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Se Deus disse que eu posso, entdo eu posso.
Irei e ndo temerei mal algum

Filipenses 4:13.
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RESUMO

A utilizacdo do gas ozbnio no tratamento de grdos para controle de fungos vem-se
mostrando como uma técnica promissora. Uma possivel alternativa para 0 seu uso em
sementes vem sendo pesquisada. Contudo é necessario verificar se essa técnica ndo afeta a
qualidade fisioldgica das sementes. Com isso, 0 objetivo desse estudo foi verificar o efeito do
tratamento de sementes com o0z6nio na cultura do milho. Ou seja, se a &gua ozonizada afeta a
qualidade fisiologica das sementes e 0 seu efeito no desenvolvimento da cultura do milho.
Sementes de milho da variedade 30F53 foram submetidas a duas condigdes de exposigéo,
4gua borbulhada sem ozonio e agua borbulhada com oz6nio na concentracdo de 10 mg L™
Foram adotados quatro periodos de exposicdo, 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 horas, compondo um fatorial
duplo, 2 x 4, ou seja, duas condicbes e quatro periodos de exposi¢cdo. Sementes sem nenhum
tratamento foi considerada como testemunha. As sementes foram avaliadas com os seguintes
testes: germinacdo e condutividade elétrica (laborat6rio), emergéncia em campo e altura de
plantas (campo). O delineamento estatistico adotado nas analises de laboratério foi o
inteiramente casualizado e em campo, blocos casualizados. Observou-se que a condicao de
exposicdo das sementes em &gua borbulhada sem ozbnio foi a que proporcionou melhores
resultados de germinacdo e menores valores de condutividade elétrica. Com relagdo aos
periodos, observou-se que com o aumento do tempo de exposi¢cdo, aumentou a germinagéo e
reduziu a quantidade de lixiviados na dgua de embebicdo no teste de condutividade elétrica,
permitindo inferir que houve um efeito positivo de condicionamento osmatico das sementes.
Com relagdo aos dados do desenvolvimento da cultura do milho em campo, néo foi possivel

evidenciar diferencas entre os tratamentos.

Palavras-Chave: Ozonizacdo, Zea mays L., qualidade fisiolégica
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1. INTRODUCAO

O milho é uma das poaceas mais cultivadas no mundo. Produz gréos de alto valor
nutritivo sendo extremamente empregado e importante na alimentacdo humana e animal
(MARCHI, 2008). O mercado cada vez mais exige que o0s sistemas de producéo de sementes

de milho, fornega um produto final de alto valor agregado e elevada qualidade.

A qualidade da semente pode ser conceituada como o somatorio dos atributos
genéticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios que afetam a capacidade de originar plantas com
maior produtividade. A alta qualidade da semente reflete diretamente no resultado final da
cultura, em termos de auséncia de moléstias transmitidas pela semente, do alto vigor das
plantas, da maior produtividade e de uniformidade da populacdo (POPINIGIS, 1977,
BRACCINI et al., 1999; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012.).

A qualidade sanitaria das sementes é de fundamental importancia, pois sementes
contaminadas podem reduzir a populacdo de plantas e a produtividade e, também, servir como
veiculo de disseminacdo de patdogenos (ANDRADE; BORBA, 1993; CASA et al., 1998).
Muitos fungos veiculados pela semente de milho podem ser transmitidos as plantulas
(McGEE, 1988). Analisando a sanidade de dezenas de lotes de sementes de milho, CASA,
2004 observou que os fungos de maior frequéncia (acima de 90%) foram Fusarium
verticillioides, Aspergillus sp. e Penicillium sp.

As medidas de controle de doencas causadas por fungos associados as sementes de
milho sdo baseadas no uso de sementes sadias e no tratamento de sementes com fungicidas
(REIS et al., 2004; PEREIRA et al., 2005).

Uma alternativa recente que vem sendo apresentada como um potencial controlador de
fungos em sementes € um uso do gas ozénio. O seu uso no controle de fungos em graos ou
sementes ja foi verificado em diversos trabalhos (HSIEH et al., 1998; CICCARESE et al.,
2007; ABDEL-WAHHAB et al., 2011; EI-DESOUKY et al 2012; MARIQUE et al., 2012;
BEBER-RODRIGUES, 2013; SAHAB et al., 2013, LUO et al., 2014; SAVI et al., 2014).
Resta saber se o0 seu efeito ndo afeta a qualidade fisiologica das sementes e o desenvolvimento

da cultura.



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 grdos armazenados, pelo fato de descartar a
necessidade de manipulacdo, armazenamento ou eliminagdo dos recipientes de produtos
quimicos e, ainda, em virtude de possuir uma meia vida curta e de seu produto de degradacao
ser 0 oxigénio (KELLS et al., 2001; MENDEZ et al., 2003).

Trabalhos realizados com trigo, envolvendo aplicacdo de gas 0zénio em mistura com
ar atmosférico ou com oxigénio puro (WU et al., 2006), em fumigac&o ou aplicado a &gua, em
processo de lavagem dos grdos (IBANOGLU, 2002), puderam demonstrar eficiéncia na
desinfestacdo flngica e bacteriana deste cereal, sem promover alteragdes significativas em sua
composi¢do bioquimica , no rendimento da farinha procedente dos grdos ozonizados, assim
como de sua qualidade nutricional (IBANOGLU, 2001, 2002; MENDEZ et al., 2003).

A tecnologia de utilizagdo do oz6nio, como agente sanitizante, apresenta diversas
vantagens em relacdo aos demais procedimentos alternativos, a comecar pela possibilidade de
ser gerado no proprio local de atuacdo, além de ser considerado um dos mais efetivos agentes
oxidantes. Sua decomposi¢ao ocorre rapidamente em oxigénio, deixando o ambiente livre de
qualquer residuo toxico, em poucos minutos. Com relacdo ao seu efeito desinfetante, possui
acao mais rapida e mais eficaz que outros produtos com a mesma funcéo (RICE et al., 1982;
XU, 1999; IBANOGLU, 2002; YOUNG & SETLOW, 2004).

