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RESUMO

MELO, Célia das Eiras Ludovina Dgedge, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
mar¢o de 2023. Ozonizacao de sementes de feijao comum: qualidade fisiologica,
atividade enzimatica, desempenho em campo e deteccao de alteragoes
bioquimicas por espectroscopia no infravermelho préximo. Orientador: Ernandes
Rodrigues de Alencar. Coorientadores: Léda Rita D’Antonino Faroni e Laércio Junio
da Silva.

A semente é um dos fatores decisivos para obtencédo de altas produtividades. Fato
que torna importante a sanitizacdo da semente, visando a obtencao de sementes de
elevada qualidade fisioldgica, bioquimica e sanitaria. O ozénio vem sendo citado como
um potente agente sanitizante e estimulador de emergéncia e rapido crescimento e
desenvolvimento inicial. E, acrescido ao fato, o gas oz6nio é inécuo e apresenta uma
baixa meia vida, fato que contribui para que o uso do gas seja cada vez mais difundido.
Varios estudos tém sido feitos avaliando efeito de ozbnio sobre a qualidade de
sementes, porém poucos ou nenhum foi encontrado, abordando efeitos do gas sobre
a qualidade de sementes de feijao comum. Objetivou-se com a presente pesquisa,
avaliar o efeito do oz6nio sobre a qualidade de lotes de sementes de feijdo. Para tal,
foram conduzidos dois experimentos em campo e em laboratério. Experimento 1 -
Qualidade fisiologica e atividade enzimatica em sementes de feijdo ozonizadas.
Sementes de feijdo comum apresentando 95% de germinagao foram envelhecidas
artificialmente, a fim de se obter quatro lotes. LOh: sementes n&o envelhecidas; L48h,
sementes submetidas ao envelhecimento artificial por 48 h; L60h, sementes
envelhecidas artificialmente por 60 h; e L72h, sementes envelhecidas por 72 h. Cada
um dos quatro lotes foi exposto a 10 mg L' do gas ozdnio por 0 (sementes ndo
ozonizadas), 30, 60 e 90 min, totalizando 16 combinagdes entre lotes e tempos de
exposi¢cao ao ozbdnio, com quatro repeticées. Foram feitas: i) analises da qualidade
fisiologica por meio dos testes de germinacdo, condutividade elétrica e analise de
crescimento de plantulas por meio do software Vigor-S; e ii) analises da atividade
enzimatica das enzimas CAT, SOD e POX. Os dados obtidos foram inicialmente
submetidos a Analise de Variancia e posteriormente as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Analise Univariada). Posteriormente,
realizou-se Analise Multivariada, utilizando-se Analise de Componentes Principais
(ACP). Na Analise Multivariada foram consideradas somente as variaveis em que



houve efeito significativo devido a interagdo entre niveis de qualidade fisiolégica e
tempos de exposicdo do ozbnio, ou devido aos fatores isoladamente, na Analise
Univariada. Obteve-se como resultado o efeito do 0zdnio na qualidade fisioldgica e na
atividade das enzimas SOD, POX e CAT. O ozbnio nido afetou a qualidade fisiolégica
e a atividade enzimatica das sementes do lote n&o envelhecido (LOh). O ozénio teve
efeito positivo sobre as sementes do lote 2 expostas por 30 min, com incrementos no
percentual de germinagdo, no comprimento de plantulas, nos indices de vigor e
uniformidade e na atividade das enzimas CAT e POX. A exposi¢cdo ao ozdnio por
tempo superior a 30 min de lotes de sementes de feijdo comum envelhecidos
artificialmente por periodos superiores a 48h nao contribuiu para o aumento da
qualidade das sementes. No segundo experimento, foi avaliada a qualidade
fisiologica, o desempenho em campo e deteccédo de alteragbes nas sementes por
meio da espectroscopia no infravermelho proximo (FT-NIR) em sementes de feijao
ozonizadas. Foram utilizados 2 lotes de sementes, sementes ndo envelhecidas (LOh)
e sementes envelhecidas artificialmente por 48 h (L48h). Os lotes de sementes de
feijao foram expostos a 0 (sementes ndo ozonizadas), 10 e 20 mg L' do gas ozénio
por 30 min, totalizando 6 combinacgdes entre lotes e concentragbes de ozbénio, com
quatro repeticdes. Foram feitas: i) analises da qualidade fisiolégica das sementes; ii)
Desempenho em campo de sementes de feijdo expostas ao 0zonio; e iii) Detecgao de
alteracbes nas sementes expostas ao 0zbénio por espectroscopia no infravermelho
proximo (FT-NIR). Os dados obtidos foram inicialmente submetidos a Analise de
Variancia e posteriormente as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade (Analise Univariada). Posteriormente, realizou-se Analise
Multivariada, utilizando-se Analise de Componentes Principais (ACP). Na Analise
Multivariada, foram consideradas somente as variaveis em que houve efeito
significativo devido a interacdo entre niveis de qualidade fisiolégica e tempos de
exposigcao do ozdnio, ou devido aos fatores isoladamente, na Analise Univariada. Os
espectros obtidos por meio do FT-NIR foram submetidos ao pré-processamento pelo
meétodo de Savitzky-Golay (SG), objetivando-se a redugédo do ruido dos espectros
coletados e aprimoramento dos modelos de classificagdo. Na sequéncia, foi feita a
analise de PCA com calibragdo de PLS-DA (analise discriminante de minimos
quadrados parciais) no software R, objetivando-se a criagdo de modelos de
classificagdo. Obteve-se como resultado o efeito do ozbénio sobre a qualidade de
sementes de feijdo comum. Os resultados da analise multivariada dos dados



fisiolégicos combinados aos de desempenho em campo foram similares aos da
analise multivariada dos espectros combinados aos dados fisiologicos: i) O 0zénio ndo
afetou a qualidade fisioldgica das sementes do lote Oh; ii) O ozénio teve efeito positivo
nas sementes do lote 48h com incrementos na germinagdo, emergéncia, na
produtividade, e redugdo na condutividade elétrica; iii) Ozbénio teve seu efeito
potencializado quando se elevou a concentragdo de 10 para 20 mg L.

Palavras-chave: Enzimas. Peroxidase. Espectros.



ABSTRACT

MELO, Célia das Eiras Ludovina Dgedge, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa,
March, 2023. Ozonization of common bean seeds: physiological quality, enzyme
activity, field performance and detection of biochemical changes by near
infrared spectroscopy. Adviser: Ernandes Rodrigues de Alencar. Co-advisers: Léda
Rita D’Antonino Faroni and Laércio Junio da Silva.

The seed is one of the decisive factors for obtaining high productivity. This fact makes
seed sanitization important, aiming to obtain seeds of high physiological, biochemical
and sanitary quality. Ozone has been cited as a potent sanitizing agent and stimulator
of emergence and rapid growth and early development. Ozone gas is innocuous and
has a short half-life, a fact that contributes to the widespread use of the gas. Several
studies have been carried out evaluating the effect of ozone on seed quality, but few
or none were found addressing the effects of the gas on the quality of common bean
seeds. The objective of this research was to evaluate the effect of ozone on the quality
of bean seed lots. For this, two experiments were conducted in the field and in the
laboratory. Experiment 1 - Physiological quality and enzymatic activity in ozonized
bean seeds. Conducted from November 2021 to November 2022, at the Post-harvest
Laboratory of the Agricultural Products Storage Area, of the Agricultural Engineering
Department and at the Seed Research Laboratory of the Agronomy Department, both
belonging to the Federal University of Vigosa. 4 seed lots were used: not subjected to
the deterioration acceleration process, they belonged to Batch 1 (BOh) and subjected
to deterioration acceleration for 48 h (Batch 2 - B48h), 60 h (Batch 3 - B60h) and 72 h
(Batch 4 — B72h). Each of the four bean seed lots was exposed to 10 mg L-1 of ozone
gas for 0 (non-ozonized seeds), 30, 60 and 90 min, totaling 16 combinations between
lots and times of exposure to ozone, with four replications. The following were carried
out: i) physiological quality analyzes through germination tests, electrical conductivity
and growth analysis in VigorS software; and ii) analyzes of enzymatic activity by
determining the content of catalase, superoxide dismutase and peroxidase enzymes.
Ozone did not affect the physiological quality and enzymatic activity of seeds from
batch 1. Ozone had a positive effect on seeds from batch 2 exposed for 30 min, with
increases in germination percentage, seedling length, vigor and uniformity indices and

in the levels of CAT and POX enzymes. Exposure to ozone for more than 30 min of



common bean seeds Batches exposed to accelerated deterioration for periods longer
than 48 h has no positive effects. Experiment 2 - Physiological quality, field
performance and detection of changes by near infrared spectroscopy (FT-NIR) in
ozonized bean seeds. The laboratory experiment was carried out at the Post-harvest
Laboratory of the Agricultural Products Storage Area, at the Agricultural Engineering
Department and at the Seed Research Laboratory at the Agronomy Department, both
belonging to the Federal University of Vigosa, UFV. The field experiment was
conducted at the Teaching, Research and Extension Unit Professor Diogo Alves de
Melo, belonging to the UFV. Two lots of seeds not subjected to the deterioration
acceleration process were used, belonging to Batch 1 (BOh) and subjected to
deterioration acceleration for 48 h (B48h). The bean seed lots were exposed to 0 (non-
ozonized seeds), 10 and 20 mg L' of ozone gas for 30 min, totaling 6 combinations
between lots and ozone concentrations, with four replications. The following were
performed: i) physiological quality analyses; ii) Field performance of bean seeds
exposed to ozone; and iii) Detection of alterations in bean seeds exposed to ozone by
near infrared spectroscopy (FT-NIR). The data obtained were initially submitted to
Analysis of Variance and later Tukey's test, at 5% probability (Univariate Analysis).
Subsequently, Multivariate Analysis was performed, using Principal Component
Analysis (PCA). In the Multivariate Analysis, only the variables in which there was a
significant effect due to the interaction between levels of physiological quality and
ozone exposure times, or due to the factors alone, in the Univariate Analysis were
considered. For statistical analyses, StatPlus 5.0 software (AnalystSoft Inc, Canada)
was used. The spectra obtained through FT-NIR and the data obtained from the
physiological quality analysis were submitted to pre-treatment by the Savitzky — Golay
(SG) method, aiming at reducing the noise of the collected spectra and improving the
classification models. Then, the PCA analysis was performed with PLS-DA calibration
(partial least squares discriminant analysis) in the R software, with the aim of creating
classification models. The effect of ozone on the quality of common bean seeds was
obtained as a result. The results of the multivariate analysis of the physiological data
combined with the field performance were similar to those of the multivariate analysis
of the spectra combined with the physiological data: i) Ozone did not affect the
physiological quality and the content of reserve substances of the seeds of Batch Oh;
ii) Ozone had a positive effect on seeds from Batch 48h with increases in germination,

emergence, productivity, content of reserve substances and reduction in electrical



conductivity; iii) Ozone had its effect potentiated when the concentration was increased
from 10 to 20 mg L.

Keywords: Enzymes. Peroxidase. Spectra.
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INTRODUGAO GERAL

No Brasil, o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) € majoritariamente
produzido pelos pequenos produtores (WANDER; DA SILVA; FERREIRA, 2021). E,
neste setor, a pratica da agricultura é caracterizada, em geral, pelo baixo nivel
tecnoldgico, o que resulta em baixos indices de produtividade e de qualidade do
produto. Segundo a Conab (2022), a produtividade média da cultura para as safras
20/21 e 21/22 ficou em torno de 1,0 t ha™', com possibilidade de atingir até 3 t ha'
(MEIRELLES et al., 2021). A semente é um dos fatores tecnoldgicos que mais impacta
nos niveis de produtividade. Pois, sendo a semente a estrutura independente
responsavel pela proxima geragao de plantas, sua qualidade fisioldgica, genética e
sanitaria principalmente deve ser preservada, objetivando a manutengdo do
germoplasma, melhoramento da diversidade de espécies e da capacidade de
producdo (SHARIFIFAR; NAZARI; ASGHARI, 2015). No entanto, sdo frequentes
perdas de qualidade em consequéncia da estrutura de armazenamento incipiente em
nivel da agricultura pouco tecnificada, resultando na infestagao por pragas, doencgas,
fungos. (TOLEDO et al., 2007; ZUCARELI et al., 2015).

