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POTENCIAL FISIOLOGICO E SANIDADE DE SEMENTES DE MILHO
REVESTIDAS COM QUITOSANA

Autor: MARINA BARROS ZACHARIAS
Orientadora: Prof2. Dra. MARIANA ALTENHOFEN DA SILVA
Coorientador: Prof. Dr. VICTOR AUGUSTO FORTI

RESUMO

Diversos efeitos nocivos ao meio ambiente podem ser atribuidos ao uso e descarte
indiscriminados de produtos ndo renovaveis e ndo biodegradaveis. A quitosana € um
biopolimero com excelentes propriedades filmogénicas que vem sendo estudada no
revestimento de sementes. O objetivo foi avaliar o efeito de formulacdes de
revestimento de quitosana (concentracdo de quitosana 0,6-3,4% m/v e de glicerol O-
0,60 g/g quitosana) na qualidade de sementes de milho (Zea mays L.) mediante
andlise dos aspectos fisicos (andlise visual do revestimento, teor de 4gua e massa
de 1000 sementes), potencial fisiologico (teste de germinacéo, indice de velocidade
de germinacdo, comprimento de plantulas, teste de frio, emergéncia de plantulas,
indice de velocidade de emergéncia, altura de plantulas e massa de matéria seca de
raiz e parte aérea) e sanidade (Blotter test). Foram testados dois métodos de
aplicacdo do revestimento (1 — secagem das sementes imersas na solucéo
polimérica e 2 — secagem apoOs imersdao e retirada imediata das sementes da
solucdo). No método de aplicacdo 1 ndo houve germinacgédo, portanto os resultados
referiram-se ao método de aplicacdo 2. A solucdo de revestimento de quitosana
associada ao glicerol néo interferiu no teor de agua, massa de 1000 sementes,
porcentagem de germinacao e de emergéncia, teste de frio e massa de matéria seca
da raiz, mas concentracfes mais altas podem reduzir o indice de velocidade de
germinacao, indice de velocidade de emergéncia, altura de plantulas e massa de
matéria seca da parte aérea. O revestimento na condicao selecionada (quitosana
2% e 0,30 g glicerol/lg quitosana) reduziu a ocorréncia de Penicillium spp. O
potencial de uso da quitosana como revestimento de sementes de milho foi
confirmado considerando 0s aspectos fisicos e sem comprometer o potencial
fisiologico.

Palavras-chave: Biopolimero; Potencial fisiologico; Zea mays L.; Peliculizagéo.



PHYSIOLOGICAL POTENTIAL AND HEALTH QUALITY OF CORN SEEDS
COATED WITH CHITOSAN

Author: MARINA BARROS ZACHARIAS
Adviser: Profa. Dra. MARIANA ALTENHOFEN DA SILVA
Co-adviser: Prof. Dr. VICTOR AUGUSTO FORTI

ABSTRACT

Several harmful effects to the environment can be attributed to indiscriminate use
and disposal of non-renewable and non-biodegradable products. Chitosan is a
biopolymer with excellent film forming properties that has been studied on seed
coating. The objective was to evaluate the effect of chitosan coating formulations
(0.6-3.4% wiv chitosan and 0-0.60 g glycerol/g chitosan) on the quality of corn seeds
(Zea mays L.) through the analysis of physical aspects (visual analysis of the coating,
water content and 1,000-seed mass), physiological potential (germination test,
germination speed index, seedling length, cold test, seedling emergence, seedling
emergence speed index, seedling height and root and shoot dry matter mass) and
health quality (Blotter test). Two coating methods were also tested (1 — drying the
seeds immersed in the polymeric solution and 2 — drying after immersion and
immediate withdraw of the seeds from the solution). In application method 1 there
was no germination, therefore the results referred to application method 2. Chitosan
coating solution associated with glycerol did not interfere in water content, 1,000-
seed mass, germination and emergence percentage, cold test and root dry matter
mass, but higher concentrations can reduce germination speed index, emergence
speed index, seedling height and shoot dry matter mass. Coating in the selected
condition (chitosan 2% and 0.30 g glycerol/g chitosan) reduced the occurrence of
Penicilium spp. The potential use of chitosan as a coating on corn seeds was
confirmed considering the physical aspects and without compromising the
physiological potential.

Key-words: Biopolymer; Physiological potential; Zea mays L.; Film-coating.



1 INTRODUCAO

Diante de um cenario global de mudancas climéticas torna-se urgente a busca
por alternativas sustentaveis capazes de garantir a producdo de alimentos e ainda
atender aos desafios da crise hidrica, esgotamento da fertiidade do solo,
contaminacdo da agua e a pressao pelo surgimento de novas pragas. Esses fatores
adversos tém afetado a produtividade dos cultivos, comprometendo os ganhos
econdmicos e a seguranca alimentar da populagcdo (PATHAK et al.,, 2018), ao
mesmo tempo em que a producdo agricola mundial para alimentos e bioenergia
precisa ser duplicada até 2050 (RAY et al., 2013).

A otimizagdo do uso de insumos na agricultura vem sendo constantemente
buscada e tecnologias agricolas inovadoras com base em sistemas de liberacédo
lenta e/ou controlada de nutrientes e agua tém contribuido para esse fim (DUHAN et
al.,, 2017). Dentre essas tecnologias, destaca-se 0 uso de polimeros naturais
hidrofilicos, que funcionam como um revestimento superabsorvente de agua e
nutrientes, reduzindo a frequéncia de irrigacdo, aumentando a taxa de sobrevivéncia
das plantas em campo e a economia com fertilizantes (ZHONG et al., 2013).

Nos sistemas de liberacdo lenta e controlada, a imobilizacdo de agentes
ativos em matrizes poliméricas é um método promissor, inclusive para o controle de
doencas fitopatogénicas (KIM et al., 2012). A microencapsulacdo por meio da
formacao de microcapsulas ou de microesferas de quitosana tem sido eficiente na
adsorcdo, protecdo e liberacdo de compostos ativos (MATTE; da ROSA, 2013),
sejam eles Oleos essenciais, extratos vegetais e/ou nanomateriais (KUMAR et al.,
2020). A veiculagcdo destes compostos em revestimentos a base de quitosana é
interessante pois, além da manutencdo da qualidade de sementes para garantia de
uma boa germinacgéo e estabelecimento de plantulas em campo, o revestimento com
biopolimeros pode auxiliar na absor¢do de agua e contribuir na busca por métodos
mais sustentaveis.

A quitosana € um polissacarideo proveniente da desacetilacdo da quitina, um
dos biopolimeros mais abundantes na natureza, sendo encontrada em
exoesqgueletos de artrépodes e crustaceos e na parede celular de alguns fungos. A
quitosana € insolavel em agua, mas soltuvel em solugdes diluidas de acidos (PARK

et al., 2001) e apresenta vantagens de ser um biopolimero nao toxico,



biodegradavel, bioativo e biocompativel (COMA et al., 2002; HEMANTARANJAN et
al., 2014).

Diversos estudos envolvendo o uso da quitosana com finalidade agricola vém
sendo realizados, incluindo trabalhos com condicionamento osmético de sementes
(AL-TAWAHA; AL-GHZAWI, 2013), fertilizantes (CERRI et al., 2020), controle de
doencas fitopatogénicas (AKTER et al., 2018), controle biolégico (CHANDRIKA et
al., 2019) e revestimento de sementes (HAAS et al., 2018).

A manutencdo da qualidade de sementes submetidas a revestimento com
polimeros tem sido relatada em diversas culturas, como o milho (AVELAR et al.,
2012), a soja (AVELAR et al., 2015), o arroz (FAGUNDES et al., 2017) e o trigo
(FREIBERG et al., 2017).

Para a cultura do milho, uma planta da familia Poaceae, de grande
importancia no Brasil para a alimentacdo animal, humana e geracdo de bioenergia
(CARVALHO et al.,, 2015), Carvalhais et al. (2018) verificaram que a quitosana
possibilitou a formacdo de plantulas com maior biomassa seca sob déficit hidrico
quando comparado as plantulas provenientes de sementes ndo tratadas. Martins
(2016), estudando hibridos de milho, concluiu que a quitosana pode proporcionar
bons resultados, tanto na germinacdo quanto na anatomia radicular e maior
resisténcia e adaptacao das plantulas as condicfes adversas.

Neste sentido, o presente trabalho propde a avaliagdo do potencial do uso da
quitosana no revestimento de sementes de milho, considerando aspectos fisicos e
seu efeito no potencial fisioldgico e na sanidade das sementes. Esta tematica alinha-
se a dois dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel propostos pela
Organizacdo das NacbGes Unidas (ONU): consumo e producdo responsaveis
(objetivo n°12), que engloba “reduzir significativamente a liberacdo destes [produtos
guimicos] para o ar, 4gua e solo, para minimizar seus impactos negativos sobre a
saude humana e o meio ambiente” e “reduzir substancialmente a geracdo de
residuos por meio da prevencdo, reducdo, reciclagem e reuso”; fome zero e
agricultura sustentavel (objetivo n°2), no qual se pretende até 2030 “garantir
sistemas sustentaveis de producdo de alimentos e implementar praticas agricolas
resilientes, que aumentem a produtividade e a producgéo, que ajudem a manter os
ecossistemas, que fortalecam a capacidade de adaptacdo as mudancas climaticas
(...)” (ONU, 2021).



2 OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar o potencial de uso da quitosana no revestimento de sementes de
milho (Zea mays L.), considerando aspectos fisicos, potencial fisiolégico e sanidade

das sementes.

Objetivos especificos

- Avaliar o método de aplicacédo da quitosana nas sementes.

- Avaliar o efeito das variaveis concentracdo de quitosana e concentracdo de
glicerol na formulagéo da solugcdo de revestimento e selecionar a mais adequada
considerando os aspectos fisicos e o potencial fisiol6gico de sementes de milho.