O objetivo desse estudo foi verificar o efeito do tratamento de sementes com 0zénio na
cultura do milho. Ou seja, se a 4gua ozonizada afeta a qualidade fisioldgica das sementes e o

seu efeito no desenvolvimento da cultura do milho.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura do milho

O milho (Zea mays L.) destaca-se como uma das culturas de maior importancia em
escala mundial sendo que, entre os cereais, ele ocupa a terceira posi¢do, somente é

ultrapassado pelo arroz e pelo trigo (FAGERIA, 1989).

A espiga mais antiga de milho foi encontrada no vale do Tehucan em 7000 a.C, onde
atualmente se localiza o México. O milho é uma das espécies da familia das gramineas e
praticamente € plantado em todo o mundo, pois suas altitudes vdo desde o nivel do mar até
trés mil metros. Destaca-se como uma das culturas de maior antiguidade. Serviu de
alimentacdo bésica para diversas civilizacbes como, por exemplo, os Maias, Astecas e Incas,
0s quais reverenciavam o cereal em sua arte e religido (LERAYER; MARQUES, 2006).

O milho é uma monocotiledénea, da familia Poaceae, subfamilia Panicoidae, género
Zea e espécie Zea mays L (SILOTO, 2002). E uma planta herbacea, mondica, portanto
possuem os dois sexos na mesma planta em inflorescéncias diferentes (PONS; BRESOLIN,
1981).

Segundo Coelho e Franca (1995), o milho é considerado uma planta de dia curto, ou
seja, floresce quando a duracgdo da noite (periodo sem luz) é maior ou igual que o fotoperiodo
critico, ndo obstante, algumas cultivares podem néo sofrer efeito dessa variacao da duragdo do
dia. A temperatura ideal para o desenvolvimento do milho, da emergéncia a floracdo, varia de
23°C a 30°C.

Com o passar dos anos, a evolucdo desta cultura foi atraves da selecdo visual no
campo, sempre levando em consideragdes caracteristicas importantes tais como resisténcia a
doencgas, produtividade e capacidade de adaptacdo (LERAYER; MARQUES, 2006).

O milho é uma cultura praticamente cosmopolita, esse € um dos fatores que explicam
0 Seu sucesso em termos de producdo, pois apresenta facil adaptacédo a diversas regides, sendo
possivel alcancar safras de sucesso da coordenada 58° norte (Unido Soviética) até 40° sul
(Argentina) e em altitudes que variam do nivel do mar a 4.000m (MAGALHAES et al., 1995;
EMBRAPA, 1996).



2.2 Cenario do milho

O milho carrega uma importancia econdémica muito grande; se destaca como sendo

uma das plantas de maior eficiéncia comercialmente.

Sua producdo tem crescido ano ap0s ano, dentre varios motivos um deles é devido ao
aumento das atividades de avicultura e suinocultura, onde o milho pode ser consumido
diretamente ou ser utilizado na fabricacdo de ragfes. Sua demanda portanto, € sO crescente,

tanto na alimentacdo humana guanto alimentacdo animal. (MARCHI, 2008).

Os maiores produtores de milho séo os Estados Unidos, a China e o Brasil. O Brasil

ocupa uma posicdo de destaque como produtor, consumidor e exportador (BRASIL, 2013)

Atualmente o maior importador de milho é o Japao, com expectativa de 15 milhdes de
toneladas importadas na safra 2015/16, onde devido as condi¢bes de relevo e clima,
impossibilitam a produgdo deste cereal no pais, tendo que importar todo milho consumido
(USDA, 2015).

O mercado de exportacdo de milho é praticamente dominado por quatro paises: EUA,
Brasil, Ucrania e Argentina. Estes paises representaram 83,28% das exportacfes mundiais na
safra 2015/16. A Ucrania e a Argentina destinam mais de 60% da sua producdo para o
mercado externo, demonstrando assim grande dependéncia das exportacfes para escoarem seu
milho (USDA, 2015).

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 producdo (MONTEIRO et al., 1996).

Na maior parte do territorio nacional, a safra principal (safra “verdo”) ¢ plantada em
setembro/outubro, ocorrendo a colheita em dezembro/janeiro. Apos a cultura de verdo (entre
janeiro e abril), em algumas regides do pais é plantado o milho de sequeiro, denominado
milho “safrinha” (SANS; GUIMARAES, 2009).



Apesar da producéo de milho ocorrer em praticamente todos os 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 regiao
Centro-Oeste, o plantio de milho na época de safrinha (SANS; GUIMARAES, 2009).

A comercializacdo é bastante difundida, apresentando fluxos de comercializacdo
direcionados para fabricas de racGes, industrias quimicas, mercado de consumo in natura e
exportacdes (OLIVEIRA; DUARTE, 2008). O milho estd entre as culturas que mais

disponibilizam produtos industrializados no mercado.

Avancos na tecnologia contribuem muito para 0 aumento na produgédo, com vantagens
como antecipacdo da colheita, utilizacdo de um sistema de armazenagem mais simples e
viavel, diminuindo perdas no campo, conservando o valor nutricional por um maior periodo
de tempo e com isso possibilitando ao produtor um maior retorno econdmico (REIS et al.,
2001). Em pequenas propriedades, destinam-se seus produtos ao comércio por meio de sacas
e por varejo, na base de espigas. Ja em grandes propriedades, a comercializacdo € feita por
atacado (REIS et al., 2001).

A cultura do milho no Brasil é de extrema importancia para o agronegécio nacional,
pois além de ser base de sustentacdo para pequena propriedade, constitui um dos principais

insumos no complexo agroindustrial brasileiro.