Nos ultimos anos, é crescente a demanda por sementes sadias, objetivando-
se atingir o maximo rendimento. Além disso, € crescente o aumento da preocupagéo
com a sustentabilidade ambiental e com a necessidade de otimizar o uso das areas
utilizadas para a pratica da agricultura. Dessa forma, assim como é importante o
aumento da producéo de alimentos, para suprir a demanda devido ao crescimento
exponencial da populagdo mundial, € fundamental a preservacao da biodiversidade
dos ecossistemas. Portanto, torna-se crucial o uso de tecnologias que contribuam
para a manutencio da qualidade das sementes. Nesse cenario, 0 ozdnio vem sendo
mencionado como sendo um poderoso sanitizante, em consequéncia do seu alto
potencial de oxidagao, aliado ao fato do gas possuir baixa meia-vida sob condigbes
ambientais, torna-o ambientalmente sustentavel (TIWARI et al., 2010; PANDISELVAM
&THIRUPATHI, 2015). Estudos relatam uma vida média do ozénio entre 6,78 - 50 min
(TIWARI et al., 2010; PANDISELVAM &THIRUPATHI, 2015; PANDISELVAM,;
THIRUPATHI; MEENATCHI, 2015; PANDISELVAM et al., 2017; PANDISELVAM et
al., 2020; SILVA et al., 2022), decompondo-se rapidamente em molécula de oxigénio.
A instabilidade do gas faz com que a sua producéo seja in-situ, dispensando a
necessidade de armazenamento e descarte do gas ou de subprodutos (TIWARI et al.,
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2010; PANDISELVAM & THIRUPATHI, 2015). De alto poder reativo e oxidativo, o
ozbnio € um poderoso sanitizante, sendo usado no controle dos diversos grupos de
microrganismos, tais como fungos, bactérias e virus (TIWARI et al., 2010;
PANDISELVAM & THIRUPATHI, 2015; PANDISELVAM; THIRUPATHI; MEENATCHI,
2015; PANDISELVAM et al., 2017; PANDISELVAM et al., 2020; GAD et al., 2021;
SILVA et al., 2022). O alto poder reativo é atribuido a configuragao estrutural da sua
molécula, podendo agir como agente eletrofilo e nucledfilo, a depender do excesso ou
déficit de elétrons em um de seus orbitais (ALENCAR et al., 2011).

Ha na literatura relatos nos quais s&o apresentados resultados referentes ao
efeito do ozénio na qualidade de sementes, tais como milho (MAXIMIANO et al., 2018;
MONTEIRO et al., 2021; ROSA et., 2021), quinoa (ALENCAR et al., 2021) e lentilha
(SOUZA et al.,, 2021). Esses autores relataram efeitos positivos do ozbénio na
qualidade das sementes, tais como aumento do percentual de germinagdo e do
comprimento de plantulas e reducédo da condutividade elétrica. Porém, é importante
ampliar o conhecimento dos efeitos do gas sobre a qualidade fisiologica, bioquimica
e desempenho agronémico das diferentes sementes. Até o presente momento, a
maioria das pesquisas foram realizadas com milho.

O estudo da qualidade fisiolégica das sementes pode incluir testes de
germinacgao, de condutividade elétrica e analise de crescimento de plantulas por meio
de imagens. O teste de germinacéo, feito através da primeira e ultima contagem de
pléntulas normais, expressa o potencial maximo do lote. O teste de condutividade
revela sobre a integridade dos tecidos da semente, sendo que maiores valores de
condutividade elétrica estdo relacionados a maiores danos e, consequentemente,
maior quantidade de exsudatos, que podem ser ions de potassio, sodio, magnésio,
entre outros (VIEIRA; MARCOS FILHO, 2020). Por outro lado, menores valores de
condutividade elétrica estdo relacionados a maior integridade das membranas
(VIEIRA; MARCOS FILHO, 2020).

A analise de crescimento, feita a partir da obtengdo de imagens por meio de
escaner e processamento de imagens por meio de software como é o caso do Vigor-
S, consiste em um teste de germinacdo e posterior contagem de germinacgao,
determinagdo do comprimento das plantulas e dos indices de vigor (MEDEIROS;
PEREIRA, 2018) de uniformidade e crescimento (SAKO et al., 2001; CASTAN et al.,
2018). A analise bioquimica € também de extrema importancia, pois alteragbes na

qualidade das sementes, na sua maioria, sdo associadas a mudancas na atividade
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respiratoria e metabolismo de reservas, a alteracdes na atividade enzimatica e sintese
de proteinas, ao acumulo de substancias toxicas, aos danos a integridade do DNA e
aos sistemas de membranas, a peroxidacdo de lipidios e a lixiviagcdo de solutos
(MANSOURI-FAR et al., 2015).

Dentre as enzimas que estdo diretamente relacionadas a qualidade das
sementes, tem-se peroxidase (POX), catalase (CAT), superoxido dismutase (SOD) e
peroxidase do acido ascorbico (APX) (JESUS et al., 2021¢c; DE ARAUJO et al., 2021).
A atividade das enzimas SOD, POX, APX e CAT esta relacionada a capacidade de
eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs s&o resultado das

reacgdes de oxi-reducao e fazem parte do metabolismo normal das plantas (DECROS

et al., 2018). Elas incluem o &nion superéxido- O?%e—, radical hidroperoxila- HOge,

radical alcoxil- ROe, radical hidroxila- *OH e moléculas nao radicais como peroxido de
hidrogénio- H202 e oxigénio singleto- 102 (MEHLA et al., 2017; HASANUZZAMAN et
al., 2017; HASANUZZAMAN et al., 2021; JESUS et al., 2021a). O incremento das
EROs promove o estresse oxidativo, que causa peroxidacéao lipidica, danifica acidos
nucleicos e proteinas e altera o metabolismo de carboidratos, resultando em disfungao
celular e morte (HEBERLE et al., 2019; HASANUZZAMAN et al., 2020; DE ARAUJO
et al., 2021; JESUS et al., 2021a; JESUS et al., 2021b; JESUS et al., 2021c).

Para evitar o desequilibrio entre a producao e eliminagcdo das EROs, torna-se
essencial a manutencao do equilibrio entre a producédo das EROs e sintese e atividade
de enzimas do complexo antioxidante. Ha autores que indicaram que o uso de 0zbnio
em sementes estimulou a reestruturagdo de algumas proteinas responsaveis pela
eliminacdo de EROs e um equilibrio entre a sintese e eliminagdo de proteinas
processo designado “protein turnover” (SOUZA et al., 2020).

A analise das sementes também pode ser feita por espectroscopia no
infravermelho préximo (FT-NIR), que € uma técnica promissora (HUANG et al., 2016;
HE et al., 2019; XAVIER et al., 2019; WANG et al., 2020), ndo destrutiva e totalmente
segura para o operador, que vem sendo testada. A técnica se baseia na absorgéo de
radiacédo eletromagnética em comprimentos de onda na faixa de 780 — 2500 nm de
espectro eletromagnético da luz e permite observar os fendbmenos de transferéncia de
energia eletromagnética da radiacdo NIR para os sistemas vibracionais mecanicos
atbmicos, principalmente em moléculas organicas que apresentam o0s grupos
funcionais C—H,N-H, O-He S —H (PASQUINI, 2018). Essa técnica permite ainda
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a classificagao fisiologica de lotes de sementes. Varios estudos tém comprovado a
eficiéncia do uso de NIR na analise da qualidade fisioldgica de sementes (XAVIER et
al., 2019; SOUZA et al., 2020; WANG et al., 2020; DA SILVA MEDEIROS et al, 2022;
ANDRIAZZI; ROCHA; CUSTODIO, 2023).

Diante do exposto, torna-se essencial ampliar o conhecimento sobre a dinamica
fisiologica e bioquimica nas sementes ozonizadas, inclusive considerando o
desempenho em campo. Considera-se ainda que nao ha relatos sobre o efeito do
ozbnio na qualidade de sementes de feijdo e a maioria dos trabalhos ja realizados
com sementes de outras culturas sao restritos a descricdo das alteragdes dos
parametros de qualidade fisioldgica, sem a indicagdo do mecanismo de acgédo do
ozénio. Diante do exposto, os objetivos do presente estudo s&o: i) determinar o efeito
do gas ozénio em sementes de feijao com diferentes niveis de qualidade fisiologica e
possivel relacdo com a atividade das enzimas antioxidantes nas sementes; e ii)
determinar o desempenho em campo e detectar possiveis alteragcdes nas sementes
por meio da espectroscopia no infravermelho préximo em sementes de feijao

ozonizadas.
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Capitulo 1: Qualidade fisiologica e atividade enzimatica em sementes de feijao

ozonizadas

RESUMO: Objetivou-se com o presente estudo, determinar o efeito do gas ozonio em
sementes de feijdo com diferentes niveis de qualidade fisiologica e a possivel relagéo
com a atividade enzimatica. Foram utilizadas sementes com 12,5 % de teor de agua
e 95% de germinagdo. As sementes ndo submetidas ao processo de envelhecimento
artificial pertenceram ao Lote 1 (L1). As demais amostras de sementes foram
submetidas ao processo de envelhecimento artificial na BOD a temperatura de 42°C
por 48h (Lote 48h- L48h), 60 h (Lote 60h - L60h) e 72 h (Lote 72h- L72h). Cada um
dos quatro lotes de sementes de feijao foi exposto ao gas ozénio por 0 (TO) (sementes
nao ozonizadas), 30 (T30), 60 (T60) e 90 min (T90). No processo de ozonizagao
adotou-se vazao volumétrica de 1,0 L min-' e concentragéo de entrada do gas de 10
mg L'. Foi feita a avaliagdo da qualidade fisiologica (teste de germinagéo,
condutividade elétrica, comprimento de plantulas e indices de vigor e uniformidade e
da atividade enzimatica (catalase, superoxido dismutase e peroxidase). Foi realizada
Analise de Varidncia e posteriormente teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Posteriormente, realizou-se Analise Multivariada, utilizando-se Analise de
Componentes Principais (ACP). Em sementes ndo envelhecidas com percentual de
germinacgao inicial de 95%, o ozbdnio nao teve efeito significativo sobre a qualidade
fisiologica e atividade enzimatica. O ozoénio foi capaz de ocasionar efeitos positivos
em sementes envelhecidas por 48 h. Houve aumento do percentual de germinacéo,
do comprimento de plantulas e dos niveis de catalase e peroxidase. Em sementes
expostas ao envelhecimento artificial por mais de 48 h e ao 0zbnio por mais de 30
min, a ozonizagao néo foi capaz de induzir a recuperagao da qualidade fisiologica de

sementes.

Palavras-chave: Superoxido Dismutase. Catalase. Espécies Reativas de Oxigénio.
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ABSTRACT: The objective of this study was to determine the effect of ozone gas on
bean seeds with different levels of physiological quality and the possible relationship
with enzymatic activity. Seeds with 12.5% water content and 95% germination were
used. The seeds not submitted to the artificial aging process belonged to Batch Oh
(BOh). The other seed samples were submitted to the artificial aging process in the
BOD at a temperature of 42 oC for 48h (Batch 48h-B48h), 60 h (Batch 60h - B60h) and
72 h (Batch 72h-B72h). Each of the four bean seed lots was exposed to ozone gas for
0 (TO) (non-ozonized seeds), 30 (T30), 60 (T60) and 90 min (T90). of 1.0 L min-1 and
gas inlet concentration of 10 mg L-1. The physiological quality was evaluated
(germination test, electrical conductivity, seedling length and vigor and uniformity
indices and enzymatic activity (catalase, superoxide dismutase and peroxidase). A
Variance Analysis was performed and later Tukey's test, at 5% probability.
Subsequently, Multivariate Analysis was performed, using Principal Component
Analysis (PCA). In non-aged seeds with an initial germination percentage of 95%,
ozone had no significant effect on physiological quality and enzymatic activity. Ozone
was able to cause positive effects in seeds aged for 48 h. There was an increase in
germination percentage, seedling length and catalase and peroxidase levels. In seeds
exposed to artificial aging for more than 48 h and to ozone for more than 30 min,
ozonation was not able to induce the recovery of the physiological quality of seeds.

Keywords: Superoxide Dismutase. Catalase. Reactive Oxygen Species.
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1. INTRODUCAO

O feijao é a principal fonte de proteina do norte ao sul do Brasil. Portanto, a
obtengdo de altas produtividades é de extrema importancia para a seguranca
alimentar no pais (BOREM; CARNEIRO, 2015). No processo produtivo, a semente
configura fator decisivo qualitativa e quantitativamente (DELARMELINO-FERRARESI;
VILLELA; AUMONDE, 2014). Os atributos qualitativos da semente estdo associados
a fisiologia, a sanidade, ao metabolismo, dentre outros. Sob condigbes de
armazenamento inadequado, as sementes sao suscetiveis a proliferagdo de fungos e
de bactérias, além de ataque de insetos-praga, implicando-se em perdas qualitativas
e quantitativas (TOLEDO et al., 2007; ZUCARELI et al., 2015).

As perdas de natureza fisioldgica estdo relacionadas a diminuigdo no
percentual de germinagao, ao aumento nos niveis de condutividade elétrica e ao baixo
vigor das plantulas (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005; NAKADA et al., 2011). As
perdas por alteracdo no metabolismo estdo associadas a alteragao da capacidade de
inducdo dos sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos (ARAUJO et al.,
2021, JESUS et al., 2021b; JESUS et al.,, 2021c). Ressalta-se que o sistema
antioxidante enzimatico das plantas compreende algumas enzimas como: peroxidase
(POX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), peroxidase do acido ascoérbico
(APX) (ARAUJO et al., 2021; JESUS et al., 2021c), monodesidroascorbato redutase
(MDHAR), desidroascorbato redutase (DHAR), glutationa redutase (GR) (JESUS et
al., 2021c).