- Avaliar a sanidade das sementes de milho revestidas com quitosana na

condicdo selecionada.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Tecnologia do tratamento de sementes

A tecnologia Film-Coating (revestimento de sementes) € uma pratica
vinculada ao tratamento de sementes (TS), na qual sdo usados polimeros com a
funcdo de fixar produtos antimicrobianos aplicados as sementes, auxiliando no
desempenho destas quanto aos aspectos de qualidade fisica, fisiologica e sanitaria
e reduzindo o p6 em sementes tratadas (ABRASEM, 2014), sendo comumente
adotada em sementes de milho. Em propriedades de pequena escala, esse
tratamento € realizado por equipamentos pouco sofisticados, como o tambor
giratério ou a betoneira (FRANCA-NETO et al., 2016), enquanto para a industria sao
utilizados atomizadores de grande escala.

O uso de sementes de alta qualidade tem grande importancia quanto a
uniformidade e rapidez na formacédo de plantulas vigorosas (ALVARENGA et al.,
2020) e, se aliado ao revestimento de sementes, pode reduzir a exposi¢cdo das
sementes a fitopatégenos e a condicdes ambientais adversas. O tratamento de
sementes de milho é amplamente utilizado, tendo em vista produtos quimicos
antimicrobianos que promovam a manutencdo da qualidade das sementes no
armazenamento e previamente ao plantio (SILVA et al., 2020).

Ainda é prética usual o tratamento com fungicidas em sementes para auxiliar
na emergéncia das plantulas, visando maximizar a uniformidade e o estande da
cultura sem afetar o potencial fisiolégico das sementes (PINTO, 2007). Em milho e
soja, a maioria das pesquisas com revestimento de sementes inclui a utilizacdo de
produtos sintéticos com efeito fungicida, tais como carbofurano, thiram e triadimenol,
gue limitam a disseminacdo de patdgenos e asseguram a emergéncia das plantulas
em condicbes ambientais adversas, porém podem causar problemas de saude
cronicos em humanos e animais (ITO, 2013; ZENG et al., 2010). Alternativas
ambientalmente seguras visando a obtencdo de métodos alternativos ao tratamento
guimico de sementes sao de grande interesse na busca por sistemas agricolas mais
sustentaveis (LUKSEVICIUTE; LUKSIENE, 2020).

A reducdo e a substituicAo de produtos quimicos antimicrobianos, de alto
custo e danosos ao ambiente, pelo uso da quitosana e seus oligossacarideos
promovem reducdo de custos aos produtores e a sua aplicacdo apresenta potencial

de incremento nos rendimentos (HEMANTARANJAN et al., 2014) e na manutencéo



da qualidade de sementes. Nesse sentido, a quitosana apresenta potencial tanto em
alternativa a esses produtos como atuando como barreira fisica a condi¢cdes

adversas.

3.2 Potencial fisioldgico de sementes

A qualidade de sementes € determinada com base em aspectos fisicos,
fisiologicos, sanitarios e genéticos, por meio de testes conduzidos em laboratério e
em condicBes de campo. Dentro do aspecto fisiolégico, o vigor € um componente
fundamental da qualidade de sementes, sendo utilizado para mensurar seu potencial
fisiologico (viabilidade e vigor) e identificar lotes que venham a apresentar bom
desempenho, a exemplo da uniformidade e velocidade com que ocorre a
germinacao (TOLEDO et al., 1999). Assim, o vigor pode ser compreendido como a
“‘combinacdo de caracteristicas que determinam o potencial para alta performance
de sementes apds o plantio” (MARCOS-FILHO, 2015a).

Dentre alguns testes de vigor, tem-se o teste de frio, considerado um teste de
resisténcia representado pela probabilidade das plantulas sobreviverem em campo
frente a condicbes de estresse, como baixa temperatura, alta umidade e agentes
patogénicos, indicando o potencial fisiolégico de um lote de sementes (PERES,
2010; MARCOS-FILHO, 2015a).

A primeira contagem de germinacdo é realizada juntamente ao teste de
germinacao (BRASIL, 2009a), de forma que maior vigor das sementes € observado
guanto maior a porcentagem de plantulas normais nessa contagem, estando
correlacionadas com a velocidade de germinacdo (PERES, 2010), esta que é
determinada ao longo do periodo em que o teste de germinacdo ocorre e
complementa as informacdes obtidas na primeira contagem e contagem final.
Plantulas normais sdo consideradas aquelas que apresentam “todas as suas
estruturas essenciais bem desenvolvidas, completas, proporcionais e sadias”
(BRASIL, 2009a).

O teste de massa de matéria seca de plantulas possibilita determinar que
plantulas com maiores massas médias de matéria seca apresentam maior vigor, em
funcdo da maior transferéncia de massa seca pelos tecidos de reserva das
sementes para o eixo embrionario durante a germinagdo (KRZYZANOWSKI et al.,
2020).



Os testes de vigor devem ser associados ao teste de emergéncia das
plantulas em campo para monitorar a sua eficiéncia. O teste de emergéncia de
plantulas também tem como base a porcentagem de plantulas normais, indicando o
vigor de plantulas com o diferencial de estabelecer condicdes mais semelhantes as
encontradas em situacdes de campo (OLIVEIRA, 2009a).

No que diz respeito a viabilidade, a germinacédo de sementes compreende um
processo vital de trés fases: Fase | — embebi¢cdo, em que a captacdo de agua pela
semente culmina na reativacado de seu metabolismo, intensificando a respiracéo e a
atividade de enzimas e hormoénios; Fase Il — inducdo do crescimento, fase de
repouso que compreende o0 processo bioquimico de producdo de energia a partir da
respiracdo, a digestdo das reservas mediante sistemas enziméaticos e a translocacgao
e assimilacao de nutrientes; Fase Il — crescimento do embrido, com a protusdo da
raiz primaria, sintese de DNA e divisdo celular e desenvolvimento da plantula
(MARCOS-FILHO, 2015b).

3.3 Quitosana e sua aplicagédo no revestimento de sementes

Diversos efeitos deletérios ao ambiente vém sendo observados devido ao uso
e descarte indiscriminado de produtos a base de polimeros derivados de petréleo, os
qguais ndo sdo renovaveis e, em sua maioria, ndo biodegradaveis (OTONI et al.,
2017). Novos materiais biodegradaveis oriundos de matérias primas de origem
renovavel tém sido desenvolvidos, de modo a manter suas caracteristicas fisicas e
mecanicas e, ao final de sua vida util, serem transformados em materiais ndo téxicos
mediante a acdo de microrganismos (VOX et al., 2013).

As matrizes poliméricas biodegradaveis podem atuar como veiculos, inclusive
contribuindo para uma reducéo significativa nas quantidades de agroquimicos por
meio de sua encapsulacdo em volumes superbaixos e liberagdo controlada,
contribuindo para evitar a exposi¢ao do produto ao ambiente externo, bem como sua
evaporacao (PIRZADA et al., 2020).

O uso de biopolimeros como revestimento de sementes vem ganhando
destaque no meio cientifico, como a quitosana, que promoveu acréscimos na
germinacdo de sementes de soja e na produtividade das plantulas (ZENG et al.,
2012), carboximetilcelulose e alginato de sédio, que mantiveram a viabilidade de
sementes de feijao (OLIVEIRA et al., 2009b), acetato de celulose (FRIULI et al.,

2020), além de misturas de biopolimeros que favoreceram a germinacdo de



sementes de milho (VERCELHEZE et al., 2019), de forma que apresentam grande
potencial no que tange a sua utillizacdo como revestimentos de sementes
alternativos aos produtos quimico-sintéticos.

A eficicia de um material para uso no revestimento de sementes depende de
sua taxa de degradabilidade, da composicdo e qualidade do revestimento para
promover uma barreira a permeacdo de agua e a produtos quimicos, das
propriedades mecanicas e espessura, assim como dos efeitos toxicos em sementes
devido a composicéo do revestimento (FRIULI et al., 2020).

A formacdo de filmes poliméricos no revestimento de sementes pode
favorecer a absorcdo de agua e a germinacdo, além de servir a incorporacao de
agentes ativos, como compostos antimicrobianos e nutrientes, fornecer maior
protecdo a semente e favorecer o crescimento de plantulas, refletido no vigor
(OLIVEIRA et al., 2009b).

A quitosana € um polissacarideo catiénico insoluvel em agua, porém solavel
em solucdes diluidas de &cidos fracos. A massa molar e o grau de desacetilacdo da
quitosana, que indica a propor¢do de grupos amino presentes nas cadeias do
polimero, variam de acordo com a fonte e com as condicbes do processo de
desacetilacdo, dando origem a quitosanas com diferentes caracteristicas funcionais
(PARK et al., 2001; KUMAR et al., 2020). A obtencéo de quitosana de baixa massa
molar e oligossacarideos de quitosana a partir da hidrélise da quitosana tem sido de
interesse, uma vez que sdo formas soluveis em agua (HEMANTARANJAN et al.,
2014).

A quitosana pode ser obtida comercialmente através da desacetilacdo da
quitina, presente em residuos do processamento de crustaceos e na parede celular
de alguns fungos. O processo de obtencdo de quitosana a partir de residuos de
crustaceos envolve as etapas de desmineralizacdo, desproteinizacdo e
despigmentacao, para obtencdo da quitina purificada, seguidos da desacetilacao por
meio de tratamento com solucdes alcalinas concentradas e altas temperaturas
(KUMAR et al.,, 2019). Na desacetilacdo, os grupos N-acetil (-COCHs) da quitina
(Figura 1 A) séo removidos resultando na formagéo de grupamentos aminicos livres
(-NH2), dando origem ao copolimero de N-acetil-glucosamina e D-glucosamina, ou
quitosana (Figura 1 B) (KUMAR et al., 2020).
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Figura 1. Estruturas quimicas da quitina (A) e quitosana (B) (Adaptado de Kumar et al.,
2019).

O uso de quitina e seus derivados é justificavel pelo seu menor custo de
producédo e por suas propriedades biocompativeis e biolégicas, como no controle de
fungos, nematoides e virus, sendo alternativa com grande potencial para uma
agricultura sustentavel e na adocao de uma nova abordagem frente a fitopatologia
moderna (RAMIREZ et al., 2010). O controle de microrganismos patogénicos e
deteriorantes com o uso da quitosana vem recebendo atencdo desde a ultima
década com aplicacbes em diversos setores, como farmacéutico, de alimentos, de
tintas, téxtil, agricola e no tratamento de agua (AKTER et al., 2018; KUMAR et al.,
2019, 2020).