2.3 Sementes de milho

A semente do milho que é classificada botanicamente como cariopse, apresenta trés
partes: o pericarpo, o endosperma e o embrido. O pericarpo é uma camada fina e resistente,
constituindo a parte mais externa da semente. O endosperma é a parte da semente que esta
envolvida pelo pericarpo e a que apresenta maior volume, sendo constituida por amido e
outros carbohidratos. A parte mais externa do endosperma e que estd em contato com o
pericarpo, denomina-se de camada de aleurona, a qual é rica em proteinas e enzimas e cujo
papel no processo de germinacdo, € determinante. O embrido, que se encontra ao lado do
endosperma, possui primardios de todos os érgdos da planta desenvolvida, ou seja, ndo é mais
do que a propria planta em miniatura (JOSE F. C. BARROS e JOSE G. CALADO, 2014).



Na cultura do milho, o uso de sementes de boa qualidade é essencial para obter um
plantio eficiente com uma alta produtividade final.

A maior parte da semente é constituida pelo endosperma onde se encontram
depositados as reservas. O embrido encontra-se ao lado do endosperma, possuindo em uma
extremidade a plumula, com quatro a cinco folhas ja diferenciadas e recobertas pelo
coledptilo e, na extremidade, a radicula. O embrido é protegido por um apéndice em forma de
escudo denominado escutelo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Durante a germinagdo, 0 crescimento do embrido se inicia pelo ponto vegetativo da
raiz, primeira estrutura a ser exposta da semente, seguindo das raizes seminais emergida do n6
cotiledonar. A seguir, desenvolvem-se raizes secundérias laterais, constituindo o sistema
radicular primario em forma de cone, responsavel pela nutricdo da plantula (FANCELLI,
DOURADO NETO, 2004).

Sementes de milho ndo apresentam qualquer grau de dorméncia, germinando apos
atingirem a maturidade fisiol6gica, se tiverem a disposicdo umidade e temperaturas
adequadas. Como suas sementes ndo se desprendem espontaneamente da espiga, em
condi¢cdes naturais germinam formando um aglomerado de pléantulas, onde é grande a
concorréncia (FANCELLI; DOURADO NETO, 2004).

2.4 Qualidade fisioldgica da semente

A avaliacdo de qualidade fisioldgica das sementes é realizada em laboratdrios,
principalmente pelo teste de germinagdo; no entanto, este € conduzido em condigdes
favoraveis de temperatura, umidade e de luz, permitindo ao lote expressar o seu potencial
méaximo, sendo, portanto, pouco eficiente para indicar o desempenho no campo, onde as
condic¢des ambientais nem sempre sdo ideais (MARCOS FILHO, 1999).

A qualidade fisiologica das sementes € influenciada pelas caracteristicas genéticas
herdadas de seus progenitores, além da germinacéo e vigor, sendo estes fatores afetados pelas
condicdes ambientais, métodos de colheita, secagem, processamento, tratamento,
armazenamento e embalagem (ANDRADE et al., 2001).



A qualidade fisiologica da semente é avaliada por duas caracteristicas fundamentais:
germinacéo e vigor (POPINIGIS, 1977).

Segundo Carvalho & Nakagawa (2012), as sementes de maior tamanho ou aquelas que
apresentam maior densidade, sdo aquelas que possuem embrides bem formados e com

maiores quantidades de reservas, sendo assim potencialmente as mais vigorosas.

Sementes que tém um bom desempenho sdo classificadas como vigorosas e as de
baixo desempenho sdo chamadas de sementes de baixo vigor. A “Association of Official Seed
Analysts” (AOSA, 1983) definiu o vigor de sementes como aquelas propriedades que
determinam o potencial para uma emergéncia rapida e uniforme e para o desenvolvimento de

plantulas normais, sob uma ampla faixa de condi¢cGes ambientais.

A queda do vigor precede a da germinacdo, de modo que lotes com germinacao
semelhante podem diferir quanto ao nivel de deterioracdo e, portanto, ao vigor e ao potencial

de desempenho em campo e armazenamento (MARCOS FILHO, 1999).

A utilizacdo de sementes que apresentem um elevado potencial fisioldgico (vigor e
germinagdo) traz varios beneficios para o agricultor, como uma melhor germinacédo 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, o que traz um enorme beneficio por ocasido da colheita, evitando que se realize uma
colheita desuniforme (MARCOS FILHO, 1999).

Cada vez mais os consumidores exigem melhor qualidade dos produtos
comercializados sendo necessarios sementes sempre vigorosas, livres de patégenos, e que

renda alta produtividade ao produtor.

2.4.1 Fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos e micotoxinas

Segundo Scussel (2002), os fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos e
producéo de micotoxinas sdo classificados em trés categorias: fisicos, quimicos e bioldgicos,
sendo que estes estdo relacionados as condic¢Ges do proprio grao e do ambiente que o envolve.

Os mais importantes compreendem: conteddo de umidade, umidade relativa (UR),
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temperatura, linhagem do fungo contaminante e competicdo microbiana. Também o periodo
de armazenagem, impurezas (restos da planta, poeira, casca e pedacos de gréos), insetos e
acaros (danos), condi¢des dos graos (graos com danos mecénicos e/ou visualmente alterados),
fungicidas, composicdo do substrato, variedades resistentes e o0 grau de contaminagdo podem

interferir na proliferacéo de fungos e na formagéo das micotoxinas.

Os principais fungos que infestam ou infectam as sementes de milho sdo
Colletotrichum graminicola, Stenocarpella maydis, Stenocarpella macrospora, Fusarium
graminearum e Fusarium verticillioides, sendo associados a semente e transmitidos a
plantulas (REIS et al., 1995; PINTO, 1996; REIS & CASA, 1996; CASA et al., 2004a).
Destes, o fungo Fusarium verticillioides € o patdgeno mais detectado e disseminado nas
sementes de milho no Brasil, sendo o mais estudado em relacdo a transmissao para plantulas e
para a planta adulta (SARTORI et al., 2004; FOLEY, 1962; MUNKVOLD et al., 1997). Este
patdgeno causa podridGes radiculares, podriddes da base do colmo e da espiga
(DJAKAMIHARGJA et al., 1970; BALMER, 1980).