A perda de qualidade fisiologica das sementes pode ocorrer como
consequéncia da perda de integridade das membranas e desencadeamento de
estresse oxidativo, devido ao aumento da sintese das espécies reativas de oxigénio
(EROs). As EROs, que incluem o anion superoxido (Oz7), o radical hidroxila (OH") e o
peroxido de hidrogénio (H202), os quais fazem parte do metabolismo normal das
plantas, quando produzidas em baixas concentragdées. Porém, o aumento na sintese
das EROs promove modificagdes na estrutura das enzimas e degradagao do sistema
de sintese de novas proteinas. Portanto, se por um lado as EROS sao responsaveis
pela degradagdo das enzimas, as enzimas antioxidantes sdo responsaveis por evitar
o acumulo das EROS (HEBERLE et al., 2019; HASANUZZAMAN et al., 2020;
ARAUJO et al., 2021; JESUS et al., 2021b; JESUS et al., 2021c).
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Diante do exposto, a adogédo de tecnologias que promovam o aumento na
sintese e atividade das enzimas do sistema antioxidante, evitando-se o acumulo das
EROS e, consequentemente, reversdo dos danos da integridade celular, configura
ferramenta imprescindivel na melhoria da produgéo e produtividade do feijdo. Uma
tecnologia que vem sendo adotada no tratamento de sementes é a ozonizagédo. O
oz6nio € um gas que se destaca pelo seu elevado potencial de oxidagao (2,07 mV)
(LAPOLLI et al., 2003). Ha relatos na literatura, nos quais os autores apresentaram
resultados referentes ao efeito da ozonizagdo na qualidade de fisioldégica de
sementes, tais como milho e quinoa (VIOLLEAU et al., 2008; ALENCAR et al., 2021;
MONTEIRO et al., 2021; ROSA et al., 2021).

O ozbnio, aplicado em condi¢gdes adequadas, € capaz de estimular a
germinagao e emergéncia e de reverter os danos sobre a integridade das sementes
de milho (MAXIMIANO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021; ROSA et al., 2021).
Entretanto, faz-se necessario elucidar o mecanismo de agcéo do ozdnio nas sementes,
uma vez que a maioria dos trabalhos ja realizados séo restritos ao efeito do ozénio na
qualidade fisiolégica das sementes. E possivel que o efeito benéfico do ozénio esteja
associado ao aumento da atividade das enzimas antioxidantes nas sementes,
hipétese que precisa ser testada. Salienta-se ainda que nao ha relatos na literatura
referente ao efeito do ozdnio em sementes de feijao.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo, determinar o efeito do
gas ozbnio em sementes de feijao com diferentes niveis de qualidade fisiologica e

possivel relagdo com a atividade das enzimas antioxidantes nas sementes.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2021 a novembro
de 2022, no Laboratério de Pés-colheita da Area de Armazenamento de Produtos
Agricolas, do Departamento de Engenharia Agricola, e no Laboratério de Pesquisa de
Sementes do Departamento de Agronomia, ambos pertencentes a Universidade
Federal de Vigosa.

2.1 Processo de ozonizagao das sementes de feijao

2.1.1 Caracteristicas do material genético

No presente estudo, foram utilizadas sementes de feijao comum (Phaseolus
vulgaris L.) cultivar “BRSMG Marte”, com 12,5% de teor de agua e 95% de
germinagao. Para a obtencdo das sementes com os diferentes niveis de qualidade
fisiologica, adotou-se o método de envelhecimento artificial, adaptando-se o teste de
envelhecimento acelerado (Marcos Filho, 1999). As sementes ndo submetidas ao
processo de envelhecimento artificial pertenceram ao Lote Oh (LOh). As demais
amostras de sementes foram distribuidas sobre tela de aco inoxidavel acopladas a
metade superior de caixa gerbox, contendo ao fundo 40 mL de agua destilada e
mantidas em BOD a 42 °C por 48h (Lote 48h - L48h), 60 h (Lote 60h - L60h) e 72 h
(Lote 72 h - L72 h).

2.1.2 Geracao do gas ozobnio e tratamento das sementes

Na Figura 1 é apresentado o esquema para ozonizagdo das sementes de
feijdo. O gas foi obtido usando um gerador de ozénio (Modelo M10, myOZONE,
Jaguariuna, Sao Paulo, Brasil), acoplado a concentrador de oxigénio (Modelo EverFlo,
Philips Respironics, Murrysville, Pensilvania, EUA) (Figuras 1a e 1b). Adotou-se vazao
volumétrica de 1,0 L min"' e concentragido de entrada do gas de 10 mg L. Para
quantificacdo da concentragdo do ozénio, adotou-se o método iodométrico com
titulagao indireta (Eaton et al., 2000).

Para o tratamento das sementes de feijdo com ozbnio, utilizou-se o prototipo

de PVC, de 0,17 m de altura e 0,20 m de didametro, dotado de conexdes para entrada
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e saida do gas (Figuras 1c e 1e). O prototipo possuia um plenum, formado a partir da
disposicao de tela metalica a 0,05 m da base, o que favorecia a melhor distribuigao
do gas. As amostras de 120 g de sementes de cada lote foram acondicionadas
previamente em sacos de organza. O ozonio residual era degradado, utilizando-se um
destruidor térmico (Figura 1d). Cada um dos quatro lotes de sementes de feijao foi
exposto ao gas o0zoénio por 0 (sementes n&o ozonizadas), 30, 60 e 90 min, totalizando
16 combinacgdes entre lotes e tempos de exposi¢ao ao 0zdnio, com quatro repeticoes.

\ ) €

Figura 1. Esquema experimental para ozonizagdo das sementes de feijdo. a)
concentrador de oxigénio; b) gerador de ozbnio; c) Cémara de ozonizagdo; d)
destruidor de 0z6nio; e) amostra de sementes de feijao. Fonte: Autora (2022).

2.2 Analise da qualidade fisiol6gica das sementes de feijao ozonizadas

2.2.1 Teste de Germinagédo (GER)

As sementes foram semeadas em papel germitest umedecido com volume de
agua equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco e mantidas em germinador a
25 °C e fotoperiodo de 8 h. Foram utilizadas quatro repeticbes de 50 sementes para
cada tratamento. A germinacéo (GER) foi determinada pelo somatoério do numero de
plantulas normais no 5° e 8° dia apds a semeadura, sendo os resultados expressos

em porcentagem, conforme descrito em BRASIL (2009).
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2.2.2 Condutividade elétrica (CE)

Quatro repeticoes de 50 sementes foram pesadas e colocadas em copos
plasticos contendo 75 mL de agua destilada. O material foi mantido em BOD a 25 °C,
durante 24 h (KRZYZANOWSKI et al., 2020). Ap6s esse periodo, foi determinada a
condutividade elétrica da solugdo, por meio de um condutivimetro modelo DM 31
Digimed®. Os resultados obtidos foram expressos em uS cm' g-'.

2.2.3 Comprimento das plantulas (CP), indice de vigor (IV) e indice de
uniformidade (IU)

Foram utilizadas quatro repeticbes de 20 sementes para cada tratamento
(Figura 2a), semeadas em papel germitest umedecido com agua destilada na
proporgao de 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos de papel foram mantidos em
germinador a 25 °C, por trés dias. Apés esse periodo, as plantulas foram escaneadas
e mensurado o comprimento de raiz e da parte aérea utilizando o Software Vigor-S®
(Figura 2b). Os dados de comprimento foram utilizados para o calculo do indice de
uniformidade (IU) (CASTAN et al., 2018; SAKO et al., 2001) e indice de vigor (IV)
(MEDEIROS; PEREIRA, 2018).

mmmmm
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Figura 2. Andlise de imagem de sementes de feijdo. a) montagem do teste de
crescimento de plantulas; b) Tela do software Vigor-S®. Fonte: Autora (2022).
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2.3 Andlise da atividade enzimatica nas sementes de feijao ozonizadas

Na avaliagdo da atividade enzimatica das sementes de feijdo foram
analisadas as seguintes enzimas do sistema antioxidante: Catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e Peroxidase (POX). Inicialmente, foi determinada a curva padréo
de proteina. Para isso, foram utilizados 1 pL de extrato de amostra de sementes de
feijao liofilizado e moido, 1 mL de reagente de Bradford e 999,00 uL de agua destilada
(BRADFORD, 1976). Em seguida, efetuou-se a leitura da absorbéncia em
espectrofotdbmetro, no de comprimento de onda de 595 nm.

A determinagéo da atividade da CAT foi realizada de acordo com o método
descrito por Havir; McHale (1987). Foram colocados em uma cubeta de quartzo 100
ML de meio de reacdo contendo fosfato de potassio 50 mM a pH 7,0, H2O2 12,5 mM e
100 pL do extrato da amostra. Apdés a homogeneizagao, foi efetuada a leitura do
decréscimo da absorbancia durante 1 min a 240 nm. A atividade da CAT foi expressa
por umol min"' mg' de proteina, considerando-se 36 M-' de coeficiente de extingéo
molar para H20..

A determinacgao da atividade da SOD foi realizada de acordo com o método
de fotoinibigdo do “nitro blue tetrazolim” (NBT), conforme descrito por Beauchamp;
Fridovich (1971). O meio de reagdo consistiu de fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0,
metionina 13 mM, “nitro blue tetrazolium" (NBT) 75 mM, EDTA 0,1mM e riboflavina 2
mM. Ao meio de reacdo foram adicionados 50 mL de extrato da amostra e levados a
luz na cdmara de reagéo por um periodo de 5 min. Na sequéncia, foi feita a leitura da
absorbancia a 590 nm. A atividade da SOD foi expressa em U min"' mg™' de proteina,
considerando-se que 1 U de SOD é capaz de inibir 50% da foto inibicdo do NBT.

A POX foi determinada conforme descrito por Kar & Mishra (1976). O meio de
reacao consistiu de fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8, “pyrogallol 20 mM e H20>. Ao
meio de reac&o foram adicionados 100 pL de extrato da amostra. Realizou-se leitura
da absorbancia por 1 min, a 420 nm. A atividade da POX foi expressa em ymol min-!
mg" de proteina, considerando-se o coeficiente de extingdo molar 2,47 M' cm™' para

a purpurogalina.
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2.4 Analise estatistica

Os experimentos foram conduzidos em Delineamento Inteiramente
Casualizado, em fatorial 4x4, sendo quatro niveis de qualidade fisiologica das
sementes (LOh, L48h, L60h e L72h) e quatro tempos de exposi¢do do ozbnio (0, 30,
60 e 90 min), com quatro repeti¢cdes. Inicialmente foi realizada Analise de Variéncia e
posteriormente teste de Tukey, a 5% de probabilidade (Analise Univariada).
Posteriormente, realizou-se Analise Multivariada, utilizando-se Analise de
Componentes Principais (ACP). Na Analise Multivariada foram consideradas somente
as variaveis em que houve efeito significativo devido a interacdo entre niveis de
qualidade fisiologica e tempos de exposigdo do ozbnio, ou devido aos fatores
isoladamente, na Analise Univariada. Nas analises estatisticas, utilizou-se o software
StatPlus 5.0 (AnalystSoft Inc, Canada).
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3. RESULTADOS

3.1. Analise Univariada

3.1.1 Qualidade fisiologica das sementes de feijdo ozonizadas

De acordo com a Analise de Variancia, houve interacdo significativa em
decorréncia da interagdo entre niveis de qualidade fisiolégica (L) e tempos de
ozonizagdo (TQO), na concentragdo de entrada de 10 mg L, para as variaveis
Germinagao (GER, FLxTOg 48 = 3,22; P = 0,004), condutividade elétrica (CE, FLxTOg 48
= 6,72; P < 0,0001), comprimento de plantulas (CP, FLxTOg4s = 8,48; P < 0,0001),
indice de vigor (IV, FLxTOg4s = 33,80; P < 0,0001) e indice de uniformidade (IU,
FLxTOg4s = 24,88; P < 0,0001) (Tabela 1).

Contatou-se que os lotes de sementes apresentaram niveis de qualidade
fisiologica distintos (Tabela 1). O L72h (72 h de envelhecimento artificial) foi aquele
que apresentou menores valores de germinagao, comprimento de plantulas, indice de
vigor e indice de uniformidade, e maiores valores de condutividade elétrica. Salienta-
se que os L48h (48 h de envelhecimento artificial), L60h (60 h de envelhecimento
artificial) e L72h apresentaram germinacao inferior a 80%, que € o minimo necessario
para comercializacdo das sementes.