A quitosana tem uso versatil e potencial como agente antimicrobiano, com
utilidade na producéo de filmes e revestimentos (COMA et al., 2002; KUMAR et al.,
2020), sendo possivel a sua associacdo ou mistura com outros biopolimeros, como
alginato, carragena e pectina (polissacarideos), caseina e gelatina (proteinas) ou
lipidios, como forma de melhorar as propriedades funcionais dos materiais formados
(KUMAR et al., 2020).

A quitosana tem propriedades elicitoras que contribuem no controle das
doencas fitopatogénicas (AL-TAWAHA; AL-GHZAWI, 2013; AKTER et al., 2018) e
por isso podem ser usadas no revestimento de sementes para reduzir danos as
plantulas (HAAS et al., 2018). As propriedades desses compostos desempenham
importante funcdo nas respostas de defesa nos tecidos das plantas
(HEMANTARANJAN et al., 2014) e na sintese de metabdlitos secundarios
(MALERBA; CERANA, 2016). Dessa forma, a reducgao da vulnerabilidade a doencas
pode justificar o uso da quitosana como revestimento, porém ¢é primordial avaliar se

o revestimento ndo promovera uma reducao no potencial fisiolégico das sementes.



Devido a sua excelente capacidade de formacéo de filmes, a quitosana pode
proporcionar uma protecao ao redor da superficie de sementes, minimizando perdas
de nutrientes e fertilizantes e incrementando a eficiéncia do tratamento de sementes
(ZENG et al., 2010), uma vez que estes compostos podem ser incorporados na
matriz polimérica e serem liberados no solo de forma lenta e controlada
(KUSUMASTUTI et al., 2019; CERRI et al., 2020). A aplicacéo foliar da quitosana
também tem sido proposta no controle de doengas em plantas, promovendo maior
produtividade a diversas culturas (AKTER et al., 2018) e contribuindo para a
substituicdo ou reducédo do uso de fungicidas sintéticos (ZIANI et al., 2010).

Embora o modo de acdo da quitosana nas plantas ndo tenha sido
completamente elucidado, as respostas biolégicas promovidas pela sua utilizacao
dependem tanto de sua composicdo quimica, como do tempo e taxa de aplicacao
(MALERBA; CERANA, 2016). Silva-Castro et al. (2018) estudaram revestimento de
sementes de Pinus spp. com quitosana de baixa e média massa molar e sua
associacdo com extrato etandlico de prépolis e verificaram que tratamentos
baseados em oligdbmeros de quitosana favoreceram a sobrevivéncia das plantulas,
mediante a ativacdo de mecanismos de defesa evidenciados pela producdo de
compostos fendlicos e eliminacédo de radicais livres, sem afetar significativamente o
percentual de germinacao.

Silva Filho et al. (2021) afirmam que poucos sao os trabalhos a respeito de
alteracdes na fisiologia de sementes tratadas com quitosana, sendo relatados maior
vigor quando a solucdo de quitosana é associada a aditivos quimicos ou naturais
(SILVA-CASTRO et al., 2018) ou a microrganismos como Trichoderma spp.
(CHANDRIKA et al., 2019) e Azospirillum brasilense (VERCELHEZE et al., 2019),
embora comprovada sua agado antimicrobiana e seu potencial uso visando ao
armazenamento a longo prazo. A antracnose em plantas de chilli (C. capsici) foi
combatida sem o uso de fungicidas quimicos, por meio do tratamento combinado de
1% de quitosana nas sementes e 0,5% de quitosana aplicado via foliar por spray,
consistindo em medidas de controle mais sustentaveis (AKTER et al., 2018).

Hirano et al. (1991), avaliando o crescimento de plantulas de pinheiro-preto
(Pinus thunbergii Parl.) provenientes de sementes revestidas com quitosana
despolimerizada, verificaram aumento de aproximadamente 1,5 vezes na atividade

de quitinase em relacdo a sementes nao recobertas. A expressdo da enzima
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quitinase pode ocorrer pela hidratacdo da semente, indicando a ativacdo de
mecanismos de defesa da planta a estresses abidticos (SAMARAH et al., 2020).

Carvalhais et al. (2018) estudaram o crescimento de plantulas de milho sob
déficit hidrico por meio de condicionamento osmético com quitosana (0,03 e 0,06%
m/v) durante um periodo de 24 horas. Estes autores concluiram que o0 uso da
quitosana reduziu os efeitos do déficit hidrico e gerou plantulas com maior biomassa
seca, altura e comprimento de raiz em relacdo as plantulas nédo tratadas. Segundo
Oliveira et al. (2009b), a maior absorcdo de agua para a germinacado de sementes
revestidas com filmes poliméricos é favoravel sob situacfes de estresse hidrico.

Viana et al. (2018), estudando a inducéo na tolerancia a seca na germinacao
de sementes de milho, utilizando diferentes concentracdes de quitosana em agua e
em polietilenoglicol em condicionamento fisiolégico, verificaram que o indice de
velocidade de germinacdo e o comprimento do sistema radicular ndo foram
alterados quando o condicionamento foi realizado com solucdo aquosa de quitosana
seguido da exposicdo das sementes em agua. Al-Tawaha e Al-Ghzawi (2013)
realizaram o condicionamento osmético em sementes de lentilha sob diferentes
graus de salinidade e concentracdes de quitosana de 1, 3 e 6 g/L (pH 6,1) e
verificaram maior porcentagem de germinagdo nas trés concentracdes testadas,
principalmente com 3 g/L, independentemente da salinidade, o que se deve a maior
tolerdncia adquirida a esse estresse abidtico apds a exposicao das sementes a
quitosana.

Chandrika et al. (2019) obtiveram bons resultados na germinacao e vigor de
sementes de mamona revestidas com misturas de quitosana, polietilenoglicol e
glicerol associadas a Trichoderma spp. Estes autores concluiram que essa solucdo
filmogénica pode ser utilizada como revestimento das sementes, devido a atuagéo
na regulacdo de trocas gasosas e de agua, protecdo do agente biologico e

manutencao da germinacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Sementes de milho (Zea mays L.) comerciais da variedade Al-Piratininga
provenientes da Coordenadoria de Desenvolvimento Rural Sustentavel (CDRS, SP),
e nao tratadas previamente, foram armazenadas em local arejado e sem incidéncia
direta de luz. Apés realizados os tratamentos com quitosana, as sementes foram
armazenadas em camara fria a 10-12°C e umidade relativa a 30-40% até o inicio
das avaliacGes. Para a solucdo de revestimento, foi utilizada quitosana proveniente
da empresa Polymar® (Brasil) com massa molar média de 3,7x10° g/gmol e grau de
desacetilagdo de 96,7%, &cido acético glacial (Synth®, Brasil) e glicerol (Synth®,
Brasil). Os demais reagentes eram de grau analitico. O experimento foi desenvolvido
na Universidade Federal de Sdo Carlos, Centro de Ciéncias Agrarias, no municipio
de Araras (22°21’S e 47°27°0), SP, Brasil.

4.2 Avaliacdo das formulacdes a base de quitosana para revestimento das

sementes de milho

Esta etapa teve como objetivo avaliar as formulacdes dos revestimentos de
quitosana com melhores resultados para as sementes de milho em termos de
potencial fisiolégico. As variaveis independentes concentracdo de quitosana e
concentracdo de glicerol foram estudadas através de um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 22 com trés repeticdes no ponto central e quatro pontos
axiais, totalizando onze ensaios. O nimero de pontos axiais corresponde a 2 x n,
onde “n” € o numero de variaveis independentes. A distancia dos pontos axiais, o =
1,41, foi determinada pela Equacao 1 (KHURI; CORNELL, 1987).

o=@ )" ®

Os niveis das variaveis independentes utilizados no planejamento
experimental, definidos com base na literatura (IRISSIN-MANGATA et al., 2001,
PENA-DATOLI et al., 2016) e em testes preliminares, estéo apresentados na Tabela
1. A matriz de experimentos deste planejamento com os valores dos niveis reais e

codificados das variaveis estudadas esta apresentada na Tabela 2. As respostas
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determinadas (variaveis dependentes) foram o0s aspectos fisicos (analise visual do
revestimento, teor de adgua e massa de 1000 sementes) e o potencial fisiologico
(teste de germinacdo, indice de velocidade de germinagcdo, comprimento de
plantulas, teste de frio, emergéncia de plantulas, indice de velocidade de
emergéncia de plantulas, altura de plantulas e massa de matéria seca de raiz e parte
aérea) das sementes, cujos métodos de determinacao estdo descritos nos ltens 4.5
e 4.6. Os dados experimentais obtidos foram analisados por meio da Metodologia de
Superficie de Resposta (MSR) utilizando-se o Software Statistica 7.0 (STATSOFT
INC., 2004). Além dos tratamentos propostos, avaliou-se as respostas obtidas pelas

sementes sem revestimento (controle).

Tabela 1. Variaveis e niveis utilizados no planejamento fatorial completo 22 com pontos

axiais para a formulagéo do revestimento de quitosana.

Nivel
-1,41 -1 0 +1 +1,41

Variavel

Concentragédo de
X1 _ 0,6 1,0 2,0 3,0 3,4
quitosana (g/100 mL)

Concentracao de glicerol
X2 . 0,0 0,09 0,30 0,51 0,60
(g/g quitosana)

Tabela 2. Matriz de experimentos do Planejamento Fatorial Completo 22 com pontos

axiais para a formulacéo das coberturas de quitosana em sementes de milho.

