e Zeiger (2004) a membrana é a primeira estrutura celular a sofrer
acao pela embebicdo de agua, sendo esta estrutura dependente da presenca de dgua para
manter a orientacdo hidrofdbica / hidrofilica. Em outros trabalhos foram relatados os
beneficios do pré-condicionamento das sementes sobre a qualidade fisioldgica, como de
Giurizzato et al. (2008), onde as sementes de soja submetidas ao pré-condicionamento,
apresentaram uma menor lixiviacdo de eletrdlitos, comparadas as sementes sem
condicionamento, confirmando dados obtidos por Vasquez (1995) e Beckert et al.
(2000).

5.4 Qualidade sanitaria de sementes de milho (Fusarium spp.)

Na Tabela 2, quando se compara os diferentes tratamentos, observa-se que a
menor incidéncia de infeccdo de Fusarium spp. foi observada no tratamento com
fungicida (0,01%). O tratamento com hipoclorito diferiu em relacdo aos outros
tratamentos, obtendo uma incidéncia de infeccdo de Fusarium spp. em torno de 70%.
As testemunhas com e sem inoculacgdo e os tratamentos com 0zOonio obtiveram os piores
valores, apresentando 100% das sementes infectadas por Fusarium spp.

O tratamento das sementes com o fungicida da marca comercial Derosal plus,
gue possui o principio ativo carbendazim+thiram, foi eficiente no controle do Fusarium
spp. associado as sementes (Tabela 2), j& que houve uma redugdo média nas sementes
tratadas de quase 100% para Fusarium spp. Em diversos trabalhos tem-se comprovado a
eficiéncia de fungicidas como: captan, thiram, carbendazin+thiram, carbendazin,

carboxin+thiram, thiabendazole+thiram e tolylfluanid no controle de pat6genos
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associados as sementes de milho e soja (PINTO, 1998; PINTO, 2000; LASCA et al.,
2005; GIANASI et al., 2000; GOULART, 2001).

Tabela 2.Percentual médio de sementes infectadas com Fusarium spp. em sementes expostas a

agua contendo diferentes concentrac6es de ozénio. Brasilia — DF, 2017

Tratamentos Inoculacéo Concentracdo de Periodo de Incidéncia de

Ozobnio (mg.L™) exposigdo (min) Fusarium (%)
Fungicida sim - - 0,01c
Hipoclorito sim - - 70,00 b
Testemunha nao 0 0 100,00 a
Testemunha sim 0 0 100,00 a
Agua + Ar sim 0 30 100,00 a
Agua + Ar sim 0 60 100,00 a
Agua + Ar sim 0 20 100,00 a
Agua + Ar sim 0 120 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 10 30 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 10 60 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 10 90 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 10 120 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 20 30 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 20 60 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 20 90 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 20 120 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 30 30 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 30 60 100,00 a
Agua + Oz6nio sim 30 20 100,00 a
Agua + Oz06nio sim 30 120 100,00 a

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, de acordo com o Teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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O tratamento com hipoclorito a 1% por 1 minuto obteve pouca eficiéncia no
controle do patégeno, controlando 30% do inéculo de Fusarium spp. presente nas
sementes de milho (Tabela 2). Araujo et al (2004) demonstraram que independente do
periodo de embebicdo em hipoclorito de sédio, com o emprego deste produto, a 5 e
10%, com 0,5 e 1,0% de cloro ativo e pH 11,62, foi constatado menor ocorréncia de
fungos em sementes de amendoim.