No que se refere ao efeito do ozénio na qualidade fisiologica das sementes,
verificou-se, que em geral o 0z6nio provocou alteragbes desejaveis ou indesejaveis,
dependendo do tempo de exposigao ao gas (Tabela 1). Com relagao ao LOh, tempos
de exposicdo de até 90 min, na concentragdo de entrada de 10 mg L', ndo
ocasionaram alteragédo significativa (P>0,05) quando se analisaram as variaveis
germinagao e condutividade elétrica (Tabela 1). Entretanto, o maior comprimento de
plantula (CP) foi obtido quando se adotou o tempo de exposi¢do de 30 min, sendo
equivalente a = 1,15 vezes ao valor obtido nas sementes ndo ozonizadas (0 min). Por
outro lado, quando se adotou o tempo de exposi¢cdo de 90 min, houve reducéo do CP,
sendo o valor equivalente a = 0,89 vezes aquele obtido nas sementes ndo ozonizadas.
Similarmente, observou-se incremento dos indices de vigor (IV) e de uniformidade (1U)
quando as sementes foram ozonizadas por 30 min e decréscimo para tempo de

ozonizagao de 90 min.
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Tabela 1. Porcentagem de germinagdo (GER), condutividade elétrica (CE),
comprimento de pléantulas (CP), indice de vigor (IV) e indice de uniformidade (IU) em
diferentes lotes de sementes de feijdo submetidos a ozonizag&o na concentragao de

entrada de 10 mg L™, por até 90 min

Tempo de
exposicao Tempo de envelhecimento (horas)
ao ozonio 0 (LOh) 48 (L48h) 60 (L60h) 72 (L72h)

(min)

0 (TO) 98,5+1,9aA 75,0+7,4bB 64,7 £ 8,1 bcB 55,3+ 10,1 cB
30 (T30) 95,0 £4,7 aA 87,3 £ 3,0 abA 77,5+ 4,4 bA 79,0 £2,0 bA
60 (T60) 90,0 £5,7 aA 76,3+ 9,3 bB 71,0 £ 2,0 bAB 66,0 £ 5,4 bB
90 (T90) 93,5+4,1aA 77,0 £ 6,6 bAB 74,0 £ 5,9 bAB 62,5+57cB

CE (uScm™g™")

0(TO) 27,0+1,1cA 42,5+ 2,9 bA 43,4 + 0,6 bA 59,1+2,0aA
30 (T30) 23,3+2,7cA 39,1 +55DbA 46,4 + 2,8 aA 34,7 +5,4bC
60 (T60) 215+23cA 36,4 + 1,9 bA 50,3+7,4 aA 46,4 +9,9 aB
90 (T90) 21,2+ 0,8 bA 42,3 + 3,6 aA 44,0+4,3 aA 49,4 + 3,2 aB

0 (TO) 9,1+0,3aB 8,5+0,3aA 4,7+ 1,2 bAB 3,8+0,2bA
30 (T30) 10,5+£0,3 aA 8,9+0,2bA 53+0,6 cA 25+0,1dB
60 (T60) 9,7 £ 0,6 aAB 8,3+0,3bA 4,8 +£0,2 cAB 3,5+0,3dA
90 (T90) 8,1+0,2aC 6,2+0,2bB 40+0,4cB 3,8+0,1cA

v

0 (TO) 742,51+ 46,3 aBC 701,2+2,3 aA 342,0 £ 132,4 bB 370,4 £ 18,8 bA
30 (T30) 845,2 + 29,8 aA 725,4 + 17,3 bA 481,9+ 55,8 cA 233,9+6,8dB
60 (T60) 794,3 £ 35,5 aAB 610,9+ 7,4 bB 423,9 + 18,0 cA 263,5+47,0dB
90 (T90) 696,3 + 0,0 aC 409,2 + 7,4 bcC 480,3 £ 15,3 bA 340,1+4,2cA

U

0 (TO) 610,7 £ 59,4 aB 534,1+ 1,6 bB 545,71+ 34,6 bC 4542 + 18,8 cB
30 (T30) 690,8 + 22,9 aA 538,7 £ 5,4 bB 692,8 + 65,0 aA 453,5+17,0cB
60 (T60) 676,0 £ 20,9 aA 465,8 + 0,0 bC 640,2 + 8,0 aB 415,6 + 28,1 cB
90 (T90) 613,5+ 0,0 aB 612,64 £ 16,0 aA 428,3+21,9¢cD 507,6 £ 12,9 bA

As médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna, n&o

diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. L- lote envelhecido
artificialmente por 0, 48, 60 e 72 horas; T- tempo de exposi¢ao ao ozdnio 0, 30, 60 e 90 min.

No que se refere ao L48h, a aplicagdo do 0z6nio gasoso, na concentragéo de
entrada de 10 mg L™, ocasionou incremento na germinagdo, quando adotado tempo
de exposi¢ao de 30 min (Tabela 1 e Figura 3). As sementes ozonizadas por 30 min
apresentaram germinagdo de aproximadamente 1,16 vezes aquele obtido nas
sementes ndo ozonizadas, obtendo-se valores superiores a 80%. No L48h, a variavel
condutividade elétrica n&o foi influenciada pelo tempo de exposi¢cao ao ozénio. Quanto
as variaveis comprimento de plantula e indice de vigor, destacam-se expressivas
reducdes quando adotado o tempo de exposicdo de 90 min. Nessa condicido, os
valores de comprimento de plantula e indice de vigor foram equivalentes a 0,73 e 0,58

vezes aqueles obtidos nas sementes n&o ozonizadas, respectivamente.
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Figura 3. Imagens de plantulas de feijao oriundas de sementes submetidas ao
processo de ozonizagdo. a) sementes ndo envelhecidas e ndo ozonizadas (LOhTO); b)
sementes nao envelhecidas e ozonizadas por 30 min (LOhT30); c) sementes ndo envelhecidas
e ozonizadas por 60 min (LOhT60) d) sementes nao envelhecidas e ozonizadas por 90 min
(LOhT90); e) sementes envelhecidas por 48 h, sem exposi¢éo ao ozénio (L48hT0) f) sementes
envelhecidas por 48 h e ozonizadas por 30 min (L48hT30) g) sementes envelhecidas por 48
h e ozonizadas por 60 min (L48hT60) h) sementes envelhecidas por 48 h e ozonizadas por
90 min (L48hT90). Concentragéo de entrada do ozénio de 10 mg L.
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No que tange aos L60h e L72h, de forma analoga ao L48h, houve incremento
da germinagao, quando adotado tempo de ozonizagdo de 30 min, na concentragéo de
entrada de 10 mg L' (Tabela 1). Nessa condigédo, obtiveram-se percentuais de
germinagao equivalentes a 1,20 vezes (L60h) e 1,43 vezes (L72h), nos Lotes 60h e
72h, respectivamente, em comparagao com as sementes ndo ozonizadas. Destaca-
se que, apesar do incremento na germinagao, os valores médios permaneceram
inferiores a 80%. Quanto a condutividade elétrica, ndo houve diferenga significativa
(P>0,05) no L60h em decorréncia dos diferentes tempos de ozonizagéo.

Por outro lado, o oz6nio ocasionou reducdo da condutividade elétrica nas
sementes do L72h, obtendo-se menor valor (34,7 + 5,4 uS cm-' g), no tempo de
exposicao de 30 min. Com relagdo ao comprimento de plantula no L60h, destaca-se
o valor obtido quando se adotou o tempo de exposigcdo de 30 min (5,3 £ 0,6
cm).Todavia, no L72h, o menor valor de comprimento de plantula (2,5 £ 0,1 cm) foi
observado no tempo de ozonizagao de 30 min. Salienta-se que apesar da aplicagao
do ozbnio, por 30 min, ter ocasionado aumento da germinag&o no L72h , o valor médio
de comprimento de plantula foi inferior aos obtidos nos demais tempos de exposi¢ao.
Analogamente, observou-se menor indice de vigor nas sementes do L72h ozonizadas

por 30 min.

3.1.2 Atividade enzimatica nas sementes de feijdo ozonizadas

No que se refere a atividade enzimatica nas sementes de feijdo, obteve-se
variagéo significativa devido a interagdo entre niveis de qualidade fisioldgica (L) e
tempos de ozonizagdo (TO) para catalase (CAT, FLxTOg4s = 2,51; P = 0,019) e
peroxidase (FLxTOg4s = 5,88; P < 0,0001). Entretanto, ndo houve efeito significativo
para a superoxido dismutase, quando se consideraram a interagdo entre niveis de
qualidade fisioldgica e tempos de ozonizagéao (SOD, FLxTOg4s = 1,07; P = 0,4030),
assim como para L (FL34s = 2,80; P = 0,0560) e TO (FL34s = 1,09; P = 0,3620),
isoladamente.

No que se refere a catalase (Tabela 2), enquanto no LOh e no L60h ndo houve
diferenga significativa (P>0,05), quando se comparou os valores obtidos para os
diferentes tempos de ozonizagdo, no L48h destacou-se o incremento obtido para o
tempo de exposicdo de 30 min. Nessa condi¢cdo, o valor obtido foi de 1,97 vezes
aquele obtido nas sementes n&o ozonizadas. Em contrapartida, no L72h, a menor
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atividade da enzima catalase foi verificada nas sementes ozonizadas por 30 min,
sendo equivalente a 0,23 vezes o valor obtido nas sementes ndo ozonizadas. A
tendéncia observada para a atividade das peroxidases no L48h foi similar ao da
catalase, em que o maior valor foi obtido para o tempo de exposi¢ao de 30 min, sendo
equivalente a 1,56 vezes ao das sementes ndo ozonizadas (Tabela 2). Quanto ao LOh,
destaca-se que houve redugao da atividade das peroxidases quando se adotou tempo
de exposicao de 90 min. No L72h, a maior atividade das peroxidases foi obtida para
tempo de exposigédo de 60 min (1,33 £+ 0,44 ymol min' mg™' de proteina). Com relagéo
a superoxido dismutase, os teores médios permaneceram entre 0,24 e 0,37 U min™'
mg' de proteina.

Tabela 2. Atividade das enzimas catalase (CAT); e peroxidases (POX) em sementes
de feijao ozonizadas na concentragéo de entrada de 10 mg L™, por até 90 min

Tempo de Tempo de envelhecimento (horas)

exposicao

ao ozbnio 0 (LOh) 48 (L48h) 60 (L60h) 72 (L72h)
(min)

CAT (umol min™' mg™ de proteina)
0 (TO) 398,40 + 119,7aA 303,70 +140,7aB 402,60+ 658aA 369,80+ 100,4 aA
30(T30)  361,10+835aA 597,70 +1284aA 390,20+217,7aA 86,30 + 50,3 bB
60 (T60) 409,24 +92,8aA 505,24 + 148,3aAB 398,29+ 106,3abA 180,58 + 70,0

bAB
90 (T90) 482,60 £ 94,4 aA 408,80 £ 236,1 342,60 £ 185,0 abA 202,10 + 116,8

abAB bAB

POX (umol min' mg™' de proteina)

0(TO) 2,80 £ 0,62 aA 1,80+ 0,15 bA 1,02 £ 1,20 cA 0,43 £ 0,20 cA
30 (T30) 2,85+ 1,00 aA 2,80 £ 0,30 aB 0,87 £ 0,30 bA 0,40 £ 0,13 bA
60 (T60) 2,12 £ 0,90 aAB 1,20 £ 0,35 bA 0,45+ 0,20 cA 1,33+ 0,44 bB
90 (T90) 1,70 £ 0,21 aB 1,20 £ 0,25 abA 0,64 £ 0,18 bA 0,52 + 0,11 bA

As médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maiuscula na coluna, néo diferem
estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. L- lote envelhecido artificialmente
por 0, 48, 60 e 72 horas; T- tempo de exposi¢ao ao ozénio 0, 30, 60 € 90 min

3.2 Analise multivariada

Na analise multivariada foram consideradas somente as variaveis cujo os
efeitos da interagdo entre niveis de qualidade fisioldgica e tempos de exposicéo ao
ozoénio ou dos fatores isoladamente foram significativos, de acordo com a analise de
variancia a 5% de probabilidade. Dessa forma, as variaveis consideradas foram
germinacao (GER), condutividade elétrica (CE), indice de vigor (IV), indice de

uniformidade (IU), comprimento de plantulas (CP) e a atividade das enzimas catalase
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(CAT) e peroxidase (POX). De acordo com a Analise de Componentes Principais,
verificou-se que a soma das componentes principais PC1 e PC2 foi igual a 82,2%
(Figura 4).

E possivel observar a direcdo dos vetores na Figura 4a, tendo-se a ordenacao
no espaco de cada uma das variaveis consideradas. As variaveis CAT, POX, CP, IU
e IV estdo localizadas no primeiro quadrante, CE no segundo quadrante e GER no
quarto quadrante. Na Tabela 3, verifica-se que as variaveis GER, CP, POX, IU e IV
foram as que mais contribuiram positivamente para a componente principal 1 (PC1),
com Joadings ou coeficientes da equagdo iguais a 0,92, 0,94, 0,91 e 0,97,
respectivamente. Por outro lado, a variavel CE contribuiu negativamente para a CP1,
com coeficiente de -0,81. Com relagdo a componente principal 2 (PC2), a variavel que
mais contribuiu positivamente foi a CAT com coeficiente de 0,75 (Tabela 3).

Tabela 3 - Equagbes dos componentes 1 (PC 1) e 2 (PC 2) da Analise de
Componentes Principais (PCA) das sementes de feijdo com diferentes niveis de
qualidade fisiologica, expostas ao 0zénio por 0, 30, 60 e 90 minutos a vazdo de 1L
min~' e concentragcdo de 10 mg L

Componentes Equacdes
PC1 PC1=0,92GER - 0,81CE + 0,941V + 0,64IU + 0,97CP + 0,57CAT + 0,91POX
PC2 PC2 =-0,27GER + 0,43CE + 0,041V + 0,12IU + 0,08CP + 0,75CAT - 0,03POX

GER - germinagao; CE- condutividade elétrica; IV- indice de vigor; IU- indice de uniformidade;
CP- comprimento de plantulas; CAT- catalase; POX- peroxidase.