Tratamento X1 X2

T1 1,0 (-1) 0,09 (-1)
T2 3,0 (+1) 0,09 (-1)
T3 1,0 (-1) 0,51 (+1)
T4 3,0 (+1) 0,51 (+1)
T5 0,6 (-1,41) 0,30 (0)
T6 3,4 (+1,41) 0,30 (0)
T7 2,0 (0) 0,0 (-1,41)
T8 2,0 (0) 0,60 (+1,41)
T9 2,0 (0) 0,30 (0)
T10 2,0 (0) 0,30 (0)
T11 2,0 (0) 0,30 (0)

Xi= Concentragdo de quitosana (g quitosana/100 mL), X, = concentragdo de glicerol (g
glicerol/g quitosana). Valores entre parénteses sao 0s niveis codificados das variaveis.



13

4.3 Preparo das solucdes de quitosana para revestimento das sementes de
milho

As solucbes foram preparadas adicionando-se o glicerol (0 — 0,60 g/g
quitosana) em solucdo aquosa de &cido acético (1,5% v/v) a temperatura ambiente
sob agitacdo mecanica constante (1000 rpm) (Fisatom, modelo 713, Brasil) durante
3 minutos antes da adicdo da quitosana (0,6 — 3,4 g/100 mL). A solucéo foi mantida
sob agitacdo mecanica constante durante 1 h, até completa dissolucdo do material.

O pH das solugbes foi determinado em pHmetro (Digimed DM-22) a
temperatura ambiente e ajustado a 4,7 (pH correspondente da solucdo de quitosana
de concentracdo mais elevada) com hidroxido de sédio 1 mol/L adicionado gota a
gota. As solucdes foram mantidas em geladeira em recipientes de vidro fechados até

utilizagdo nas sementes.

4.4 Aplicacado dos revestimentos nas sementes de milho
Dois métodos de revestimento das sementes foram testados, denominados
método de aplicagdo 1 e 2.

Método de aplicacdo 1 — 20 mL de solucéo de quitosana de cada tratamento foram
vertidos em placa de Petri de (150 x 15 mm) de forma a preencher o fundo da placa.
Em seguida, 50 sementes de milho foram dispostas espacadas entre si em
aproximadamente 0,5 cm e recobertas com o restante do volume de solucédo (60 mL)
até completa submersédo. As placas foram mantidas em estufa por 24 horas a 38°C.
Apdés a secagem, as sementes das placas de cada tratamento foram

individualizadas e misturadas para uniformizacao.

Método de aplicacdo 2 — As sementes de milho foram imersas na solugcédo de
revestimento de cada tratamento com auxilio de pinc¢a, retiradas imediatamente e 50
sementes foram dispostas em cada placa de Petri (150 x 15 mm), espacadas entre
si em aproximadamente 0,5 cm. Quatro placas de cada tratamento foram feitas,
totalizando 200 sementes por tratamento. As placas foram mantidas em estufa
durante seis horas a 38°C. Apdés a secagem, as sementes das placas de cada

tratamento foram misturadas para uniformizagéo.
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4.5 Avaliacao fisica das sementes ap0s aplicacdo da quitosana

4.5.1 Aspecto visual do revestimento

Foram visualizadas 40 sementes por tratamento, observando-se o aspecto da
quitosana aplicada a semente, a fim de avaliar caracteristicas como aderéncia,
homogeneidade e continuidade na cobertura. Para avaliar a continuidade do
revestimento, as sementes foram imersas em solucdo de azul de metileno 1% (10
gotas do corante dissolvidas em 50 mL de &gua destilada) e retiradas
imediatamente. Em seguida, foram imersas em alcool 70% duas vezes para retirada
do excesso de corante e secas em papel-toalha. Foi elaborada uma tabela (Tabela
3) para verificar a presenca ou nao de coloracdo na regido proxima da radicula
(pedunculo) e porcentagem de coloracdo no cotilédone e no endosperma das
sementes em cada classe descrita. Considerando as porcentagens determinadas
para cada tecido vegetal, as sementes foram agrupadas em quatro classes: Ausente
(A), em que ndo houve coloracdo dos tecidos; Leve (L), em que o cotilédone
apresentou coloracdo até <50% e uma ou ambas as faces do endosperma com
coloracdo até 25-50%; Moderado (M), em que o cotilédone apresentou coloracéo
250%, ou cotilédone <50% e uma ou ambas as faces do endosperma com coloracéo
>50%; e Intenso (I), em que foi observado 100% de coloracdo em todos os tecidos.
Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes para cada classe
descrita.

Tabela 3. Classes de coloracéo das sementes de milho revestidas com quitosana.

Pedunculo Cotilédone Endosperma (%)

Sim | Nao (%) Frente Verso
0| <50 | 250 | O] <25 | 25-50 | >50 | 100 | 0| <25 | 25-50 | >50 | 100

4.5.2 Teor de 4qua

Amostras de todos os tratamentos foram mantidas por sete dias em camara
fria a 10-12°C e umidade relativa a 30-40% para estabilizacdo e foram submetidas a
determinacdo do teor de agua pelo método da estufa a 105°C durante 24 horas, em
triplicata. Os resultados foram expressos em porcentagem de agua em base Umida
(BRASIL, 2009a).
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4.5.3 Massa de 1000 sementes

Apoés tratadas, foram pesadas em balanca analitica 4 repeticbes de 100
sementes para cada tratamento e determinada a massa de 1000 sementes
(BRASIL, 2009a). Em seguida, os valores de massa foram ajustados considerando
um teor de agua de 13% (CRIZEL et al., 2015).

4.6 Avaliacdo do potencial fisiolégico das sementes

4.6.1 Teste de germinacdo

Quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento foram dispostas sobre
duas folhas de papel tipo Germitest e cobertas com uma folha, sendo o papel
previamente umedecido com volume de agua correspondente a 2,5 vezes a massa
do papel para a confeccdo dos rolos. Os rolos foram mantidos em camara de
germinacao tipo BOD a 25°C por 7 dias. Foi considerada a porcentagem de
germinacado na primeira contagem, apos 4 dias, e a porcentagem de germinacao
final, apos 7 dias (BRASIL, 2009a).

4.6.1.1 indice de Velocidade de Germinacio (IVG): foi obtido junto com o

teste de germinacdo, mediante a avaliagéo diaria da germinacéo, pela Equacao 2.

IVG = (Gu/T1)+Ga2/T2)+...+(GilT) )

em que G1 até Gi € o numero de plantulas normais a cada dia e T1 até Ti é o tempo
(dias) (MAGUIRE, 1962).

4.6.1.2 Comprimento de plantulas: apds a contagem final (7° dia), foi realizada

medicao de raiz e parte aérea das plantulas normais com auxilio de régua (precisao

+0,1cm).

4.6.2 Teste de frio em rolo de papel com terra

Quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento foram dispostas sobre
duas folhas de papel tipo Germitest previamente umedecido com volume de agua
correspondente a 2,5 vezes a massa do papel, cobertas com fina camada de terra

peneirada (60 mL) proveniente de area agriculturavel e uma terceira folha para a
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confeccdo dos rolos. Os rolos foram mantidos em sacos plasticos vedados em
camara de germinacéo tipo BOD a 10°C por 7 dias (CICERO; VIEIRA, 2020). Apss o
periodo de resfriamento, os rolos foram colocados sem a vedacdo em camara BOD
a 25°C e foi quantificada a porcentagem de plantulas normais ap0s 7 dias.

4.6.3 Teste de emergéncia de plantulas

Para avaliar o crescimento das plantulas em terra, quatro repeticbes de 50
sementes de cada tratamento foram semeadas em bandejas de 30,3 x 22,1 x 7,5 cm
preenchidas com areia grossa e terra argilosa peneirada proveniente de area
agriculturavel na proporcdo 2:1. Previamente a semeadura, foi quantificada a
capacidade de campo (CC) do substrato colocando-se 200 mL de 4gua sobre uma
amostra da mistura de areia e terra disposta em filtro de pano, calculando-se a
diferenca entre o volume de agua adicionado e o percolado. A semeadura foi feita a,
no maximo, 1 cm de profundidade e as bandejas irrigadas com volume de agua
correspondente a 60% da CC (DIAS et al., 2015). Foi avaliada a porcentagem de
plantulas que emergiram a cada dia até a estabilizacdo, que ocorreu aos 9 dias apés

semeadura, obtendo-se ao final o indice de velocidade de emergéncia.

4.6.3.1 Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE): foi obtido mediante a

avaliacao de plantulas emergidas realizada diariamente, conforme Equacgéo 3.

IVE = (E/T1)+(E2/T2)+...+(EiT) 3)

em que E:1 até Ei é o nimero de plantulas emergidas a cada dia e T1 até Ti é o tempo
(dias) (MAGUIRE, 1962).

4.6.3.2 Altura_de plantulas: ao final do teste de emergéncia (9° dia), foi

realizada a medicéo de altura das plantulas normais com auxilio de régua (precisao
+ 0,1 cm), considerando desde o nivel do substrato até a extremidade da folha mais

alta.

4.6.3.3 Massa de matéria seca de raiz e parte aérea: finalizado o teste de

emergéncia, as plantulas foram retiradas das bandejas e lavadas, seguida de

separacdo da semente, raiz e parte aérea. Raizes e parte aérea de cada tratamento
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foram colocadas separadamente em sacos de papel e levadas a estufa a 65°C
durante 4 dias. Apds a secagem, foi realizada a pesagem do material em balanca
analitica (KRZYZANOWSKI et al., 2020).

4.7 Avaliacéao da sanidade das sementes

O teste de sanidade (Blotter test) foi adaptado do Manual de Andlise Sanitaria
de Sementes (BRASIL, 2009b). Oito repeticoes de 25 sementes de milho revestidas
com quitosana foram dispostas sobre 3 discos de papel filtro umedecido (volume de
agua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel) em placas de Petri esterilizadas e
mantidas vedadas em camara BOD sob fotoperiodo de 12h a 20°C durante 7 dias.
Apés este periodo, as sementes foram examinadas em estereomicroscopio (30-80x)
e, para confirmacdo da identificacdo, foi utilizado microscopio o6tico (400x). Os

resultados foram expressos em porcentagem de ocorréncia dos fungos observados.