As sementes representam o principal meio de disseminacdo dos patdgenos, podendo
ser levadas a longas distancias (lavouras, municipios, estados, paises, continentes) devido a
comercializacdo, além de favorecer a introducdo em lavouras de primeiro ano de cultivo e em
areas de rotacao de culturas (REIS & CASA, 2007). A associacdo dos patdgenos as sementes
garante o acesso direto do patdgeno 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 6rgéos radiculares e aéreos (McGEE, 1988; CASA et al., 2006).

As medidas de controle de doencas causadas por fungos associados as sementes de
milho s&o 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 é o
principal método utilizado na prevencdo de doencas fungicas associadas a sementes, tendo
como objetivos reduzir ou eliminar o in6culo de fitopatdgenos presentes na semente,
protegendo-as durante a germinacdo de fungos habitantes do solo, garantindo a germinacao
das sementes e a emergéncia das plantulas em condicfes adversas de semeadura e evitando a
transmissdo dos fungos da semente para planta (LASCA, 1986; PEREIRA, 1986; CASA et
al., 1995; PINTO, 1998).

Entre os fatores que ocasionam limitagcbes no uso de fungicidas podemos citar: Valor
econbmico das culturas, falta de conhecimento dos agricultores, fitotoxidez,
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incompatibilidade com outros defensivos, morte de inseto Gteis e problemas de residuos. E

com isso, uma alternativa altamente viavel é o uso do ozonio.

2.5 Uso do gas ozonio

O ozbnio € um gas incolor de odor pungente, instavel e parcialmente solivel em agua,
que se destaca por seu elevado poder oxidante. O 0z6nio é um poderoso agente oxidante,
eficaz na inativacdo de bactérias, bolores, leveduras, virus, protozoarios, inclusive formas
esporuladas e cistos de protozoarios, que sdo mais resistentes (USEPA, 1999; LAPOLLI et
al., 2003; SOUZA, 2006;). O ozénio inativa diversas bactérias, incluindo gram-negativas e
gram-positivas, células vegetativas e formas esporuladas, além de componentes do envoltério
celular, esporos fungicos ou capsideos virais, em concentracdes relativamente baixas e em
reduzido tempo de contato (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001PRESTES, 2007).

No Brasil, vem sendo estudada a tecnologia da utilizacdo do gas 0z6nio em grandes
culturas e em hortalicas, para a prevencao de pragas, fungos e nas perdas na producédo e na
qualidade dos grdos. O gas ozbnio é um poderoso agente oxidante, altamente toxico ndo s
pra insetos, mas podendo também evitar e/ou inibir o desenvolvimento de bactérias, fungos,

virus e protozoarios.

O ozbnio (O3) é uma forma alotrépica do oxigénio, que pode ser produzida
naturalmente como resultado de relampagos ou radiacdo ultravioleta (KIM et al., 1999), e
também com a utilizacdo de maquinas que expdem 0 gas oxigénio a descargas elétricas
(GLAZE, 1987, BALAKRISHNANA et al., 2002, HARRISSON, 2000).

A tecnologia de utilizacdo do ozonio é como agente sanitizante, apresenta diversas
vantagens em relacdo aos demais procedimentos alternativos, a comecar pela possibilidade de
ser gerado no proprio local de atuacdo, além de ser considerado um dos mais efetivos agentes
oxidantes. Sua decomposicao ocorre rapidamente em oxigénio, deixando o ambiente livre de
qualquer residuo toxico, em poucos minutos. Com relacao ao seu efeito desinfestacéo, possui
acao mais rapida e mais eficaz que outros produtos com a mesma funcdo (RICE et al., 1982;
XU, 1999; IBANOGLU, 2002; YOUNG; SETLOW, 2004).



A atuacéo biologica do 0zonio se da em duas modalidades, agindo diretamente sobre
as moléculas alvo ou de forma indireta, radicais livres resultantes de processos de peroxidacao
de &cidos graxos polinsaturados e de oxidacGes de grupos sulfidrilas e aminoécidos de
enzimas, proteinas e peptideos (VICTORIN, 1992).

El-Desouky et al. (2012) trabalhando com Triticum aestivum, testou duas
concentragfes de ozénio (20 e 40 ppm) e quatro periodos de exposicdo (5, 10, 15 e 20
minutos). Concluiu que a concentragdo de 40ppm durante 20 minutos pode ser um método
eficaz para o controle de Aspergillus flavus em gréos de trigo.

Abdel-Wahhab et al. (2011) estudou o efeito do gas 0z6nio no controle de fungos e
aflatoxinas em amendoim. Foram usadas as concentracdes 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 concentragéo de 40
ppm por 10 minutos conseguiu degradar aflatoxina em sementes de amendoim e alcangar o

padrdo exigido na Legislacdo Egipicia.

Ainda trabalhando com amendoim, Sahab et al. (2013) verificaram que a exposicao a
40 ppm de O3 durante 10 minutos degrada significativamente aflatoxinas nao interferindo no
teor de gorduras e proteinas, podendo ser utilizado eficazmente para a descontaminacdo de

sementes de amendoim contaminados com aflatoxinas.

Em um trabalho com sementes de trigo, ervilha e cevada, em que foi aplicado 0z6nio
(3% por peso) em trés periodos de exposi¢do (1, 1,5 e 3 minutos) para desinfeccdo das
sementes, foi observado que o maior periodo de exposicdo foi mais eficiente na desinfeccdo

de sementes sem influenciar na germinacdo (CICCARESE et al., 2007).