A partir da analise da projecédo das componentes principais CP1 e CP2 (Figura
5b), destaca-se que as sementes do lote ndo submetido ao envelhecimento artificial
(LOhTO, LOhT30, LOhT60 e LOhT90), independentemente do tempo de ozonizagao,
estdo localizadas no quarto quadrante, ou seja, apresentaram maiores valores de
germinagao. Por outro lado, o L48hT30 (sementes submetidas ao envelhecimento
artificial por 48 h e ozonizadas por 30 min) esta localizado no primeiro quadrante,
proximo ao vetor da enzima catalase e relativamente distante dos demais tratamentos.
Os tratamentos localizados nos quadrantes 1 e 4 sdo os que maior qualidade
fisioloégica apresentaram.

Os tratamentos referentes as sementes do L60h (L60hTO, L60hT30, L60hT60
e L60hT90), independentemente do tempo de ozonizagdo, estdo localizados no

segundo quadrante, assim como o tratamento L72hTO (submetidas ao
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envelhecimento acelerado por 72 h e n&do ozonizadas). Quanto as sementes
submetidas a envelhecimento por 72 e ozonizadas por 30 min (L72hT30), 60 min
(L72hT60) e 90 min (L72hT90), salienta-se que est&o dispostas no terceiro quadrante.

Os tratamentos dispostos nos quadrantes 2 e 3 foram os que menor qualidade

fisiologica apresentaram.
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Figura 4. Biplot da analise de componentes principais (PCA). a- Analise de PCA das
variaveis; b- Analise de PCA individual. 1- LOhTO; 2- LOhT30; 3- LOhT60; 4- LOhT90; 5-
L48hTO; 6- L48hT30; 7-L48hT60; 8- L48hT90; 9- L60NhTO; 10- L60hT30; 11- L60hT60; 12-
L60hT90; 13- L72hTO; 14- L72hT30; 15- L72hT60; 16- L60hT90. CE- Condutividade elétrica;
GER- % germinagéo; CP- comprimento de plantulas; IV- indice de vigor; IU- indice de
uniformidade; POX- peroxidase; CAT- catalase. L- tempo de exposigdo ao envelhecimento
artificial em horas; T- tempo de exposigdo ao gas 0zbénio; Concentragédo de entrada do ozénio de 10
mg L.
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4. DISCUSSAO

O ozdbnio € um gas que se destaca pelo seu elevado potencial oxidativo e tem
sido testado no tratamento de sementes (MAXIMIANO et al., 2018; MONTEIRO et al.,
2021; ROSA et al., 2022). No presente estudo, avaliou-se o efeito do 0z6nio gasoso
na qualidade fisiolégica e na atividade enzimatica em sementes de feijdao com
diferentes niveis de qualidade fisiologica.

Dentre os lotes de sementes utilizados no presente estudo, somente o LOh,
(sementes ndo submetidas ao envelhecimento artificial) apresentava inicialmente
percentual de germinagao superior a 80%, limite exigido para comercializagado de
sementes de feijado no Brasil (BRASIL, 2013). Nesse lote, a aplicagdo do 0zbnio nédo
ocasionou aumento significativo da germinagao (P>0,05) (Tabela 1). Por outro lado, o
ozbénio provocou aumento expressivo na germinagdo das sementes do L48h
(envelhecimento artificial por 48h), quando se adotou tempo de ozonizagao de 30 min
(concentragdo de entrada do gas de 10 mg/L). Nessa condigdo, também houve
aumento significativo (P<0,05) no comprimento das plantulas (CP) (Tabela 1).
Resultados similares foram obtidos por Rosa et al. (2022), quando ozonizaram
sementes de milho por 30 min, na concentragéo de entrada de 10 mg/L. Esses autores
verificaram incrementos de aproximadamente 1,8 e 1,2 vezes na germinagédo e no
comprimento de plantula nas sementes tratadas em relagao as ndo ozonizadas.

Os resultados referentes ao percentual de germinagédo sugerem ter ocorrido
reversao dos danos nas sementes. Entretanto, esse efeito do ozénio foi dependente
do tempo de ozonizacao e da qualidade fisiolégica inicial das sementes. E importante
mencionar que o aumento do periodo de ozonizagao, para o L48h, ndo ocasionou
variagao significativa da germinagéao (P>0,05). Dessa forma, a exposicdo ao ozbénio
por 30 min tem impacto positivo na germinagcdo de sementes (RIFNA; RAMANAN;
MAHENDRAN, 2019; MONTEIRO et al., 2021). Entretanto, esse efeito nao foi
expressivo nas sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por periodo
superior a 48 h. De acordo com Binotti et al. (2008), sementes expostas ao
envelhecimento artificial por até 48h ainda apresentam capacidade de reorganizar e
reparar danos nas membranas. Isso justifica os resultados de germinagao obtidos nos
L60h (envelhecimento artificial por 60 h) e L72h (envelhecimento artificial por 72 h).
Nesses lotes, a ozonizagao por 30 min ndo ocasionou aumento da germinagéo, de tal

forma a atingir o percentual de germinagao de 80% (BRASIL, 2013).
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No que se refere a condutividade elétrica (CE), verificou-se aumento nos
valores médios a medida que se elevou o tempo de envelhecimento acelerado.
Todavia, 0 0zénio somente ocasionou reduc¢ao nos valores médios de condutividade
elétrica nas sementes do L72h. Salienta-se que maiores valores de condutividade
elétrica indicam maior quantidade de aminoacidos, de agucares, de ions de potassio
e de fésforo no exsudato (BINOTTI et al., 2008). E importante mencionar que o vetor
da condutividade elétrica, na variavel multivariada (Figura 4a), esta localizado no
terceiro quadrante, oposto aos das variaveis germinagao, comprimento de plantula
(CP) e indices de vigor (IV) e de uniformidade (IU). Resultado similar foi obtido por
Monteiro et al. (2021), que utilizaram agua ozonizada para tratar sementes de milho.

Com relagdo ao indice de vigor (V) (Tabela 1), os resultados indicaram que
as sementes ndo submetidas ao envelhecimento artificial (Lote Oh), expostas ou n&o
ao ozb6nio, podem ser classificadas como de vigor excepcional ou de alto vigor,
considerando-se a escala de classificagdo proposta pela The Ohio State University,
USA, para o software SVIS®. De acordo com essa escala, sementes com indices
entre 800 e 1000 s&o de vigor excepcional, de 600 a 799 séo de alto vigor, de 400 a
599 sdo de bom vigor e de 200 a 399 sao de baixo vigor (Marcos-Filho et al., 2009).
As sementes do L48h permaneceram como de alto vigor, exceto quando adotado
tempo de exposi¢gado de 90 min, em que as sementes podem ser classificadas como
de bom vigor. Quanto ao L60h as sementes ndo ozonizadas foram de baixo vigor,
enquanto as ozonizadas por 30 min, 60 min e 90 min foram classificadas como de
bom vigor. Finalmente, as sementes do L72h, independentemente do tempo de
0zonizagao, permaneceram com baixo vigor.

O fato de o ozbnio ndo ter afetado os niveis da enzima catalase no LOh,
independentemente do tempo de exposicdo ao ozbnio (Tabela 2), sugere que na
auséncia de estresse oxidativo lotes de elevada qualidade fisiologica apresentam um
equilibrio entre a atividade da enzima e a produgao de espécies reativas de oxigénio
(EROs) (DEL LONGO et al.,1993; GUO et al., 2006; DE ARAUJO et al., 2021). Dessa
forma, a ozonizagcdo, nas condigdes adotadas no presente estudo, ndo ocasionou
aumento dos niveis de catalase nas sementes de feijdo de elevada qualidade
fisiologica. No L48h o estresse oxidativo causado pelo envelhecimento artificial,
resultou provavelmente no desbalanco entre a atividade da CAT e a eliminagao das
EROs.
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Nesse contexto, o aumento mais expressivo do nivel de catalase foi
observado nas sementes do L48h e ozonizadas por 30 min. Destaca-se que nessa
condigdo foi verificado expressivo aumento na germinagdo e no comprimento de
plantulas (Tabela 1). Além disso, o vetor da catalase (Figura 4a) e as sementes do
L48h e ozonizadas por 30 min (6- L48hT30) (Figura 4b) est&o localizadas no primeiro
quadrante. Entdo, sugere-se que o o0zdnio ocasionou aumento na atividade da
catalase e, consequentemente, redugcdo nas EROs. O incremento na atividade da
catalase pode ter resultado na redugao eficiente e eficaz de H20>, transformando-o
em HO (GUO et al, 2006; MEHLA et al, 2017; JESUS et al, 2020b;
HASANUZZAMAN et al., 2020). Em tempos de envelhecimento superiores a 48 h, o
o0zdnio nao foi capaz de provocar incremento na atividade da catalase. Possivelmente,
nessas condicoes de envelhecimento artificial ocorreram danos irreversiveis nas
membranas das células e nas proteinas, resultando em modificagcbes nos
aminoacidos, quebra de cadeia peptidica, aumento da degradagédo proteolitica e
inativagao enzimatica (MEHLA et al., 2017; JESUS et al., 2020a; JESUS et al., 2020b).

No LOh, a exposi¢gao ao 0zbnio n&o afetou significativamente a atividade das
enzimas peroxidases (POX), a excegdo da exposicdo por 90 min (Tabela 2). A
semelhanga da catalase, a peroxidase € responsavel pela eliminagdo de H2O2. A
peroxidase é sinalizadora de estresse oxidativo e, portanto, inicialmente ha aumento
dos niveis dessa enzima. Com a intensificacdo do estresse, os niveis da peroxidase
decrescem e ocorre incremento na catalase (MEHLA et al., 2017; JESUS et al.,
2020c). No L48h, pode-se verificar que a exposi¢céo ao ozbénio por 30 min ocasionou
aumento da atividade das peroxidases, assim como da catalase, implicando em,
provavelmente, na redugéo dos niveis de H.02 (NAKANO; ASADA, 1981).

No presente estudo, foi possivel observar que o ozbdnio € capaz de induzir
alteragdes positivas nas sementes de feijao, submetidas a envelhecimento artificial
por até 48 h, quando adotada concentragdo de entrada de 10 mg L' e tempo de
exposi¢cao de 30 min. Nessa condigdo, verificou-se incremento da germinagéo e do
comprimento de plantulas. Foi possivel associar essas alteragdes na qualidade
fisiologica a atividade enzimatica nas sementes, uma vez que houve aumento dos
niveis de catalase e de peroxidase. Trabalhos posteriores sdo necessarios no intuito
de determinar se essas alteragbes na qualidade fisiolégica de sementes de feijao
verificadas em laboratério sdo expressas também em campo. Além disso, é

importante determinar o efeito de concentracbes mais elevadas na qualidade das
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sementes de feijdo e adotar outras técnicas para elucidar o mecanismo de ag&o do

oz6nio, como espectroscopia no infravermelho proximo (NIR).
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢cdes do estudo, foi possivel concluir que:

A ozonizagao (10 mg L-1 por 30 min) de sementes de feijdo, envelhecidas por
48 h é capaz de ocasionar efeitos positivos, tais como aumento do percentual
germinagao, do comprimento de plantulas e da atividade das enzimas catalase
e peroxidase.

O ozbnio ndo é capaz de induzir recuperagao da qualidade fisiologica de

sementes submetidas a envelhecimento artificial por periodo superior a 48 h.

De modo geral, a exposigdao de sementes de feijdo ao ozdnio por tempo
superior a 30 minutos, na concentragédo de entrada do gas de 10 mg L-1, ndo

implica em efeitos positivos na qualidade fisiologica e atividade enzimatica.
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Capitulo 2: Qualidade fisiolégica, desempenho em campo e espectroscopia no