4.8 Forma de analise dos resultados

O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado. Os
dados obtidos foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA), ao nivel de 5% de
probabilidade, seguido de aplicacdo de teste de comparacdo de médias de Tukey
(p<0,05), para determinar diferencas significativas entre as médias, por meio do
software Statistica V.7 (STATSOFT INC., 2004). A comparacdo de médias para o

teste de sanidade (Blotter test) foi realizada por meio do teste t-Student (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Definicdo dos niveis das variaveis estudadas

Em testes preliminares foi possivel verificar a faixa de concentracdo de
quitosana que resultava em solucbes com viscosidades adequadas para garantir a
cobertura da semente. O processo de revestimento envolve o umedecimento da
superficie do material e espalhamento da solucéo de cobertura, seguido da possivel
adesdo (CASARIEGO et al., 2008). Observou-se que acima de 3,4% a solucéo
ficava excessivamente viscosa dificultando a imersdo e revestimento das sementes
pela solugdo. Abaixo de 0,6% a solugéo era muito fluida, dificultando a ades&o na
superficie da semente. Logo, optou-se por avaliar a faixa entre 0,6 e 3,4% m/v.

Apesar de 6tima habilidade da quitosana em formar filmes e coberturas, estes
tendem a ser quebradicos. A rigidez da matriz polimérica € principalmente
determinada pela forca das interacdes polimero-polimero, as quais podem ser
controladas pela adicdo de um plastificante (RODRIGUEZ-NUNEZ et al., 2014).
Plastificantes sdo moléculas de baixa massa molar, tais como polidis (glicerol,
sorbitol e polietilenoglicol), que penetram e se intercalam entre as cadeias
poliméricas estabelecendo ligacbes de hidrogénio com o0s grupos reativos do
polimero, aumentando a sua flexibilidade e permeabilidade ao vapor de agua e a
gases dos filmes (KIM et al., 2008). O glicerol, um dos plastificantes mais utilizados,
€ uma molécula hidrofilica de baixa massa molar que pode facilmente se encaixar
entre as cadeias poliméricas e reduzir as intera¢des intermoleculares, uma vez que
estas ocorrerdo preferencialmente entre os grupos OH do glicerol e os grupos
hidroxilicos e aminicos da quitosana (PAVINATTO et al.,, 2020; WAHBA, 2020).
Estudos demonstram que a concentragdo e o tipo de plastificante afetam as
propriedades dos filmes e coberturas (RODRIGUEZ-NUNEZ et al., 2014; WAHBA,
2020), e as concentracOes geralmente variam entre 0 e 60 g/100g de massa seca
dependendo da rigidez do polimero, sendo esta a faixa estudada no presente

trabalho.
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5.2 Método de aplicacao da solucéo de revestimento nas sementes

Em relacdo aos dois métodos de aplicacdo da solucdo de quitosana para
revestimento das sementes, observou-se que o método de aplicacdo 1, em que as
sementes permaneciam imersas na solucdo durante todo o periodo de secagem,
promoveu um revestimento eficiente das sementes uma vez que a solucdo secava
diretamente em contato com a superficie da semente formando um filme continuo ao
redor das mesmas (Figura 2). Porém, percebeu-se que este método inviabilizou a

germinacdo de sementes (avaliado por meio do teste de germinagao).

(A) (B)

Figura 2. Filmes de quitosana/glicerol dos tratamentos T7 (2,0/0) (A) e T8 (2,0/0,30) (B) em
sementes de milho (método de aplicacéo 1).

O tempo prolongado de exposicdo das sementes a solugcdo (acima de 12
horas), devido a lentiddo na secagem da matriz polimérica no método 1, pode ter
provocado o inicio da germinacao e a transicdo para a fase Il do padrao trifasico de
hidratacdo da semente (BEWLEY; BLACK, 1985).

A germinagdo tem inicio com a embebicdo da semente, de modo que um
nivel de hidratacdo adequado permite a ativacdo dos processos metabdlicos
associados ao processo germinativo (FONSECA; PEREZ, 2003). O decréscimo da
germinacdo pode ser ocasionado pelo excesso de umidade, devido ao impedimento
na entrada de oxigénio, ou por uma rapida embebi¢cdo que leva ao atraso ou
impedimento da germinacdo (BARROS NETO et al., 2014).
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A fase | do padrédo trifasico consiste na ativacdo de mecanismos para
reparacdo de danos decorrentes de processos anteriores, como maturacao,
secagem e armazenamento, ao passo que na fase Il a embebi¢cdo promove aumento
da respiracdo das sementes e reorganizacdo das membranas para mobilizacdo de
reservas e entrada de agua para alongamento do embrido (MARCOS-FILHO,
2015b).

A fase | da curva de absorcdo de agua para milho finaliza, em média, 12
horas apds a hidratacdo das sementes (PRAZERES; COELHO, 2017). Como o
periodo de embebicdo das sementes até a completa secagem na matriz polimérica
se prolongou por 24 horas, 0s mecanismos de reparo das membranas podem nao
ter retornado ao estado cristalino-liquido, como descrito por Oliver et al. (1998),
diminuindo o potencial de tolerancia das sementes a dessecacéo e inviabilizando as
sementes.

Por essa razdo, optou-se por adotar um segundo método de revestimento que
consistia na imersao das sementes na solugcdo de quitosana com posterior retirada e
secagem das sementes em placa de Petri (método de aplicacdo 2). Assim, todos os
resultados apresentados a seguir referem-se as sementes submetidas a este

procedimento (Figura 3).
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(A) (B)

© (D)

(E) (F)

Figura 3. Sementes de milho revestidas (método de aplicagdo 2) com filmes de
quitosana/glicerol em diferentes concentracdes. Controle (A); T5 (0,6/0,30) (B); T4 (3,0/0,51)
(C) e T6 (3,4/0,30) (D) e grupos de sementes dos tratamentos T5, com menor concentracao
de quitosana (E) e T6, com maior concentracdo de quitosana (F).
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5.3 Avaliacéo fisica das sementes ap0s aplicacao de quitosana

5.3.1 Aspecto visual do revestimento

O aspecto visual das sementes revestidas pelas solu¢gbes de quitosana pode
ser observado na Tabela 4 e na Figura 4. Pelo teste de coloracdo das sementes com
solucdo de azul de metileno é possivel atestar a presenca e efetividade do
revestimento, comparando com as sementes sem revestimento (controle), que

ficavam completamente coloridas.

Tabela 4. Classificagdo do aspecto visual das sementes revestidas com quitosana (método

de aplicagéo 2) de acordo com a intensidade de coloracéo.

Tratamento Aspecto visual (%)
(quit/glicerol) A L M I
T1 (1/0,09) 0 52,5 47,5 0
T2 (3/0,09) 2,5 77,5 20,0 0
T3 (1/0,51) 0 60,0 40,0 0
T4 (3/0,51) 0 82,5 17,5 0
T5 (0,6/0,30) 0 37,5 62,5 0
T6 (3,4/0,30) 0 72,5 27,5 0
T7 (2/0) 0 62,5 37,5 0
T8 (2/0,60) 0 85,0 15,0 0
T9 (2/0,30) 0 72,5 27,5 0
T10 (2/0,30) 0 70,0 30,0 0
T11 (2/0,30) 0 77,5 22,5 0
Controle 0 0 0 100,0

A: ausente; L: leve; M: moderado; I: intenso.

Os resultados indicam que o0s tratamentos com maior concentracao de
quitosana (T2, T4, T6) e o T8, apresentaram melhor qualidade do revestimento de
sementes de milho, tendo em vista a maior porcentagem de sementes classificadas
como levemente coloridas. Revestimentos com menores concentragcdes de
quitosana (T1, T3, T5) apresentaram percentuais mais elevados de sementes
moderadamente coloridas, o que pode indicar maiores falhas no revestimento no

entorno da semente. Apenas o controle apresentou 100% das sementes avaliadas
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na classe de coloracédo Intenso (I). Dessa forma, é possivel afirmar que todos os

tratamentos com quitosana revestiram as sementes em maior ou menor grau.

(©)

(D) (E) (F) (G)

Figura 4. Intensidade de coloragédo no pedunculo (A), cotilédone (B) e endosperma (C) de
sementes de milho revestidas com quitosana (método de aplicagdo 2), classificada em A:
ausente (D); L: leve (E); M: moderado (F); I: intenso (G). Controle (G).

5.3.2 Teor de 4qua e massa de 1000 sementes

A Tabela 5 apresenta os resultados do teor de agua e massa de 1000
sementes para os tratamentos e o controle. Observa-se que os tratamentos T4 e T6,
que tinham as maiores concentracbes de quitosana e glicerol, foram os que
apresentaram 0s maiores teores de agua, diferindo significativamente (p<0,05) em
relagdo ao controle. Isso pode estar relacionado com a caracteristica hidrofilica da
quitosana e do glicerol, proporcionando uma maior absorcdo e retencdo de
moléculas de agua na matriz formada ao redor da semente. A caracteristica
hidrofilica do glicerol provoca o afrouxamento das forcas intermoleculares
poliméricas, promovendo maior capacidade de ligacdo com a agua (SILVA, 2009).
Em tecnologia de sementes, o teor de agua tem importancia fundamental, uma vez
que teores baixos (até 12% aproximadamente) sdo adequados as condi¢cbes de
armazenamento de sementes ortodoxas (maior tolerdncia a dessecagao), como 0
milho (ASAE, 1980). Teores de agua acima dos limites tolerados para cada espécie
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podem levar a uma maior propensdo das sementes a colonizacdo por fungos de
armazenamento, como Penicillum spp. e Aspergillus spp., comprometendo a
qualidade do material e levando a ocorréncia de micotoxinas (DOMIN et al., 2020).
Em funcdo dos resultados, os teores de agua obtidos para todos os tratamentos
estdo em niveis adequados ao armazenamento das sementes.

Quanto a massa de 1000 sementes, esses mesmos tratamentos, apesar de
apresentarem tendéncia semelhante ao teor de agua, ou seja, de aumento com o
aumento da concentracdo de quitosana e glicerol, ndo diferiram significativamente

em relacdo ao controle.