Violleau et al. (2007) com sementes de milho, realizaram o tratamento com oxigénio
puro ([Os] = 0 g / m®) e ozdnio ([03] = 20 g / m®) durante 6, 8 ou 20,5 minutos. Avaliou-se
comprimento de plantula e raiz, ap6s 3, 4 e 5 dias. Observou-se que as sementes tratadas com
0zOnio apresentaram maiores medias e teve um inicio mais rapido de germinacdo e com
comprimento maior de raiz. No entanto um tempo maior de exposi¢do ao 0z6nio reduziu a

taxa de germinacéo.

Savi et al. (2014) verificaram em sementes de trigo, que o gas O3 foi eficiente no

controle de fungos e proporcionou a degradacdo de micotoxinas, principalmente apds 120
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minutos, com concentragdo de 60 mmol / mol, sem causar alteracdes fisicas e bioquimicas em
grdos de trigo. SO afetou a germinacdo do trigo apds 180 min de exposicdo, reduzindo a
capacidade de germinacao para 12,5%.

Os estudos de difracdo de raios X (XRD), peroxidacdo lipidica, perfil de proteinas
totais e microscopia eletrénica de varredura ndo demonstraram diferencas significativas apos

o tratamento com Os.

Luo et al. (2014) estudaram o efeito do tratamento de 0zonio sobre a degradacdo de
aflatoxina B1 (AFB1) na cultura do milho sob diferentes teores de umidade. A toxicidade dos
produtos de degradagdo tratadas com o0z6nio no milho contaminado também foi avaliada
utilizando células de carcinoma hepatocelular humano como modelo. Concluiu-se que a
ozonizacdo pode degradar rapidamente e de forma eficaz a aflatoxina B1 no milho e diminuir
a toxicidade, e, portanto, a 0zonizacdo pode ser um método eficaz, rapido e seguro no controle

de aflatoxina em milho, bem como sua toxicidade.

Marique et al. (2012), utilizaram ozbnio no tratamento de sementes de Triticum
aestivum L. contaminadas com fungos, Fusarium sp e Alternaria sp. A contagem visual das
colonias ndo permitiu uma avaliagdo clara do efeito da desinfecgdo por ozonio. Utilizaram
também analise de imagem para a contagem das col6nias, a qual mostrou maior eficiéncia. O

gas oz6nio demonstrou eficiéncia no controle de fungos, principalmente de Fusarium sp.

Beber-Rodrigues (2013) testou o0 uso do gas 0zonio no controle de fungos em grédos de
arroz armazenado e verificou uma reducdo na quantidade total de fungos, contudo os géneros
Aureobasidium, Aspergillus, Penicillium e leveduras demonstraram resisténcia as
concentracdes de gas Oz aplicado, e que os fungos mais sensiveis foram Acremonium e

Alternaria.

2.5.1 Uso do gas 0zonio em agua

O ozobnio diluido em agua é utilizado para desinfeccdo de alimentos e superficies,
possuindo uma eficacia de desinfeccdo maior contra bactérias, quistos de protozoarios, virus,

fungos e esporos de fungos em relagdo ao hipoclorito. Estes atributos fazem do 0zénio uma
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boa escolha, quando a &gua processada € reciclada ou reutilizada, evitando desperdicios deste
recurso hidrico (KECHINSKI, 2007; Apud GUILLEN, 2008).

As concentragOes de ozonio dissolvido geralmente ndao ultrapassam cinco ppm, uma
vez que os tratamentos sdo efetuados sob condicdo atmosférica e temperatura préxima a do
ambiente (FALCAO, 2009).

A taxa de solubilizacdo do ozénio depende do tamanho das bolhas do gas 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
0z0nio 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).

Em meio aquoso o o0zbdnio se decompde espontaneamente por um mecanismo
complexo que envolve a formacgdo de radicais livres de hidroxila, com meia vida, em agua
destilada, variando entre 20 a 25 min a 20 °C, decompondo-se novamente em o0xigénio
molecular sem deixar residuos nos produtos alimenticios ou no ambiente ap6s o tratamento
(O’DONNELL et al., 2012).

A aplicacdo da dgua ozonizada se justifica para produtos que necessitam de uma etapa
de lavagem durante o processo, visto que o 0z6nio cumpre esta dupla funcdo de limpeza e
sanitizacdo (KECHINSKI, 2007).

Pesquisando uma espécie de grama, Hsieh et al. (1998) usaram 0z6nio em agua a
240ppm por 6 dias consecutivos (4hs/dia) para avaliar o controle dos fungos Bipolaris
australiensis, Curvularia pallescens e Exserohilum rostratum. Com 0 uso do ozonio saturado
em agua, foi verificada inibicdo da germinacdo dos esporos, sendo necessario 10, 13 e 30 min,
respectivamente para matar os conidios de B. australiensis, C. pallescens, E. rostratum e E. ro
estrato. O uso da da agua ozonizada mostrou-se tdo eficiente, quanto a aplicacdo de
Trichoderma sp. e Bacillus megasperium e por dois fungicidas convencionais testados.
Contudo o vigor evidenciado no crescimento das mudas foi aparentemente melhor a partir de

sementes tratadas com agua ozonizada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Semente utilizada

O experimento foi conduzido com semente de milho da variedade, 30F53, fornecida
pela empresa DuPont Pioneer.

Essa cultivar possui algumas caracteristicas importantes como alto potencial
produtivo, precocidade, elevada resposta ao manejo e estabilidade as diversas condigdes

climaticas. O plantio é recomendado para as regides Sul e Centro Alto.

3.2 Analises laboratoriais

As andlises foram feitas nos Laboratorios de Processamento de Produtos Agricolas e
no Laboratdrio de Sementes da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria do Campus

Darcy Ribeiro.