infravermelho préximo (FT-NIR) em sementes de feijao ozonizadas

Resumo: O presente trabalho objetivou avaliar a qualidade fisiologica, o desempenho
em campo e detectar possiveis alteragdes bioquimicas por espectroscopia no
infravermelho préximo em sementes de feijdo ozonizadas. Foram utilizados dois lotes
de sementes de feijao: i) lote de sementes ndo submetidas ao envelhecimento artificial
(LOh) e ii) lote de sementes submetidas ao envelhecimento artificial por 48h (L48h).
Cada um dos lotes de sementes foi exposto ao gas ozbénio nas concentragdes de
entrada de 0 (C0), 10 mg L' (C10) e 20 mg L' (C20), por 30 min. Foi avaliada a
qualidade fisiologica das sementes (germinacg&o, condutividade elétrica e crescimento
de plantulas) e desempenho em campo (altura de plantas (cm), didmetro do caule
(mm), numero de plantas e de vagens e a produtividade). Avaliou-se ainda alteragbes
nas sementes expostas ou ndo ao ozbénio por meio de espectroscopia no
infravermelho préximo. Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado e o
Delineamento em Blocos ao Acaso nos experimentos de laboratorio e campo,
respectivamente. Foi realizada Analise de Variancia e posteriormente teste de Tukey,
a 5% de probabilidade (Analise Univariada). Posteriormente, realizou-se Analise
Multivariada, utilizando-se Analise de Componentes Principais (PCA). Os espectros
obtidos por meio do FT-NIR foram submetidos ao pré-processamento pelo método de
Savitzky-Golay (SG), sendo em seguida utilizados para a obtencdo de um modelo
utilizando-se a PLS-DA (analise discriminante de minimos quadrados parciais). O
ozo6nio ndo teve efeitos significativos nas sementes do lote ndo envelhecido, quando
se avaliou o desempenho das sementes em laboratério e em campo. Contudo, foi
observado aumento no potencial fisiolégico das sementes envelhecidas em fungéo da
aplicacdo do ozénio, com aumento nos valores de germinagao e nos indices de
crescimento das plantulas e redugcao nos valores de condutividade elétrica. O efeito
positivo do ozénio em sementes envelhecidas por 48 h foi comprovado também
guando se avaliou o desempenho em campo, sendo obtido maior produtividade nas
sementes ozonizadas com a concentragdo de 20 mg L. Analisando-se os espectros
de FT-NIR foi possivel separar as sementes ozonizadas das n&o ozonizadas,
independente do envelhecimento ou ndo das sementes, o que indica a ocorréncia de
alteracdes bioquimicas provocadas pelo tratamento. Elevando-se a concentragao de
ozo6nio de 10 para 20 mg L™ foi possivel potencializar os efeitos do gas.
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ABSTRACT: This study aimed to evaluate the physiological quality, field performance
and detect possible biochemical alterations by near infrared spectroscopy in ozonized
bean seeds. Two bean seed lots were used: i) seed lot not submitted to artificial aging
(LOh) and ii) seed lot submitted to artificial aging for 48h (L48h). Each of the seed lots
was exposed to ozone gas at the input concentrations of 0 (C0), 10 mg L-1 (C10) and
20 mg L-1 (C20), for 30 min. Seed physiological quality (germination, electrical
conductivity and seedling growth) and field performance (plant height (cm), stem
diameter (mm), number of plants and pods and productivity) were evaluated. Changes
in seeds exposed or not to ozone were also evaluated by means of near infrared
spectroscopy. A Completely Random Design and a Random Block Design were
adopted in the laboratory and field experiments, respectively. Analysis of Variance was
performed and later Tukey's test, at 5% probability (Univariate Analysis).
Subsequently, Multivariate Analysis was performed using Principal Component
Analysis (PCA). The spectra obtained through FT-NIR were submitted to pre-
processing by the Savitzky-Golay (SG) method, and then used to obtain a model using
PLS-DA (partial least squares discriminant analysis) . Ozone had no significant effects
on seeds from the non-aged batch, when seed performance was evaluated in the
laboratory and in the field. However, an increase in the physiological potential of aged
seeds due to the application of ozone was observed, with an increase in germination
values and seedling growth rates and a reduction in electrical conductivity values. The
positive effect of ozone on seeds aged for 48 h was also proven when evaluating field
performance, with higher productivity being obtained in ozonized seeds with a
concentration of 20 mg L-1. Analyzing the FT-NIR spectra, it was possible to separate
the ozonized seeds from the non-ozonized ones, regardless of whether or not the
seeds had aged, which indicates the occurrence of biochemical alterations caused by
the treatment. By increasing the ozone concentration from 10 to 20 mg L-1 it was

possible to potentiate the effects of the gas.

Keywords: ESI. PCA. VigorS. PLS-DA.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populagao previsto para 2050 impde a necessidade de
aumento na produgdo de alimentos, em especial no que se refere as culturas
agricolas. Neste contexto, as sementes se destacam como um dos fatores de
producdo preponderante neste processo (SMITH e RAO, 2021). E fundamental o uso
de sementes de boa qualidade fisiologica, genética, sanitaria e fisica e sua interagéo
com outros fatores de producgao, tais como adubacao, irrigagdo (BINOTTI et al., 2008;
MARCOS -FILHO, 2015; ZUCARELI et al., 2015). Esse conjunto de fatores possibilita
o incremento da producéo e produtividade e, consequente, garantia da seguranca
alimentar (ZUCARELI et al., 2015). Sob condi¢bes 6timas, tem-se maior porcentagem
de emergéncia, plantas com desenvolvimento uniforme, maior tolerancia a pragas,
doencas e plantas daninhas, associados ao aumento nos indices de produtividade e
produto de 6tima qualidade (BINOTTI et al., 2008; ZUCARELI et al., 2015).

O feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) se destaca por ser a leguminosa mais
importante no consumo humano, em especial para pequenos agricultores em regides
tropicais (SMITH e RAO, 2021). E importante mencionar que o feijdo é considerado
uma fonte critica de proteinas na dieta, além de fonte boa fonte de carboidratos,
minerais e vitaminas (YEKEN, ET AL., 2018; SMITH e RAO, 2021). Nesse contexto,
tem-se que o feijdo é um alimento essencial aos brasileiros, sendo fundamental a sua
disponibilidade a populagéo, devido a sua facil insergcéo a dieta (LOVATO et al., 2018).
O Brasil é o maior produtor mundial do feijao (BOREM; CARNEIRO, 2015), com
produtividade de aproximadamente 1,0 t ha™!, com potencial para atingir até 3 t ha™
(BOREM; CARNEIRO, 2015; CONAB, 2022), sendo a germinagdo e o vigor das
sementes fatores determinantes. Salienta-se que no Brasil foi estabelecido o
percentual minimo de 80% de germinagéo para semente comercial de feijao (BRASIL,
2013).

Entretanto, perdas relacionadas a qualidade fisiolégica das sementes podem
ocorrer em campo e durante o armazenamento, associadas ao desenvolvimento de
patogenos e perda de integridade das membranas celulares (BINOTTI et al., 2008;
ZUCARELI et al., 2015). Dessa forma, € importante que sejam estudados métodos de
tratamentos, que sejam eficientes auxiliar no reparo desses possiveis danos. Binotti
et al. (2008) analisaram a qualidade fisiologica de sementes de feijao submetidas a
diferentes tempos de envelhecimento artificial e indicaram que sob envelhecimento
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artificial 48 h as sementes ainda apresentavam capacidade de reorganizar e reparar
danos nas membranas.

Nesse contexto, a ozonizacéo tem sido proposta como método de sanitizagao
e estimulante ao desenvolvimento inicial de plantulas. O ozbénio € um gas que se
destaca pelo seu elevado potencial oxidativo (2,07 mV) e tem sido testado para outras
finalidades, além do tratamento de sementes, tais como controle de insetos (HARDIN
et al., 2009; GAD et al., 2021; SILVA et al., 2022) e de microrganismos (DA COSTA
et al., 2021; FERREIRA et al, 2021). No que se refere as sementes, as pesquisas ja
realizadas indicaram efeitos positivos em milho, como incremento da germinacgéao e
reducdo da condutividade elétrica (MAXIMIANO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021,
ROSA et al., 2022). Entretanto, é necessario que seja determinada uma combinagao
adequada de concentragdo de entrada do gas e tempo de exposicdo para cada
cultura. As pesquisas ja realizadas objetivaram avaliar o efeito do ozénio em sementes
de milho (VIOLLEAU et al., 2008; MAXIMIANO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2021;
ROSA et al., 2022), de trigo (LAZUKIN et al., 2018) e quinoa (ALENCAR et al., 2021)
. Ressalta-se que ainda ndo ha na literatura relatos sobre o efeito do 0zénio gasoso
em feijdo comum, no intuito de verificar o efeito do tratamento na qualidade das
sementes.

E importante destacar que, em geral, as pesquisas ja realizadas objetivaram
avaliar o efeito do ozénio na qualidade fisiolégica das sementes, considerando-se
variaveis como germinacgéo, condutividade elétrica, comprimento de plantula, dentre
outras (VIOLLEAU et al., 2008; MAXIMIANO et al., 2018; ROSA et al., 2022). No
entanto, o mecanismo pelo qual o ozdnio atua nas sementes ainda permanece por ser
elucidado.

Dessa forma, € importante a complementacéo dos resultados desses métodos
que permitam identificar possiveis alteracbes nas sementes (FENG et al., 2019;
WANG et al., 2020). A analise de sementes por espectroscopia do infravermelho
proximo (FT-NIR) vem sendo citada como uma ferramenta inovadora e eficaz na
predicdo da qualidade fisiologica de sementes (PLANS, M. et al., 2012; FARHADI,
TIGABU; ODEN, 2015; XAVIER et al., 2019; ANDRIAZZI; ROCHA; CUSTODIO,
2023). O FT-NIR se destaca pelo fato de ser um método ndo destrutivo, exato, rapido
e exploratério, na medida que permite fazer associagao entre alteragdes fisiologicas e
alteragdes na dinamica de grupos funcionais das sementes (FARHADI; TIGABU;
ODEN, 2015; PASQUIM, 2018). Assim, por meio da analise por FT-NIR, espera-se
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que seja possivel verificar a ocorréncia de alteragdes na dinamica dos grupos
funcionais de sementes, como consequéncia do uso do ozdnio.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a qualidade
fisiologica, o desempenho em campo e detectar possiveis alteragbes bioquimicas por

espectroscopia no infravermelho préximo em sementes de feijdo ozonizadas.
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2. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos experimentos em laboratorio e em campo, no periodo de
maio a novembro de 2022. O Experimento em laboratdrio foi realizado no Laboratorio
de Pés-colheita da Area de Armazenamento de Produtos Agricolas, do Departamento
de Engenharia Agricola e no Laboratério de Pesquisa de Sementes do Departamento
de Agronomia, ambos pertencentes a Universidade Federal de Vigosa, UFV. O
Experimento em campo foi conduzido na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensao
Professor Diogo Alves de Mello, pertencente ao Departamento de Agronomia da UFV.
Foram utilizadas sementes de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) cultivar “BRSMG

Marte”, com 12,5 % de teor de agua.

2.10btencgao dos lotes de sementes de feijao e tratamento com ozénio

Foram utilizados dois lotes de sementes de feijdo: i) lote de sementes nao
submetidas ao envelhecimento artificial; e ii) lote de sementes submetidas ao
envelhecimento artificial. No processo de envelhecimento artificial, as sementes foram
distribuidas sobre uma tela de ago inoxidavel na metade superior de uma caixa
plastica com dimensdes: de 11 x 11 x 3,5 cm, contendo 40 mL de agua e mantidas na
BOD a 42 °C por 48 h.

Adotaram-se trés concentragbes de entrada do ozénio, sendo 0 mg L' (sem
exposi¢do ao ozonio - controle), 10 mg L' e 20 mg L-". Adotou-se 20 mg L™, no intuito
de verificar o efeito de maior concentragcdo de entrada do gas na qualidade das
sementes. O gas foi obtido e o gerador calibrado e as concentragcdes determinadas
conforme descrito em 2.1.2 do capitulo 1.

Cada um dos lotes de sementes foi exposto ao gas 0zdnio na concentragao de
0,10 mg L' e 20 mg L™, por 30 min. O tempo de 30 minutos foi definido com base em
experimentos prévios. No total foram seis combinagdes entre lotes de sementes e
concentracdo de entrada do ozbnio, com quatro repeticbes. O gas o0zbénio foi
distribuido uniformemente dentro de um cilindro feito de PVC, dimensionado com 0,17
m de altura e 0,20 m de diametro (Figura 1 do capitulo 1). E, em cada um dos 4 sacos
de organza (10 x 20 cm) foram colocadas 200 g de sementes. Atingido o tempo de
exposi¢ao de 30 min, as amostras foram retiradas do cilindro.
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2.2 Qualidade fisiologica das sementes de feijao ozonizadas

A qualidade fisiologica das sementes de feijao foi avaliada em laborat6rio,
considerando-se as seguintes variaveis: germinag¢ao, condutividade elétrica e analise

de crescimento de plantulas.

2.21 Teste de germinagéo (GER)

As sementes foram colocadas sobre papel germitest umedecido com volume
de agua equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco e mantidas em germinador
a 25 °C e fotoperiodo de 8 h. Foram utilizados quatro repeti¢cdes de 50 sementes para
cada tratamento. A porcentagem das plantulas normais para a primeira contagem de
germinagao (PCG) foi determinada no 5° dia e a germinagéo (G) avaliada no 8° dia
apos a semeadura, e os resultados expressos em porcentagem conforme descrito em
BRASIL (2009).

2.2.2 Teste de condutividade elétrica (CE)

Quatro repeticoes de 50 sementes foram pesadas e colocadas em recipientes
contendo 75 mL de agua destilada. O material foi mantido em BOD a 25 °C, por 24
horas (KRZYZANOWSKI et al., 2020). Apdés esse periodo, foi determinada a
condutividade elétrica da solugdo, por meio de um condutivimetro modelo DM 31
Digimed®. Os resultados obtidos foram expressos em uS cm™' g

2.2.3 Comprimento de plantulas (CP), indice de vigor (IV) e indice de
uniformidade (IU)

Foram utilizadas quatro repeticbes de 20 sementes para cada tratamento,
semeadas em papel germitest umedecido com agua destilada na proporg¢ao de 2,5
vezes o0 peso do papel seco (Figura 2a do capitulo 1). Os rolos de papel foram
mantidos em germinador a 25 °C, por trés dias. Apos esse periodo, as plantulas foram
escaneadas e mensurado o comprimento de raiz e da parte aérea utilizando o

Software Vigor-S® (Figura 2b do capitulo 1). Os dados de comprimento foram
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utilizados para o calculo do indice de uniformidade (IU) (CASTAN et al., 2018; SAKO
et al., 2001) e indice de vigor (IV) (MEDEIROS; PEREIRA, 2018).