Tabela 5. Resultados de teor de 4gua e massa de 1000 sementes para 0s revestimentos a

base de quitosana em sementes de milho.

Tratamento (quit/glicerol) Teor Agua (gH20/100g)* Massa 1000 sementes (g)**

T1 (1,0/0,09) 10,20 + 0,1 3¢ 4265+ 7,72
T2 (3,0/0,09) 10,07 £ 0,1 ¢ 432,0 £ 3,42
T3 (1,0/0,51) 10,01 +£0,3° 434,4 + 3,02
T4 (3,0/0,51) 10,62 +0,12 438,4 £ 3,42
T5 (0,6/0,30) 10,35 + 0,2 2 429,4 + 3,52
T6 (3,4/0,30) 10,49+ 0,22 433,9+6,02

T7 (2,0/0) 10,30 + 0,2 2k¢ 431,6+5,72
T8 (2,0/0,60) 10,15+ 0,1 "¢ 433,8+ 3,42
T9 (2,0/0,30) 10,13 + 0,2 b° 4294+ 3,14
T10 (2,0/0,30) 10,16 + 0,2 2c 4292 +4,1%
T11 (2,0/0,30) 10,01+ 0,1° 433,2+8,02

Controle 9,96+0,1° 4275+4,1+2

Média = desvio padréo de 3* e 4** determinacdes experimentais; letras iguais na coluna
indicam que nao ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey.

Os efeitos das variaveis independentes sobre as respostas teor de agua e
massa de 1000 sementes podem ser visualizados nos graficos de Pareto e
superficies de resposta das Figuras 5 e 6, respectivamente. Observa-se que na faixa
estudada, para um intervalo de confianca de 95%, o termo de interagcdo das
variaveis concentracdo de quitosana e concentracdo de glicerol apresentou efeito
significativo no teor de agua, indicando que o comportamento da concentracao de

quitosana € influenciado pela concentracdo de glicerol (e vice-versa). O efeito foi
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positivo indicando que um aumento na concentracdo de quitosana de 0,6 para 3,4%
e glicerol de 0 para 0,60 g/g quitosana tendem a aumentar o teor de agua. Por outro
lado, somente o termo linear da concentragcdo de glicerol apresentou efeito

significativo e positivo na massa de 1000 sementes.
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Figura 5. Grafico de Pareto (A) e superficie de resposta (B) para o efeito das variaveis
concentracao de quitosana e concentracao de glicerol no teor de agua.
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Figura 6. Gréafico de Pareto (A) e superficie de resposta (B) para o efeito das variaveis
concentracdo de quitosana e concentracao de glicerol na massa de 1000 sementes

5.4 Avaliacéo do potencial fisiologico das sementes

Os valores obtidos para germinacdo foram considerados altos (>90,0%),
como observado no controle (Tabela 6).
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5.4.1 Germinacao (12 contagem e final), IVG, comprimento de raiz, comprimento de

parte aérea e comprimento total de plantulas

A Tabela 6 contém os resultados obtidos nos ensaios de germinacéo, indice
de velocidade de germinacdo e comprimento das plantulas (raiz, parte aérea e total)
para os diferentes tratamentos e o controle. Embora o tratamento T6 (3,4/0,30)
tenha sido prejudicado na primeira contagem, percebe-se que ndo houve diferenca
significativa na germinacdo das sementes entre o controle e os demais tratamentos
com o0s revestimentos de quitosana, tanto para a primeira contagem quanto para a
contagem final. Esse resultado é positivo, uma vez que possibilita o uso dos
revestimentos de quitosana sem afetar a viabilidade.

No caso do milho, a germinacdo da semente € uma etapa critica, pois durante
esse periodo a plantula fica susceptivel a agentes externos e condi¢cdes
edafocliméaticas adversas devido a seu reduzido sistema radicular e area foliar
escassa. Lizarraga-Paulin et al. (2013) também n&do observaram diferenca
significativa na germinagdo de sementes de milho com o revestimento com
quitosana (2%). Ziani et al. (2010) avaliaram o efeito de coberturas de quitosana em
concentraces de 3 e 4% m/v e com e sem adicdo de Span 80 (surfactante) em
sementes de alcachofra e apontaram que, de maneira geral, os tratamentos com
quitosana nao interferiram no percentual de germinacdo das sementes em relacéo
ao controle. No entanto, os autores verificaram que quando o tratamento com
quitosana foi associado ao fungicida TMTD (dissulfeto de tetrametiltiuram) a
porcentagem de germinacdo tendeu a aumentar, de forma que a combinacdo da
quitosana com o fungicida em baixas concentracdes resultou em um forte efeito
protetor, com boa germinacdo e desempenho de plantulas, indicando um potencial
de uso da quitosana para reducdo das quantidades de fungicidas. Em um trabalho
recente, Mohamed et al. (2020) observaram que sementes de milho revestidas com
solugdes de quitosana 0,25% e 0,5% apresentaram maior percentual de germinacgéo
e tamanho das plantulas em relagdo ao controle (sem revestimento).

Porém, em termos de velocidade de germinacdo, observa-se que todos os
tratamentos tenderam a apresentar indices menores comparados ao controle,
exceto T8 (2,0/0,60), T9 (2,0/0,30) e T10 (2,0/0,30), que nao diferiram do controle. O
menor valor de IVG foi obtido para o tratamento que continha a maior concentracao
de quitosana. Este efeito também foi observado por Pefa-Datoli et al. (2016), que

testaram revestimentos de quitosana em concentracoes de 1, 3 e 5%. Os autores
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relatam que esse efeito sobre a velocidade de germinacdo pode ser explicado pela
barreira fisica imposta pelo revestimento em maiores concentracdes, fazendo com
gue as sementes levem mais tempo para germinar, embora nao tenham verificado

interferéncia da quitosana no vigor e na germinagéo de sementes de milho.

Tabela 6. Resultados de germinacédo (12 contagem e contagem final), indice de velocidade

de germinacao (IVG), comprimento de raiz, de parte aérea e comprimento total de plantulas

para os revestimentos a base de quitosana em sementes de milho.

Tratamento Germinagao (%) NG Comprimento (cm)
(quit/glicerol) 12 C. C. Final Raiz P. Aérea Total
T1(1,0/0,09) 940+162 985+192% 146+0,3° 109+05% 6,7+0,7% 176+1,22
T2(3,0/0,09) 950+26?2 97,0+2,0% 14,2+0,4% 124+0,2% 7,2+022% 19,6+0,32
T3(1,0/0,51) 945+342 995+1,0?% 144+05°* 94+05P 65+0,7% 159+1,1°"
T4(3,0/051) 945+252% 980+1,62 140+04% 75+0,7¢ 6,1+03" 13,6+0,8¢
T5(0,6/0,30) 90,0+2,0% 97,3+23?2 132+0,1"% 7,7+0,2% 6,1+03> 13,8+0,2¢
T6(3,4/0,30) 815+25° 945+192% 126+0,3¢9 8,1+01% 65+04%® 146+0,4%
T7 (2,0/0) 89,0+262 940+16?% 136+03° 87+08% 6,6+02% 153+0,9%
T8(2,0/0,60) 90,5+50% 975+3,82 150+053 76+12% 6,1+0,1° 13,7+1,2¢
T9(2,0/0,30) 915+50?% 980+282 14,7+0,4%< 85+08% 6,1+0,2° 146+0,9%
T10 (2,0/0,30) 94,5+1,0% 985+19?2 152+0,2% 82+10% 59+0,1°> 141+1,1«
T11(2,0/0,30) 92,0+2,8?% 98,0+0,02 146+0,2> 81+08% 62+0,1° 143+1,0«
Controle 955+25% 970+352% 156+04?% 126+08% 6,2+02° 188+0,9?2

Média + desvio padrdo de 4 determinacdes experimentais; letras iguais na coluna indicam que
nao ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey.

Para as faixas de concentracdo de quitosana e glicerol estudadas, ndo se

observou efeito significativo na germinacdo (contagem final), conforme pode ser
visto na Tabela 6 e nos graficos de Pareto da Figura 7 A e B, respectivamente,
indicando que qualquer concentracdo poderia ser usada considerando a
manutencdo da viabilidade das sementes. A reducdo (p<0,05) observada no
tratamento T6 (3,4/0,30) aponta para uma influéncia da maior concentracdo de

quitosana na 12 contagem, todavia a germinacgéo foi recuperada na contagem final.
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Porém, conforme esperado, o IVG foi influenciado negativamente pelo aumento da
concentracdo de quitosana de 0,6 para 3,4% (Figura 8A). A superficie de resposta
obtida indica que os maiores valores de IVG sao obtidos em concentracéo
intermediaria de quitosana e maiores concentragdes de glicerol (Figura 8B). No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas no IVG pelo teste de Tukey
(Tabela 6) entre tratamentos com mesma concentracdo de quitosana e diferentes
concentracdes de glicerol, exceto em T7 (2,0/0), em que a auséncia de glicerol levou
a menor IVG.

O comprimento de raiz e comprimento total foram significativamente menores
gue o controle em todos tratamentos, exceto em T1 (1,0/0,09) e T2 (3,0/0,09).
Somente o tratamento T2 (3,0/0,09) apresentou maior comprimento de parte aérea
em comparacdo ao controle e aos demais tratamentos (p<0,05) (Tabela 6). Isso
demonstra que, apesar da menor velocidade de germinacdo das sementes
revestidas com quitosana, o desenvolvimento da plantula ndo foi afetado em
concentracdes de até 3% de quitosana com baixa concentracao de glicerol. O efeito
das variaveis concentracdo de quitosana e concentracdo de glicerol, nas faixas
estudadas, no comprimento das plantulas pode ser observado nos graficos de
Pareto das Figuras 9 A, B e 10 A. Em um intervalo de confianca de 95%, o termo
linear da concentracdo de glicerol apresentou efeito significativo negativo no
comprimento da parte aérea, indicando que o aumento da concentracdo de glicerol
de 0 até 0,60 g/g quitosana tendeu a diminuir no comprimento da parte aérea das
plantulas (Figura 10 A e B).