3.2.1 Exposicdo das sementes ao gas 0zonio

As sementes foram submetidas a duas condi¢des: exposicdo da semente em agua
borbulhada sem o0z6nio e exposi¢cdo da semente em agua tratada com 0zonio na concentracao
de 10 mg L™. Estas duas condicées em quatro perfodos de exposicdo 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 horas.
Compondo um fatorial duplo, 2 x 4, ou seja, duas condi¢des e quatro periodos de exposicao.

Além disso, houve uma testemunha, conforme descrito a seguir:

Testemunha: semente sem nenhum tipo de tratamento;

A 0,5 - Semente em agua borbulhada sem 0zénio no periodo de exposicao de 0,5 hora;

A 1,0 - Semente em agua borbulhada sem 0zénio no periodo de exposicao de 1,0 hora;

A 1,5 - Semente em agua borbulhada sem 0zénio no periodo de exposicao de 1,5 hora;

A 2,0 - Semente em agua borbulhada sem 0zénio no periodo de exposicao de 2,0 horas;

B 0,5 — Semente em 4gua tratada com 0zonio na concentracéo de 10 mg L™ no periodo de
exposicdo de 0,5 hora;

B 1,0 - Semente em &gua tratada com 0z6nio na concentracdo de 10 mg L™ no periodo de
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exposicdo de 1,0 hora;

B 1,5 - Semente em &gua tratada com 0z6nio na concentracdo de 10 mg L™ no periodo de
exposicdo de 1,5 horas;

B 2,0 - Semente em &gua tratada com 0z6nio na concentracdo de 10 mg L™ no periodo de

exposicdo de 2,0 horas;

Os tratamentos foram dispostos no delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, com excecdo do teste de emergéncia em campo, para o qual foi adotado o
delineamento de blocos ao acaso.

A qualidade fisioldgica das sementes foi avaliada a partir dos seguintes testes:

3.2.2 Teste padrao de germinacéo (TPG)

Foram realizadas oito rolos de 25 sementes por tratamento, colocadas para germinar
em substrato papel germitest em formato rolo, umedecido com &gua destilada na quantidade
equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco e colocadas em germinador regulado a 25°C, por
sete dias, segundo critérios descritos nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Ao final do teste estimou o numero de plantulas normais. Os resultados foram

expressos em porcentagem.

3.2.3 Teste de condutividade elétrica

Realizou-se a partir de dois copos de 50 sementes para cada tratamento, previamente
pesadas e colocadas para embeber em copos plasticos contendo 75 mL de agua deionizada e
mantidas a 25°C por 24 horas.

Apobs 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 0s
resultados finais expressos em uS/cm/g (VIEIRA; CARVALHO, 1994).
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3.3 Analises de campo

3.3.1 Emergéncia de plantulas em campo (EC)

Este teste foi executado na Fazenda Agua Limpa, localizada na area rural Vargem
Bonita- DF. Realizou-se a semeadura manualmente, com quatro linhas de 25 sementes por

tratamento, sendo as parcelas distribuidas ao acaso, espacadas 50cm entre linhas.

A contagem das plantulas foi feita sete dias ap0s a instalacdo e o resultado expresso

em percentual de nimeros de plantulas normais.

3.3.2 Altura de planta

A medicdo das plantas foi feita 60 dias apds a semeadura (DAS). As plantas de milho
se encontravam em estado vegetativo com aproximadamente 12 folhas. Na medicéo,
considerou-se a altura rente ao solo até a insercao da primeira folha no caule. Foram medidas

duas plantas de cada linha de plantio (parcela).

3.4 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial para as analises laboratoriais e 0os de campo foi em blocos casualizados, com quatro
repeticdes. As analises estatisticas foram feitas no programa Assistat 7.5 (SILVA;
AZEVEDO, 2009). As médias foram comparadas pelo teste de Tukey.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados das analises de variancia realizadas para
os testes de laboratorio e em campo. Observa-se para o fator condigcdo de exposi¢do, a Unica
analise que houve diferenca significativa foi em condutividade elétrica com 95% de
probabilidade. Para o periodo de exposicdo, observou-se diferenca significativa no teste
padrdo de germinacgdo (P<0,01) e para altura de plantas (P<0,05). Quando analisa a interagéo
de condicdo com periodo de exposicdo, verifica-se significdncia no teste padrdo de
germinacdo (P<0,01) e condutividade elétrica (P<0,01). Comparando os fatores com a

testemunha, a Unica analise que apresentou diferenca foi a condutividade elétrica (P<0,01).

Tabela 1. Resumo da analise de variancia dos testes realizados em campo e em laborat6rio em
sementes de milho. UnB, Brasilia-DF, 2016.

QM
FV

TPG EC CE AP
Condicéo 10,13"™ 125,37™ 23,68* 235,85™
Per. Exp. 32,93** 6,00™ 3,27™ 387,56*
Cond. x Per. 17,27** 26,90™ 15,39** 168,06
Fat x Test. 1,25"™ 70,67™ 102,52** 17,56™
Erro 2,81 45,44 4,1 102,84
CcVv 1,74 8,29 8,21 13,28
Média 96,22 81,28 24,67 76,38

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
™ Néo significativo pelo teste F. TPG: teste padrdo de germinacéo; EC: Emergéncia em campo; CE:
condutividade elétrica; AP: altura de planta; Per. Exp.: periodo de exposi¢do; Cond. x Per.: condigdo x
periodo de exposicao; Fat x Test.: fatores x testemunha.
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O valor médio da germinacédo encontrada foi de 96,22% (Tabela 1), demonstrando que
a semente do lote avaliado apresentava alta qualidade, ficando acima do valor recomendado
na Legislacdo Brasileira, que é de 85% (BRASIL, 2013).