2.3 Desempenho em campo de sementes de feijao expostas ao ozénio

2.3.1 Condigbes edafoclimaticas

O clima da regiao na qual o experimento foi realizado € classificado, segundo
Koppen, como sendo do tipo Cwa, com verdo mais quente e chuvoso que o inverno.
Os valores para temperaturas médias diarias (maxima e minima) e precipitagéo
acumulada diaria, durante o periodo de conducédo do experimento de campo, estao
apresentados na Figura 1. O solo da regido é classificado como do tipo Argissolo

vermelho.
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Figura 1. Temperatura maxima e minima diaria (°C) e precipitagdo diaria acumulada
(mm) durante o periodo de 31 maio a 06 setembro 2022 (Fonte: INMET)
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2.3.2. Implantag&o do experimento em campo

A semeadura foi feita no dia 31 de maio de 2022, de forma convencional, sendo
colocadas 13 sementes por metro linear. O experimento foi conduzido em DBC, com
seis combinagdes entre lotes de sementes e concentragdo de entrada do ozénio e
quatro repetigdes, perfazendo 24 parcelas. A area util consistiu das duas linhas
centrais, retirando-se as bordas (2,5 m?). A adubagéo de plantio foi feita com 3,5 kg
de N-P-K 6-30-6, levando-se em consideragcdo os resultados de analise de solo
(Tabela 1) e as necessidades da cultura do feijao (VIEIRA et al., 2015). Apds o plantio,
foi feita a irrigagdo, pratica que foi continuada com periodicidade semanal até a
floracdo. Apos este periodo, adotou-se intervalo de irrigagao de 15 dias. O controle de
plantas daninhas foi feito manualmente até a floragdo. A colheita foi aos 96 dias apos
a semeadura. As plantas foram coletadas e colocadas em ambiente natural, para os
graos secarem até 13% de teor de agua.

Tabela 1. Resultados da analise quimica de solo.

pH MO P K Cazr Mgz Al H+Al SB t T V. m  P-rem

dag kg™’ mg dm3 cmolc dm-3 % mg L’
6,0 21 84 125 263 0,65 0,0 2,97 36 36 657 54,8 0,0 31,8

P — fésforo e K — potassio, Extrator Mehlich 1; Ca - calcio, Mg - magnésio e Al -
aluminio, Extrator KCI 1 mol/L; H + Al, Extrator Acetato de Calcio 0,5 mol/L a pH 7,0;
SB - soma de bases trocaveis; t - capacidade de troca catibnica efetiva; T - capacidade
de troca catidnica a pH 7,0; V - indice de saturacéo por bases; m - indice de saturagao
por aluminio; MO - matéria organica; Mat. Organica = C.Org x 1,724 - pelo método de
Walkley - Black; P-rem - fésforo remanescente.

2.3.3. Variaveis analisadas em campo

Em campo foram analisadas as seguintes variaveis: emergéncia (EMER; %),
indice de velocidade de emergéncia (IVE), altura de plantas (APL; cm), didmetro de
caule (DCAL; cm), numero de plantas (NP), numero de vagens por planta (NVP) e
rendimento de grdos (REND; kg ha'). A avaliagdo de emergéncia foi feita por

contagem de plantas emergidas na area util, diariamente até a obtencdo de numero
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constante. A partir dos dados diarios de EMER, foi estimado o IVE (indice de

velocidade de emergéncia), utilizando-se a Equagéao 1, proposta por Maguire (1962).

(B (E; E,
IVE = <ﬁ1) + <N_2) +e <N_n) [Equag&o 1]

Onde:

E+, E2 e En correspondem ao numero de plantulas emergidas observadas na
primeira, segunda e ultima contagem, respectivamente.

N1, N2 e N, correspondem ao numero de dias decorridos da primeira, segunda

e ultima contagem, respectivamente.

A medi¢do da altura de plantas (cm) foi feita em 10 plantas devidamente
marcadas na area util, utilizando-se fita métrica, com medi¢c&do da superficie do solo
até ao ponto de inser¢cao da primeira folha composta. O didmetro do caule (mm) foi
medido nas mesmas 10 plantas marcadas, com o auxilio do paquimetro digital. Ambas
as medicoes foram feitas até a floragdo. Apds a colheita das plantas na area util, foi
feita a contagem do numero de plantas e vagens. A determinagédo do rendimento de
graos foi feita debulhando-se as vagens manualmente e pesando-se os gréos, com
os resultados expressos em kg ha™'.

2.4 Espectroscopia no infravermelho préximo (FT-NIR)

Foram utilizadas quatro amostras por tratamento e cada uma delas foi lida 6
vezes, em volume suficiente para cobrir todo o recipiente de amostras (Figura 2). A
leitura dos espectros foi realizada no espectrémetro Thermo Scientific, modelo Antaris
Il com transformada de Fourier, em modo de reflectancia (R). A faixa investigada foi
de 1.000 nm a 2.500 nm, com incremento de 8 cm™'. Os resultados foram expressos
em absorbancia (log (1/R)).

Os espectros obtidos por meio do FT-NIR foram submetidos ao pré-
processamento pelos seguintes métodos: centralizagdo, SNV e pelas 12 e 22
derivadas de Savitzky-Golay (SG), objetivando-se a redugdo do ruido dos espectros
coletados e aprimoramento dos modelos de classificacdo. Na sequéncia, foi feita a
analise de PCA com calibracdo de PLS-DA (analise discriminante de minimos

quadrados parciais) no software R utilizando-se o pacote Caret (KUHN et al., 2020).
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Os modelos de classificacdo obtidos foram avaliados pelas métricas de acuracia e
coeficiente kappa. Ainda, foram obtidas as importancias das variaveis para o modelo

selecionado como mais eficiente.

Figura 2. Analise no NIR no Espectrometro Thermo Scientific, modelo Antaris Il. Fonte:
Autora (2022)

Os espectros obtidos a partir do FT-NIR foram correlacionados com os grupos
funcionais, de acordo com os comprimentos de onda de maior importancia para o

modelo.

2.5 Analise estatistica

No experimento em laboratorio, na determinagao da qualidade fisiolégica das
sementes de feijdo, adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). No
experimento em campo, adotou-se Delineamento em Blocos ao Acaso (DBC). Em
ambos os casos, utilizou-se fatorial 2*3, sendo dois niveis de qualidade fisiologica das
sementes Lote Oh (LOh) e Lote 48h (L48h)) e trés concentragdes de ozdnio (0 mg L
(C0O0) 10 mg L' (CO10) e 20 mg L' (CO20), com quatro repetigdes. Inicialmente foi
realizada Analise de Variancia e posteriormente teste de Tukey, a 5% de probabilidade
(Analise Univariada). Posteriormente, realizou-se Analise Multivariada, utilizando-se
Analise de Componentes Principais (PCA). Na Analise Multivariada, foram
consideradas somente as variaveis em que houve efeito significativo devido a

interag&do entre niveis de qualidade fisiologica e tempos de exposigdo ao ozbnio, ou
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devido aos fatores isoladamente, na Analise Univariada. Nas analises estatisticas,

utilizou-se o software StatPlus 5.0 (AnalystSoft Inc, Canada).
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3. RESULTADOS

3.1 Analise Univariada

Verificou-se interac&o significativa entre niveis de qualidade fisiologica das
sementes de feijao (L) e concentragdes de entrada do ozénio (CO), para as variaveis
germinagao (GER, FLxCO2,1s = 7,68; P = 0,004), emergéncia (EMER, FLxCO2,15 =
3,82; P=0,04) e indice de velocidade de emergéncia (IVE, FLxCO2,15 = 3,79; P < 0,04)
(Tabela 2).

No que se refere a germinagdo, ndo houve diferenga significativa (p>0,05),
quando se compararam os valores médios obtidos no Lote Oh (sementes n&o
submetidas ao envelhecimento artificial) (Tabela 2). Por outro lado, as sementes
submetidas previamente ao envelhecimento artificial (Lote 48h) apresentaram
germinagao superior a 85%, nas duas concentracdes de entrada adotadas. Para esse
lote, a germinagcdo das sementes ozonizadas foi de = 1,2 vezes o valor obtido nas
sementes n&o ozonizadas. Resultados similares foram obtidos para as variaveis
emergéncia e indice de velocidade de emergéncia, em que diferengas significativas
entre as médias obtidas nas diferentes concentragdes de ozdnio foram observadas
apenas nas sementes envelhecidas artificialmente (L48h). Todavia, para essas
variaveis, destacou o tratamento com concentragdo de entrada de oz6nio de 20 mg L-
1 (L48hC0O20). Os valores médios de emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia nas sementes ozonizadas na concentragdo de 20 mg L' foram
equivalentes a = 1,3 vezes aqueles obtidos nas sementes ndo ozonizadas (Tabela 2).

Nado foram verificadas interagcdo significativa entre niveis de qualidade
fisiologica das sementes de feijdo (L) e concentragdes de entrada do ozdénio (CO),
para as variaveis condutividade elétrica (CE, FLxCO2 1 = 0,74; P =0,501), indice de
vigor (IV FLxCO2, 1s = 0,54; P = 0,592), indice de uniformidade (IU, FLxCO2, 1g = 0,24;
P =0,790), comprimento de plantulas (CP, FLxCO21s8=1,92; P= 0,18), didmetro de
caule (DCAL, FLxCO2,15 = 0,35; P= 0,71), altura das plantas (APL, FLxCO2,15 = 0,38;
P = 0,69), numero de vagens por planta (NVPF, LxCO2,15 = 1,09; P = 0,356), nimero
de plantas (NP, LxCO2,15 = 0,18; P= 0,837) e rendimento de graos (REND, FLxCO2 15
=1,58; P= 0,234). Entretanto, obteve-se diferenca significativa quando se considerou
o efeito da concentragao de ozbnio isoladamente para as variaveis (FCO2 1 = 54,38;
P <0,001), indice de vigor (FCO2,1s = 5,62; P =0,013), indice de uniformidade (FCO2,1s
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= 5,74; P = 0,012), comprimento de plantulas (FCO21s = 6,30; P = 0,008) e
produtividade (FCO2,15 =20,17; P < 0,001). Para essas variaveis, também houve efeito
significativo quando se consideraram os niveis de qualidade fisiolégica das sementes

isoladamente.

Tabela 2. Germinacéo (GER, %) e emergéncia (EMER, %) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) de sementes de feijdo com diferentes niveis de qualidade fisioldgica
e submetidas as concentragées de entrada do ozéniode 0 mg L', 0 mgL'e 0 mg L
! por 30 min

Tempo de Concentragdo de ozonio (mg L)
envelhecimento 0 10 20
(h)
GER (%)
0 (LOh) 89,5+2,5 Aa 94,5+3,0 Aa 94,0+3,3 Aa
48 (L48h) 70,0+1,6 Bb 86,0+1,6 Ab 86,0+5,9 Ab
EMER (%)
0 (LOh) 95,8+ 5,0 Aa 97,9+3,4 Aa 96,8+4,7 Aa
48 (L48h) 69,4+14,6 Bb 80,3+4,1 ABb 90,5+3,3 Aa
IVE
0 (LOh) 5,6+ 0,2 Aa 6,0£0,1 Aa 5,610,2 Aa
48 (L48h) 4,1+0,7 Bb 4,7+0,0 ABb 5,3+0,0 Ab

As médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minudscula na coluna, n&o
diferem estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Na Figura 3, é apresentado o efeito das diferentes concentracdes de entrada
do ozbnio isoladamente, nas variaveis condutividade elétrica (a), indice de vigor (b),
indice de uniformidade (c), comprimento de plantulas (d) e rendimento de gréos (e).
No que se refere a condutividade elétrica, verificou-se diferenga significativa (P<0,05)
quando se compararam os valores médios, sendo o maior valor (33,56,6 yS cm™ g
') obtido nas sementes n&do ozonizadas (0 mg L") e o menor valor (24,7+5,6 uS cm™
g™") nas sementes ozonizadas na concentragio de 20 0 mg L' (L48hC0O20).

Com relag&o as variaveis indice de vigor, indice de uniformidade, comprimento
de pléantulas e rendimento de graos, somente houve diferenga significativa (P<0,05),
quando se compararam os valores médios obtidos nas sementes ndo ozonizadas com
aqueles das sementes ozonizadas a 20,0 mg L' (Figura 3). O indice de vigor nas
sementes ozonizadas foi de 249,8+38,8 nas sementes ozonizadas a 20 mg L™,
enquanto nas sementes n&o ozonizadas (0 mg L) foi de 190,3+40,3. Verificou-se que
o indice de uniformidade nas sementes ozonizadas (20 mg L-1) foi de 542,0+76,9,

sendo equivalente a= 1,2 vezes o valor médio referente as sementes ndo ozonizadas.
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Figura 3. Condutividade elétrica (a), indice de vigor (b), indice de uniformidade (c),
comprimento de plantulas(d) e e) rendimento de graos (kg ha™') de sementes de feijao
ozonizadas nas concentragbes de entrada de 0 mg L', 10 mg L' e 20 mg L™, por 30

min, independentemente da qualidade fisioldgica inicial. As médias seguidas pela mesma

letra mindscula n&o diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Quanto ao comprimento de plantulas, obtiveram-se valores médios iguais a

2,4+0,6 cm e 3,2+0,4 cm, para as concentragdes de ozonio de 0 mg L' e 20 mg L,
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respectivamente. No que se refere ao rendimento (kg ha™), o valor médio referente as
sementes ozonizadas a 20 mg L™ foi de 1418,0+166,5 kg ha™'), equivalente a = 1,4
vezes aquele obtido nas sementes ndo ozonizadas. E, com relagdo as variaveis
diametro de caule, a altura das plantas, ao numero de vagens por planta e ao numero
de plantas, obtiveram-se valores meédios globais iguais a 5,4+0,4 mm, 7,8+0,4 cm,
7,6+1,6 vagens por plantas e 236166,7+29062,7 plantas ha™.