Estes resultados indicam que a baixa concentracdo de glicerol proporcionou a
manutencdo do comprimento de raiz, independentemente da concentragdo de
quitosana (Tabela 6). Supde-se que pode ter havido um efeito téxico do glicerol em
maiores concentragfes para o parametro comprimento de parte aérea (Figura 10 A),
porém este efeito precisaria ser melhor investigado, uma vez que nao se verificou

diferencas (p<0,05) entre os tratamentos e o0 controle, a excecéo de T2.
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Figura 8. Gréfico de Pareto (A) e superficie de resposta (B) para o efeito das variaveis
concentracdo de quitosana e concentracdo de dlicerol no Indice de Velocidade de
Germinagao (IVG).
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Viana et al. (2018), estudando os efeitos de concentracdes de quitosana (0;
0,15; 0,30 e 0,45% m/v) no condicionamento fisiologico de sementes de milho,
expostas durante um minuto a solugdo de quitosana e posteriormente as condi¢cdes
de agua e polietilenoglicol (PEG), néo verificaram alteragdes no indice de velocidade
de germinacao (IVG) em agua.

O condicionamento osmotico, por sua vez, € uma técnica que favorece as
condicbes para expressdo da germinacdo e do vigor de sementes por meio da
hidratacdo controlada em solu¢cdes com potenciais hidricos negativos, como o
polietilenoglicol e o glicerol, que possibilitam uma entrada mais lenta de agua nas
sementes, sem que ocorra protusdo da raiz primaria (MARCOS-FILHO, 2015b),
assim a mistura quitosanal/glicerol torna-se uma opg¢éao interessante no revestimento
de sementes, embora no presente trabalho ndo se tenha realizado esta técnica, e
sim uma imersao instantanea das sementes na solucdo de revestimento.

Martins (2016), avaliando o efeito de diferentes concentracdes de quitosana
(0,005; 0,015; 0,03; 0,06; 0,12 e 0,24% m/v) em sementes de milho expostas
durante 48h sobre folhas de papel filtro umedecidas com a solucéo, verificou maior
porcentagem de germinacdo em altas concentra¢des, sugerindo que a quitosana
nao apresenta efeito toxico para o milho e que sua aplicacdo levou a modificacdes
anatbmicas relacionadas a sobrevivéncia e protecdo contra estresses ambientais,

como verificado no espessamento da epiderme radicular.

5.4.2 Teste de frio

A Tabela 7 apresenta os resultados dos percentuais de germinacdo apés o
teste de frio para as sementes revestidas com quitosana e o controle. Observa-se
gue nao houve diferenca significativa entre o controle e os tratamentos. Em relacéo
aos fatores concentracdo de quitosana e concentracdo de glicerol também néo
foram observados efeitos significativos nas faixas avaliadas (Figura 11).

Mediante o teste de frio, observou-se que nenhum tratamento interferiu
significativamente no vigor de sementes, indicando o revestimento de sementes de
milho com solugéo de quitosana néo prejudica o desenvolvimento das plantulas sob
condi¢bes de estresse ambiental.

Evangelista et al. (2007), estudando desempenho de sementes de soja
peliculizadas com polimeros sintéticos em solo com diferentes teores de agua,

verificaram aumento no percentual de emergéncia e no indice de velocidade de
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emergéncia, porém ao realizarem teste de frio concluiram que, em condi¢cbes de
estresse, a peliculizagéo pode reduzir o vigor de sementes.

Samarah et al. (2020), realizaram teste de frio em sementes de pimenta
(Capsicum annuum L.) tratadas com quitosana (0,01; 0,05; 0,1; 0,3 e 0,5% m/v) e
verificaram incremento na porcentagem de emergéncia e crescimento de parte
aérea das plantulas e sugeriram que um aumento nas atividades de quitinase e
glucanase induziu de forma sistémica a resisténcia das sementes a condi¢cdes
adversas. Segundo 0s autores, essas enzimas sao expressas durante a germinagao
de sementes, podendo atuar na degradacdo do endosperma para protusdo da raiz
primaria ou na protecdo das sementes contra patégenos e estresses abioticos, por

meio da ativacdo de mecanismos de defesa da planta.

Tabela 7. Resultados de germinacdo apods o teste de frio para os revestimentos a base de

guitosana em sementes de milho.

Tratamento (quit/glicerol) Teste de Frio (%)
T1 (1,0/0,09) 95,0+ 1,22
T2 (3,0/0,09) 89,5+6,82
T3(1,0/0,51) 90,0+£5,92
T4 (3,0/0,51) 91,0+ 4,22
T5 (0,6/0,30) 91,0+ 4,82
T6 (3,4/0,30) 90,5+1,02
T7 (2,0/0) 95,0+£2,02
T8 (2,0/0,60) 95,0+2,62
T9 (2,0/0,30) 87,0+5,32
T10 (2,0/0,30) 92,0+4,32
T11 (2,0/0,30) 90,7+4,12
Controle 90,0+1,6°

Média + desvio padréo de 4 determinacBes experimentais; letras iguais na coluna indicam
que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey.
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Figura 11. Gréafico de Pareto para o efeito das variaveis concentracdo de quitosana e
concentracao de glicerol no percentual de germinacéo apds o teste de frio.
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5.4.3 Teste de emergéncia, IVE, altura de plantulas e massa de matéria seca de raiz

e de parte aérea de plantulas

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados de emergéncia, do indice de
velocidade de emergéncia, da altura das plantulas e da massa de matéria seca da
raiz e parte aérea. Como observado nos resultados de germinacdo (Tabela 6), ndo
houve diferencga significativa para a emergéncia entre os tratamentos e o controle e
nem efeito significativo da concentracédo de quitosana e concentracao de glicerol na
faixa estudada (Figura 12). Porém, o indice de velocidade de emergéncia (IVE)
diferiu significativamente em relacdo ao controle para todos os tratamentos com
excecao dos tratamentos com as menores concentracées de quitosana (T1 e T5) e
com concentracdes de glicerol de até 0,30 g/g quitosana. O menor valor de IVE foi
obtido para as sementes revestidas com a maior concentracdo de quitosana (T6).
Isso reforca a hipétese de que maiores concentragdes de quitosana impdem uma
barreira fisica que, apesar de proteger e promover a emergéncia da semente pela
criacdo de um filme semipermeavel na sua superficie, permitindo a manutencéo e
absorcdo de agua do solo (ZENG et al., 2012), pode reduzir a velocidade desse
processo. Essa tendéncia pode ser observada na Figura 13 A, que indica que o

termo linear da concentracdo de quitosana apresentou efeito significativo negativo
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no IVE, ou seja, 0 aumento da concentracao da quitosana diminui o IVE. Através da
superficie de resposta (Figura 13 B) é possivel observar que 0os maiores valores de
IVE seriam obtidos para concentracdes de quitosana até 2% e concentracfes de
glicerol de até 0,40 g/g quitosana.

O mesmo efeito pode ser percebido na altura das plantulas, em que o
tratamento com maior concentracdo de quitosana (T6) também apresentou a menor
altura (11,8 cm), diferindo significativamente do controle (Tabela 8). Os tratamentos
com 3% e 2% de quitosana e maior concentracdo de glicerol (0,51 e 0,60 g/g
quitosana), respectivamente, também diferiram do controle. Em relacdo aos efeitos
das variaveis concentracdo de quitosana e concentracdo de glicerol, também se
observou um efeito negativo significativo em relacdo ao termo linear da
concentragdo de quitosana, indicando comportamento semelhante ao encontrado

para o IVE (Figura 14 A e B).

Tabela 8. Resultados de emergéncia de plantulas, indice de velocidade de emergéncia
(IVE), altura de plantulas e massa de matéria seca de raiz e de parte aérea para 0S

revestimentos a base de quitosana em sementes de milho.

Tratamento Massa de matéria seca (g)
Emergéncia (%) IVE Altura (cm)

(quit/glic) Raiz P. Aérea
T1 (1,0/0,09) 98,0 +2,82 13,9+0,2% 134+08% 272+0,2% 225%0,1%
T2 (3,0/0,09) 97,0+ 2,62 129+0,3" 13,0+05%° 296+0,32 2,18+0,0°
T3 (1,0/0,51) 97,0+ 2,62 13,5+0,4% 13,1+0,5% 298+0,32 2,21+0,32
T4 (3,0/0,51) 96,0+ 1,62 13,6 £0,5¢ 12,7+0,4> 2,88+0,3% 2,26+0,12
T5 (0,6/0,30) 97,5+ 2,52 139+0,3% 13,7+0,4% 259+0,1% 2,23%0,1%
T6 (3,4/0,30) 97,5+1,02 125+ 0,3°¢ 11,8+ 0,6 ¢ 256+0,12 2,17 £0,2°
T7 (2,0/0) 97,5+ 3,02 13,5+0,4% 13,4+05% 285+0,3% 2,26+0,2%
T8 (2,0/0,60) 945+ 252 12,9+0,5% 125+0,5° 2,72+0,22 2,18 +0,2°
T9 (2,0/0,30) 98,0+1,62 13,5+0,4 135+0,6% 2,76+0,2% 2,35+0,2%
T10 (2,0/0,30) 96,5+1,92 13,6 +0,6° 13,1+0,3% 2,69+05% 2,21+0,1%
T11 (2,0/0,30) 100,0 £ 2,02 13,9+0,3> 134+0,6% 3,16+0,32 2,34+0,2%
Controle 98,5+1,02 14,8+ 0,82 14,1 +£0,2° 3,16 £ 0,02 2,60x+0,12

Média + desvio padrdo de 4 determinacfes experimentais; letras iguais na coluna indicam

que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) entre as médias pelo teste de Tukey.
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Os valores de massa de matéria seca da raiz dos tratamentos com quitosana
nao variaram em relacdo ao controle (Tabela 8) e ndo foi observado efeito
significativo em relagdo as variaveis avaliadas (Figura 15 A) nesta resposta,
evidenciando que a quitosana ndo influenciou a massa radicular, o que é de grande
importancia nas fases primordiais do estabelecimento da plantula. As massas de
matéria seca da parte aérea apresentaram tendéncia similar a observada para o IVE
e a altura da plantula, em que os tratamentos com maior concentracao de quitosana
apresentaram menores valores em relagdo ao controle (Tabela 8). Porém, o gréfico
de Pareto ndo indicou efeito significativo das variaveis, ou seja, a variacdo da
concentracdo de quitosana de 0,6 a 3,4% e da concentracao de glicerol de 0 a 0,60

g/g quitosana ndo afetou a massa seca da parte aérea das plantulas (Figura 15 B).