Os tratamentos das sementes pré — condicionadas em agua ozonizada ndo foram
eficientes no controle do fungo Fusarium spp., apresentando 100 % de contaminacéo do
fungo nas sementes de milho (Tabela 2). O fato das sementes pré—condicionadas em
agua ozonizada apresentarem infeccdo do fungo Fusarium spp em 100% pode ser
devido ao processo de embebicdo que ocorreu durante o pré-condicionamento das
sementes, favorecendo o aumento da umidade das sementes, que propiciou uma
condicdo favoravel para a germinacdo dos esporos de Fusarium spp presentes na
superficie das sementes. Segundo Agrios (1997) a umidade € indispensavel para a
germinacao da maioria dos esporos fingicos e para a penetracdo do tubo germinativo no
hospedeiro, além de aumentar a suscetibilidade a certos patdgenos, afetando a
incidéncia e a severidade da doenca. Varios estudos demonstram que 0 gas ozénio
aplicado diretamente nas sementes reduz a populacdo fungica e a atividade bioldgica de
uma variedade de micotoxinas, correspondendo a um método eficaz para a
desinfestacdo e desinfeccdo de gréos e sementes ( LUO et al., 2014; SAVI et al., 2014;
SAHAB et al., 2013; CICCARESE et al., 2007; MCDONOUGH et al., 2011; TIWARI
etal., 2010; WHITE et al., 2010;).

Para as espécies florestais nativas do cerrado Dimorphandra mollis,
Enterolobium gummiferum e Stryphnodendron adstringens, a utilizacdo de sementes
inteiras associadas ao tempo de ozonizacao de duas horas promoveram maior
germinacdo e vigor das sementes; e ainda, o tratamento com agua ozonizada por uma
hora foi 0 mais eficiente na desinfeccao das sementes das trés espécies, comparado com
alcool 50% e hipoclorito 1% por um minuto (RAMOS, 2015). Para Aegiphila
sellowiana, a concentragao de 17 ppm por 30 minutos em agua destilada na presenca de
gés ozobnio e recomendada para superagdo da dorméncia imposta pelo tegumento, bem

como para melhoria da qualidade sanitaria de suas sementes (FERREIRA, 2016)
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6. CONCLUSOES

A embebicdo das sementes de milho em agua com concentragdo de até 30 mg L
! de 0zénio, por um periodo de até 120 minutos, seguido de secagem natural, nio afeta a
germinacdo quando ela ja é naturalmente elevada.

O desenvolvimento inicial das plantulas de milho é intensificado mediante a
exposicao das sementes a agua, especialmente nas concentracdes de 0 mg L™ e 30 mg L°
! de ozénio, durante um periodo de 60 a 90 minutos, seguido de secagem natural das
sementes.

A exposic¢do das sementes de milho a &gua ozonizada durante um periodo de até
120 minutos, seguido de secagem natural, reduz a perda de solutos celulares.

A exposicao das sementes de milho em agua com concentracéo de até 30 mg L™
de ozénio, por até 120 minutos, seguido de secagem natural, ndo é eficiente no controle

do fungo Fusarium spp.
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7. RECOMENDAGCOES

Nesta pesquisa, o pré-condicionamento de sementes de milho em &gua
ozonizada, seguido de secagem natural, foi uma ferramenta eficiente na melhora do
desempenho do desenvolvimento inicial das plantulas de milho, mas esse beneficio
pode ser perdido rapidamente dependendo do tipo de secagem e armazenamento
utilizados.

Alguns métodos de secagem podem favorecer a manutencdo dos efeitos do
condicionamente, mesmo apoés a reducdo do teor de agua para niveis compativeis com o
armazenamento.

Quanto ao armazenamento, existem técnicas que proporcionam que a qualidade
fisioldgica de sementes condicionadas seja mantida. Entretanto, para sementes de milho,
hd poucas informacdes relacionadas a secagem e ao armazenamento apds O pré-
condicionamento fisioldgico das sementes.

Portanto, é interessante que sejam estudadas metodologias de secagem apds o
pré- condicionamento de sementes de milho em agua ozonizada, em funcgéo dos efeitos
benéficos permitidos por esta técnica, e da essencialidade da secagem ap0s o pré —
condicionamento em &gua para cultivos comerciais.

Nesta pesquisa, a exposi¢do de sementes de milho por diferentes periodos em
agua com distintas concentracdes de 0zénio ndo foi eficiente no controle de Fusarium
spp. Portanto, € interessante que sejam estudadas metodologias para verificar a
eficiéncia do tratamento de pré-condicionamento de sementes de milho em &gua
ozonizada, visando a protecdo das sementes contra outros fungos veiculados pelas

sementes de milho que podem ser transmitidos as plantulas.
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