A precisdo experimental avaliada pelo coeficiente de variacdo para todos os caracteres
considerados pode ser considerada alta, ficando abaixo de 14% (Tabelas 1). Estes valores sdo
condizentes com o que é normalmente observado em experimentos de avaliacdo da qualidade
fisiologica em sementes de milho (BORBA et al., 1995; ANDRADE et al., 2001;
RODRIGUES, 2007; PERES, 2010; SBRUSSI; ZUCARELLI, 2015).

Na tabela 2 é possivel verificar que o melhor resultado do teste de condutividade
elétrica foi encontrado na condicdo de exposic¢do A, ou seja, semente em agua borbulhada sem
0zOnio, comparado com a condi¢do B, em que corresponde a semente em agua borbulhada
com 0zdnio na concentracdo de 10 mg L™. Isso demonstra que a exposicdo da semente ao
0zo6nio em agua afetou a integridade de membranas das sementes. O teste de condutividade
elétrica baseia-se no principio de que, com o processo de deterioracdo, ocorre aumento da
lixiviacdo dos constituintes celulares das sementes embebidas em agua, devido a perda da
integridade dos sistemas de membranas celulares (HEPBURN et al., 1984; BRANDAO
JUNIOR, 1996).

Tabela 2. Valores médios obtidos no teste de condutividade elétrica em sementes de milho
considerando a condicdo de exposi¢cdo da semente. UnB, Brasilia-DF, 2016.

Condicéo de exposicao CE (MScm™g™?)
A 23,21b
B 24,93a
DMS 1,46

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o critério de
agrupamento de Tukey a 5% de probabilidade. CE: condutividade elétrica.

A avaliagdo da condutividade elétrica de grdos de milho constitui um dos
procedimentos analiticos com o propoésito de se analisar o vigor e, portanto, a condi¢ao
fisioldgica destes graos. Seus resultados expressam a quantidade de ions lixiviados do interior
dos grdos para 0 meio externo, ou seja, a solugcdo na qual estdo mergulhados, retratando,
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diretamente seu grau de deterioracdo (VIEIRA; CARVALHO, 1994). Resultados que
possuem menor valor sdo as sementes mais vigorosas, quanto maior o valor da condutividade
pior a qualidade da semente.

Considerando o fator periodo de exposicdo, os Unicos testes onde houve diferenca
significativa foram no teste padrdo de germinacdo e na altura de plantas (Tabela 1). Sendo
assim, na tabela 3, estdo demostrados apenas os dados do teste de médias para estes dois. No
teste padrdo de germinacdo, observa-se que o maior numero de plantulas normais €
evidenciado com 1,5 hora, seguido com o maior periodo de exposi¢do de 2,0 horas. Esses
resultados podem inferir que a exposicdo da semente em agua, seja com 0z6nio ou sem,

permitiu 0 osmo-condicionamento da semente.

Tabela 3. Valores médios obtidos no teste padrdo de germinacdo e na altura de plantas,
considerando o fator periodo de exposi¢do, em sementes de milho. UnB, Brasilia-

DF, 2016.

Periodo Testes
de TPG AP

Exposigéo (horas)
0,5 93,63c 82,87a
1,0 95,56bc 74,32ab
1,5 08,312 67,82b
2,0 97,13ab 81,48ab
DMS 2,29 13,86

Médias seguidas de mesma letra nas colunas pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o critério de
agrupamento de Tukey a 5% de probabilidade. TPG: teste padrdo de germinacdo; AP: Altura de
planta; DMS: desvio médio significativo.

Violleau et al. (2007) trabalhando com sementes de milho, realizaram o tratamento
com oxigénio puro ([Os] =0 g/ m®) e 0zénio ([O3] = 20 g/ m®) durante 6, 8 ou 20,5 minutos.
Avaliaram o comprimento de plantula e raiz, apés 3, 4 e 5 dias. Observaram que as sementes
tratadas com o0z6nio apresentaram maiores medias e teve um inicio mais rapido de
germinacdo e com comprimento maior de raiz. No entanto, um tempo maior de exposi¢do ao

0zOnio reduziu a taxa de germinagé&o.
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Em um trabalho usando O3 em trigo, os autores observaram que houve reducédo na taxa
de germinacdo em 12,5% apds 180 minutos de exposicdo. Em tempos menores, ndo houve

efeito na germinacgéo (SAVI et al., 2014).

A técnica do condicionamento osmatico desenvolvida por HEYDECKER et al. (1973)
e HEYDECKER et al. (1975), apesar de fisiologicamente complexa, é simples em conceito.
Tem como objetivo reduzir o periodo de germinacdo, bem como sincronizar e melhorar a
emergéncia das plantulas, submetendo as sementes a um controle da hidratagdo suficiente
para permitir 0s processos respiratorios essenciais a germinagdo, porém insuficiente para
propiciar a protrusdo da radicula. Isto é, as sementes completariam as fases | e Il da
embebicdo, que sdo preparatdrias para a germinagdo, sem, no entanto, avancarem para a fase
I11, caracterizada pelo alongamento celular e protrusdo da radicula (SANTOS et al., 2008).

Na anéalise de altura de plantas, realizada em campo, com 60 dias ap6s semeadura,
observou-se que o maior desempenho das plantas ocorreu na exposicdo de apenas 0,5 horas;
contudo a segunda melhor média é vista no maior periodo (2,0 horas). Como essa avaliacdo é
feita no campo, vérios fatores ambientais podem interferir no desempenho das plantas, como
agua, nutrientes do solo, luminosidade, etc.