— ///////
— //////

Figura 12. Gréfico de Pareto para o efeito das varidveis concentracdo de quitosana e
concentracao de glicerol na emergéncia das plantulas.
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Figura 14. Gréfico de Pareto (A) e superficie de resposta (B) para o efeito das variaveis
concentracao de quitosana e concentracao de glicerol na altura das plantulas.
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Figura 15. Graficos de Pareto para o efeito das variaveis concentracdo de quitosana e
concentracao de glicerol na massa de matéria seca da raiz (A) e parte aérea (B).

Verificou-se reducdo na altura das plantulas em relacdo ao controle,
sugerindo que a quitosana interferiu principalmente nos grupos com maior

concentragdo. Lizarraga-Paulin et al. (2011), realizando embebi¢cdo de sementes de
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milho durante cinco minutos em solucdo aquosa de acido acético com quitosana e
pH ajustado a 5,0, relataram que a quitosana (2%) manteve a viabilidade das
sementes e ndo modificou parametros fenoldgicos de plantulas de milho, além de ter
contribuido no controle de fungos patogénicos das sementes expostas a condi¢cdes
de estresse abiotico.

Em sementes de soja, foi realizado revestimento com quitosana e alginato em
associacdo a polietilenoglicol com posterior semeadura a campo e verificou-se
atraso na emergéncia de plantulas, porém maior densidade de plantas e niumero de
vagens por planta ao longo de trés anos experimentais em comparagcao as sementes
nao revestidas (JARECKI, 2021).

Ha necessidade de mais pesquisas no que tange a possibilidade de que
maiores concentracfes de glicerol possam ter ocasionado um efeito toxico sobre o
comprimento de parte aérea. Em estudo com sementes de mamona, Chandrika et
al. (2019) encontraram baixo percentual de germinacdo (75%) e baixo vigor de
plantulas utilizando revestimento apenas de quitosana, porém verificaram que as
sementes revestidas com a mistura de quitosana (1,5% m/v), polietilenoglicol (0,5%
m/v) e glicerol (1,0% m/v) apresentaram maior percentual de germinacdo (100%),
comprimento de raiz e de parte aérea e o indice de vigor. Além disso, os autores
ressaltaram que o percentual germinacdo de sementes aumentou com o aumento na
concentracéo de glicerol de 0,75% a 1,0% m/v, divergindo do resultado do presente
estudo.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o revestimento com
solucéo de quitosana associada ao glicerol ndo interferiu no teor de agua, massa de
1000 sementes, porcentagem de germinacéo e de emergéncia, teste de frio e massa
de matéria seca das raizes. Maiores concentracdes de glicerol podem estar
associadas a uma tendéncia de redugdo no comprimento da parte aérea, embora
ndo tenha sido atestado efeito da interacdo das variaveis sobre este parametro, e
maiores concentracdes de quitosana podem promover uma reducdo no indice de
velocidade de germinacéo, indice de velocidade de emergéncia, altura de plantulas
e massa de matéria seca de parte aérea.

Assim, estes dados sugerem que 0s tratamentos com maiores concentragoes
de quitosana interferiram no vigor das sementes de milho devido a barreira fisica
imposta pelo revestimento, embora ndo tenham afetado a viabilidade. Verificou-se,

como esperado, que o efeito da quitosana sobre o crescimento é provavelmente
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devido a uma reducdo na velocidade do desenvolvimento de plantulas, e ndo a um
efeito toxico do revestimento no tecido vegetal. Embora identificado que a reducéo
na velocidade poderia ter algum prejuizo ao estabelecimento do estande, o
revestimento ndo afetou o vigor no que tange a parametros de resisténcia das
sementes a estresse ambiental.

Considerando as andlises de médias pelo teste de Tukey (p<0,05) e
complementando a interpretacdo com as superficies de resposta obtidas, os
tratamentos que apresentaram maior potencial como revestimento foram,
respectivamente: T1 (1,0/0,09) > T9, T10, T11l (2,0/0,30) > T8 (2,0/0,60) > T2
(3,0/0,09) > T5 (0,6/0,30).

No que tange ao comprimento de plantulas, T1 (1,0/0,09) e T2 (3,0/0,09)
mostraram-se mais adequados, porém, considerando a importancia da variavel IVG
em condi¢des de campo, os tratamentos mais interessantes foram T8 (2,0/0,60) e T9
(2,0/0,30).

De modo geral, o tratamento T1 (1,0/0,09) apresentou os melhores resultados
de potencial fisiolégico, ndo sendo verificada interferéncia nos parametros de
viabilidade e vigor, exceto IVG, avaliados para as sementes de milho. Todavia,
mostrou menor qualidade do revestimento quando avaliado visualmente mediante
coloracao, provavelmente devido a baixa concentracédo de quitosana na formulacao.
O mesmo foi observado em T3 (1,0/0,51) e T5 (0,6/0,30), indicando que o efeito
proporcionado pela cobertura pode ser atribuido a menor quantidade de
revestimento aderida no entorno da semente.

O tratamento T9 (2,0/0,30) apresentou Otimos resultados no potencial
fisiolégico e nos aspectos fisicos avaliados, apresentando o diferencial de melhor
qualidade visual no revestimento, portanto pode ser considerado mais viavel para

aplicacdo em sementes e como mais interessante para estudos futuros.

5.5 Avaliagéo da sanidade das sementes

O teste de sanidade (Blotter test) foi realizado com as sementes de milho sem
revestimento (controle) e revestidas na condicdo selecionada (tratamento T9 —
2,0/0,30), considerando os aspectos fisicos e 0 potencial fisiolégico das sementes
apos o tratamento. Os resultados obtidos (Figura 16) indicam que o revestimento

com quitosana 2% inibiu o crescimento de Penicilium spp., diferindo
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significativamente do controle (p<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos para a ocorréncia de Aspergillus spp. e Fusarium spp.

30 -

20 -

% ocorréncia

10 -

- * -

Controle Quitosana 2%

m Aspergillus spp.  m Fusarium spp. 1 Penicillium spp.

Figura 16. Ocorréncia (%) de Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. em
sementes de milho sem e com revestimento de quitosana (2%). *Médias com diferencas
significativas pelo teste t-Student (p<0,05).

Abd-Allah e Hashem (2006) realizaram Blotter test para avaliar o efeito
antifngico da quitosana (0,1% m/v) em sementes de lentilha (Lens esculenta)
imersas na solugdo polimérica com posterior secagem e também verificaram
reducdo no desenvolvimento de Penicillium sp. e na producdo de micotoxinas, ao
passo que nao houve diferenca para Aspergillus spp. e Fusarium spp. Devido a
caracteristica policatibnica da quitosana, o contato com a parede flungica pode levar
ao extravasamento do conteudo celular e retardar ou inibir a sintese de RNAm e
proteinas (LEE et al., 2016).

Stanley-Raja et al. (2021) demonstraram o potencial de uso da quitosana
extraida do fungo Aspergillus niger como bioestimulante em sementes de arroz
(Oryza sativa), sendo verificado aumento na producédo das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase, que atuam nas respostas de defesa das plantas contra estresses
bidticos e abioticos. Os autores também observaram que a velocidade de
germinacdo e a emergéncia de plantulas foram maiores que o controle tanto em

sementes tratadas com quitosana extraida do fungo quanto em sementes tratadas
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com quitosana comercial e verificaram atividade antibacteriana de ambas na
concentracao 0,01%.

Fusarium spp., Aspergillus flavus e Penicillium spp. estdo entre as principais
espécies de fungos responsaveis pela deterioracdo de sementes de milho (SILVA et
al., 2020). Silva-Castro et al. (2018) realizaram teste in vitro para averiguar a
eficiéncia da quitosana de baixa e média massa molar no controle de Fusarium
circinatum em sementes de Pinus spp. e verificaram efeitos positivos no contetdo de
compostos fendlicos totais, contribuindo na eliminacé@o de radicais livres, e melhores
resultados com quitosana de baixa massa molar. Pabdn-Baquero et al. (2015)
verificaram que solucdes de quitosana (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 g/L) de baixa massa molar
reduziram o crescimento micelial de Fusarium equiseti em sementes de pinh&o-
manso (Jatropha curcas L.).

Lee et al. (2016) demonstraram que diferentes massas molares e
concentracGes de quitosana conferem efeitos variados na atividade antifingica e
observaram que a presenca de cadeias curtas nos oligdmeros de quitosana
promoveu maior inibicdo no crescimento fangico em relacdo a quitosana de alta
massa molar. No presente estudo, ndo houve interferéncia da solucao de quitosana
2% para o0 controle de Aspergillus spp. e Fusarium spp. em sementes de milho, o

gue pode ter sido ocasionado pela utilizacdo de quitosana de média massa molar.
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6 CONCLUSOES

O potencial de uso da quitosana como revestimento de sementes de milho foi
confirmado considerando aspectos fisicos e sem comprometer o potencial
fisiologico. O método de aplicacdo 2, que consistia na imersdo das sementes na
solugcédo de quitosana e retirada imediata seguida de secagem, foi adequado para o
revestimento. As formulagcdes contendo 1,0% quitosana e 0,09 g glicerol/g quitosana
(T1) e 2,0% quitosana e 0,30 g glicerol/g quitosana (T9, T10, T11) foram as que
melhor mantiveram o potencial fisiolégico das sementes de milho. O revestimento
com quitosana reduziu a ocorréncia de Penicillium spp. na condicdo selecionada

(2,0% de quitosana e 0,30 g glicerol/g quitosana).
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