Na andlise dos dados relativos aos testes padrdo de germinacdo e condutividade
elétricas, observou-se gque a interacdo entre a condicao e o periodo de exposi¢cdo das sementes,
foi significativa (Tabela 1). Sendo assim, na tabela 4, observa-se os valores das interagdes. No
TPG (teste padrdo de germinacdo) o maior valor numérico é percebido na condi¢do Al,5, ou
seja, semente exposta na adgua borbulhada por 1,5 hora. E 0 menor valor na interacdo B0,5
(semente exposta em agua borbulhada com ozénio por 0,5 hora). Considerando as duas
condicGes, observou-se que em todos os periodos, a condicdo A foi melhor que a B, com
excecdo para o periodo de 2,0 horas. Quando comparamos 0s periodos, observa-se nas duas
condicdes, que com o aumento do tempo de exposicdo, aumentou a germinacao.

No trabalho de Hsieh et al. (1998) em sementes de uma graminea (capim bermuda”)
foi usado &gua ozonizada e o autor ndo identificou elevacdo da germinacdo. Contudo, o vigor
do crescimento das plantulas, foi melhor a partir de sementes tratadas com agua ozonizada.

Ciccarese et al. (2007) usou ozonio (3% por peso) em trés periodos de exposicdo (1,
1,5 e 3 minutos) para desinfeccdo de sementes de trigo, ervilha e cevada e verificaram que o
maior periodo de exposicdo foi mais eficiente na desinfeccdo de sementes sem influenciar na

germinacao.
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Para a condutividade elétrica, 0 maior valor numérico é visto na interacdo B2,0 e 0
menor valor em A2,0. Demonstrando que o maior vigor foi verificado na condi¢do de agua
borbulhada com maior tempo, ressaltando o efeito de condicionamento da semente em agua.
Quando se compara entre as condicdes, observou-se que sempre o melhor resultado foi na

condicdo A, exceto para o periodo de 1,5 hora (Tabela 4).

Tabela 4. Valores médios dos testes de qualidade fisioldgica relacionados a interacéo entre 0s

fatores condicgéo e periodo de exposicdo das sementes de milho. UnB, Brasilia-DF,

2016.
Periodo de exposi¢do (horas)
Teste Condicéo
0,5 1,0 1,5 2,0
A 95.00aB 97.37aAB 98.87aA 95.62abA
TPG
B 92.25hB 93.75bB 97.75aA 98.62aA
A 21.98bA 23.62aA 25.47aA 21.75bA
CE
B 25.98aA 23.29aA 24.46aA 25.98aA

Meédias seguidas de mesma letra mindscula nas colunas ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade, para cada caracteristica separadamente. Médias seguidas de mesma letra
mailscula nas linhas ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, para
cada caracteristica separadamente. TPG: teste padrdo de germinacdo; CE: condutividade elétrica.

Na tabela 5 observou-se os dados de condutividade elétrica comparado com a
testemunha. Verificou-se que a testemunha foi a que apresentou maior valor numérico, ou
seja, a semente sem nenhum tratamento apresentou uma maior desestruturacdo do sistema de
membranas celulares. Quanto maior o valor da condutividade, maior a quantidade de
lixiviados presentes na solucdo de embebicdo, pior a qualidade da semente, menor o vigor
(VIEIRA; CARVALHO, 1994). Novamente é possivel reforcar o efeito do possivel efeito do
pré-condicionamento das sementes em agua e o seu reflexo na recuperacdo das membranas.

O condicionamento fisiologico tem sido utilizado para reduzir o tempo de germinacao,
aumentar a germinabilidade, a uniformidade e vigor das plantulas. Dentre as técnicas de
condicionamento fisiol6gico o osmocondicionamento tem sido a mais utilizada. Essa técnica
consiste no pré-tratamento, onde as sementes sdo imersas em solucdo osmatica, sob tempo e
temperatura determinados (Pereira et al. 2008). Varias pesquisas tém comprovado que 0
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osmocondicionamento promove um aumento na velocidade de germinacéo das sementes e na
emergéncia das plantulas, permitindo uma germinacdo mais rapida e uniforme, além de
aumentar a tolerancia em germinar sob condicdes adversas em diferentes espécies vegetais, a
exemplo do observado em Adesmia latifolia (Spreng) Vog (SUNE et al., 2002), Petroselinum
sativum Hoffm. (RODRIGUES et al. 2009), Physalis angulata L. (SOUZA et al., 2011),
Sorghum bicolor L. Moench (OLIVEIRA; GOMES FILHO, 2010).

Tabela 5. Médias obtidas no teste de condutividade elétrica (CE) em sementes de milho. UnB,
Brasilia-DF, 2016.

Tratamento CE
A0,5 21,98 b
Al1,0 23,63 b
Al5 2547 a
A2,0 21,75b
BO,5 25,98 a
B1,0 23,29 b
B1,5 24,47 b
B2,0 25,98 a
Testemunha 29,44 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna pertencem ao mesmo grupo, de acordo com o critério de
agrupamento de Tukey a 5% de probabilidade. CE: condutividade elétrica.

Um dos sintomas mais importantes do declinio da qualidade fisioldgica das sementes é
0 aumento do intervalo da germinacdo da primeira e da ultima semente, ou seja, a
desuniformidade de emergéncia entre plantulas de um mesmo lote (OLIVEIRA et al., 2009).
Assim, a utilizacdo de técnicas que possam acelerar e, consequentemente, trazer uniformidade
da germinacdo das sementes, podera trazer grandes beneficios para o0s agricultores
(HEYDECKER; COOLBEAR, 1977).

Apesar de que nesse trabalho, o objetivo ndo era verificar o efeito do condicionamento
osmotico, foi possivel verificar esse efeito, tanto realizado com agua borbulhada com oz6nio e

sem ozo6nio. Contudo € necessario que sejam realizados estudos mais aprofundados do
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assunto, principalmente para verificar o efeito da agua ozénio no osmocondicionamento de

sementes.
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5. CONCLUSOES

O uso da &gua borbulhada sem o0z6nio proporcionou melhores resultados na

germinacao e vigor das sementes de milho.

O condicionamento das sementes em &gua com e sem 0zOnio proporcionou efeito

positivo na germinag&o e vigor das sementes.
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