3.2 Analise multivariada

Para a analise multivariada, foram consideradas as variaveis cujos efeitos da
interac&o entre niveis de qualidade fisiologica e concentragdo de ozénio ou dos fatores
isoladamente foram significativos, de acordo com a analise de variancia a 5% de
probabilidade. As variaveis consideradas foram: germinagdo (GER), condutividade
elétrica (CE), indice de vigor (IV), indice de uniformidade (lU), comprimento de
plantulas (CP), emergéncia (EMER), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e
rendimento de grdos (REND). Constatou-se que as componentes principais PC1 e
PC2 foram capazes de explicar 82,6 % da variac&o (Figura 4).

Na Figura 4a, tem-se a diregdao dos vetores, sendo possivel observar a
ordenacdo no espaco de cada uma das variaveis consideradas. Verifica-se que
somente a condutividade elétrica permaneceu no primeiro quadrante (CE). As
variaveis comprimento de plantulas (CP), indice de vigor (IV), indice de uniformidade
(UNI) e rendimento de grdos (REND) permaneceram localizadas no segundo
quadrante. Por outro lado, emergéncia (EMER), germinagdo (GER) e indice de
velocidade de emergéncia (IVE) estao localizadas no terceiro quadrante. Tem-se, na
Tabela 3, os loadings ou coeficientes das equacgdes para as componentes principais
PC1 e PC2. Na componente principal PC1, as variaveis comprimento de plantulas,
indice de vigor, germinagdo, indice de uniformidade, indice de velocidade de
emergéncia e rendimento dos graos contribuiram negativamente, com coeficientes na
faixa entre -0,53 e -0,93. Por outro lado, a condutividade elétrica contribuiu
positivamente, com coeficiente igual a 0,90. Quanto a componente principal PC2,
destacou-se a variavel rendimento de graos, com coeficiente igual a 0,72 (Tabela 3).
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Figura 4. Analise de componentes principais. A) PCA das variaveis; b) PCA dos

tratamentos. GER — porcentagem de germinagao; CE- condutividade elétrica; V-
indice de vigor; IU- indice de uniformidade; CP- comprimento de pléantulas; EMER-
porcentagem de emergéncia; IVE- indice de velocidade de emergéncia e REND-

Rendimento de graos. 1(LOhCO0) -1,2,3 e 4; 2 (LOhCO10) - 5,6,7 e 8; 3 (LOhRCO20) — 9,10,11 e
12; 4 (L48hCO0) — 13, 14, 15 e 16; 5 (L48hCO10) — 17,18,19 e 20 e 6 (L48hCO20) — 21,22,23 e 24
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Tabela 3 — Equagbes dos componentes 1 (PC1) e 2 (PC2) da Analise de Componentes
Principais (PCA) para sementes de feijdo com diferentes niveis de qualidade
fisiologica e submetidas as concentragdes de entrada do ozdénio de 0 mg L™, 10 mg L
e 20 mg L', por 30 min

Componente: Equagdes
PC1 PC1 =-0,90GER + 0,90CE - 0,891V - 0,93IU - 0,86CP - 0,88EMER - 0,87IVE — 0,53REND
PC2 PC2 =-0,09GER + 0,18CE + 0,211V + 0,071U + 0,24CP - 0,31EMER - 0,39IVE + 0,72REND

GER - porcentagem de germinagao; CE- condutividade elétrica; IV- indice de vigor; IU- indice de
uniformidade; CP- comprimento de plantulas; EMER- porcentagem de emergéncia; IVE- indice de
velocidade de emergéncia e REND- Rendimento de graos

Analisando-se a projecédo dos escores das componentes CP1 e CP2 (Figura
4b), € possivel observar dois agrupamentos referentes as amostras do lote de
sementes submetidas ao envelhecimento artificial. O primeiro grupo é formado pelas
amostras do tratamento L48hCOO0 (13, 14, 15 e 16), que n&o foram submetidas ao
processo de ozonizagdo. O segundo grupo € formado pelas amostras de sementes
L48hCO10 (17, 18, 19 e 20) que foram ozonizadas na concentragéo de 10 mg L™". Por
outro lado, as amostras do tratamento L48hCO20 (21, 22, 23 e 24) (ozonizadas a 20
mg L") permaneceram mais proximas das amostras de sementes ndo submetidas ao

envelhecimento artificial, ozonizadas ou nao.

3.3 Espectroscopia no infravermelho préximo (FT-NIR) em sementes de feijao

ozonizadas

A partir dos espectros FT-NIR foi possivel obter um modelo eficiente para
separar as sementes ozonizadas das ndo ozonizadas somente no lote 48h (sementes
submetidas ao envelhecimento artificial por 48h). Na Tabela 4, sdo apresentados os
parametros utilizados para avaliar o desempenho do modelo de classificacdo para as
sementes previamente submetidas ao envelhecimento artificial e ozonizadas nas
concentragdes 0 - L48hCOO0 (controle), 10 - L48hCO10 e 20 mg L' - L48hC0O20. Os
parametros foram expressos como valores variando entre O e 1, considerando-se que
o ideal € acuracia e kappa igual a 1. Constatou-se que somente o pré-processamento
dos dados pela 22 derivada de Savitzky — Golay (SG) foi eficaz na redugéo do ruido
dos espectros coletados (Figura 5b), obtendo-se indices de acuracia de 0,91 e kappa
de 0,86 (Tabela 4).
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Tabela 4. Métricas dos modelos para classificacao de sementes de feijao submetidas
ao envelhecimento artificial e ozonizadas nas concentracdes de entrada de 0, 10 e 20
mg L+ de 0zénio pelo método de Savitzky — Golay (SG).

Treinamento (n=51) Teste (n=21)
Pré-processamento

Acuracia Kappa Acuracia Kappa
Dados originais 0,726 0,588 0,286 -0,714
Centralizacao 0,726 0,588 0,286 -0,714

EAvs Oz SNV 0,745 0,618 0,33 0
1a Derivada SG 1 1 0,762 0,643
2a Derivada SG 1 1 0,905 0,857

EA- Envelhecimento artificial por 48 h; Oz- Concentragao de ozonio.

De modo geral, pode-se constatar que para o mesmo comprimento de onda, a
sequéncia de maior para menor para os valores de absorbéncia foi a seguinte: i)
sementes expostas a concentragdo de ozénio de 20 mg L™'; ii) sementes expostas a
concentrag&o de ozénio de 10 mg L; e iii) sementes ndo tratadas com ozénio (Figura
5a).
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Figura 5. Pré-processamento e analise dos espectros NIR obtidos para sementes de
feijdo envelhecidas artificialmente e ozonizadas; a) média espectros brutos das
sementes do lote envelhecido por 48 h; b) média dos espectros transformados pela 22
derivada de SG; c) PLS-DA score plot para comparagao entre os tratamentos. Sem Oz

— n&o tratadas com 0z6nio-C1; 10_oz- C2 e 20_oz- C3 — 0z6nio na concentragio de 10 e 20 mg L™,

respectivamente.
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Por meio dos escores da PLS-DA (Figura 5c) observa-se o agrupamento em
trés classes distintas, sendo eles: i) Agrupamento | - constituido por sementes
submetidas ao envelhecimento artificial por 48h e ndo expostas ao ozdnio (0 mg L™");
i) Agrupamento Il - constituido por sementes submetidas ao envelhecimento artificial
por 48 h e exposta ao ozonio na concentragdo de 10 mg L'). e Agrupamento Il -
constituido por sementes submetidas ao envelhecimento artificial por 48 h e exposta
ao ozo6nio na concentragdo de 20 mg L. Considerando os parametros fisioldgicos
associados (GER, 1U, IV, CMP, REND e CE) a cada agrupamento (Tabela 3 e Figura
4), o grupo | pode ser classificado como de baixa qualidade fisiologica, o grupo Il como
de qualidade fisiologica razoavel e o grupo Il como de boa qualidade fisiologica. Os
comprimentos de onda que mais contribuiram para o desenvolvimento do modelo de
PLS-DA foram 1000, 2000 e 2250 nm (Figura 6 a, b e c).
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submetidas ou submetidas a diferentes concentracbes de ozbnio. a) Sem Oz — nao

tratadas com ozonio (C1); b) 10_oz (C2) e ¢) 20_oz (C3) — 0z6nio na concentragdo de 10 e 20 mg L™,

respectivamente



69

4. DISCUSSAO

No presente estudo, foi determinado o efeito do o0zbnio em diferentes
concentragdes de entrada e tempo de exposi¢cdo de 30 min, na qualidade fisiolégica e
desempenho em campo em sementes de feijao submetidas ou ndo ao envelhecimento
artificial por 48h. Além disso, foi verificada a possibilidade de analise por
espectrometria no infravermelho préximo para detectar alteragcées nas sementes.

Os resultados obtidos confirmaram o potencial da ozonizagao no tratamento de
sementes. Os efeitos positivos obtidos em laboratério foram confirmados, quando
avaliado o desempenho das sementes em campo (Tabela 2). E importante destacar
que os resultados obtidos no Capitulo 1 ja indicavam que a aplicagdo do o0zbénio, na
concentragdo de 10 mg L' e periodo de exposi¢do de 30 min, pode acarretar efeitos
positivos, como incremento da germinagao nas sementes de feijdo. Tais resultados
foram validos para sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por 48 h. No
presente estudo, adotando-se essa mesma condi¢cdo, foi obtido resultado similar.
Todavia, resultados mais satisfatérios foram observados quando se utilizou a
concentragdo de 20 mg L', por 30 min. Nessa condigdo, além do incremento
significativo (P<0,05) da germinagéo, verificou-se aumento significativo nas variaveis
de campo, emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (Tabela 2).

Outros autores também observaram efeitos positivos do 0zénio em sementes,
como incremento na germinagdo, tanto quando se utilizou na forma gasosa
(SUDHAKAR et al. 2011; ROSA et al., 2022) ou dissolvido em agua (MONTEIRO et
al. 2021). Salienta-se que Monteiro et al. (2021) determinaram o efeito do ozdnio em
meio aquoso na qualidade fisioldgica e desempenho em campo de sementes de milho
de alta e baixa qualidade. Esses autores, mesmo em meio aquoso, também indicaram
que a concentragdo de entrada adequada ¢ 20 mg L', associada a tempo de
exposicéo de 30 min. E importante mencionar que no Capitulo 1 do presente estudo,
foi possivel associar as alteragdes positivas observadas nas sementes ao aumento
da atividade enzimatica, em especial da catalase e peroxidase.

E importante mencionar que a ozonizacdo das sementes (envelhecidas por 48
h), na concentragédo de 20 mg L, por 30 min, ocasionaram outras alteragbes positivas
nas sementes, conforme mostrado na Figura 3. Nessa condi¢ao, obtiveram-se menor
valor médio de condutividade elétrica e maiores valores de comprimento de plantulas,

de indice de vigor, de indice de uniformidade e de rendimento de graos. A redugéo da
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condutividade elétrica pode estar associada a ativagdo de mecanismos de reparagao
da integridade de membranas, com redug¢ao expressiva na quantidade de exsudados
(MAXIMIANO et al., 2018). Efeito similar foi observado por Monteiro et al. (2021) que
utilizaram agua ozonizada na concentragdo de entrada do gas de 20 mg L', por 30
min, no pré-condicionamento de sementes de milho.

Ressalta-se que é fundamental avaliar o efeito de diferentes concentragdes
do ozbdnio na qualidade das sementes, assim como o tempo de exposi¢do ao gas,
conforme evidenciado no Capitulo 1. Tendo em vista o elevado potencial oxidativo do
ozénio (2,07 mV) (LAPOLLI et al., 2003) e caso a concentragc&o seja inadequada, &
possivel que ocorram alteragbes indesejaveis, tais como redugdo do percentual de
germinagao e comprometimento do desenvolvimento das plantas (MAXIMIANO et al.,
2018; MONTEIRO et al., 2021; ROSA et al., 2022). Rosa et al. (2022) verificaram
menor comprimento de plantulas quando expuseram sementes de milho de alta
qualidade fisioldgica ao ozoénio na concentragdo de 30 mg L', em comparagdo com
aquelas tratadas a 10 mg L. No presente estudo, os melhores resultados para
sementes de feijdo foram obtidos na concentragdo de 20 mg L', considerando-se as
variaveis condutividade elétrica, comprimento de pléantulas, de indice de vigor, de
indice de uniformidade e de rendimento de graos (Figura 3).

O rendimento dos graos também foi influenciado positivamente pelo ozénio, em
especial quando adotada a concentragdo de 20 mg L' (Figura 3e), apesar de nao ter
ocorrido variagao significativa (P>0,05) das variaveis diametro de caule, altura das
plantas, numero de vagens por planta, numero de plantas. Destaca-se que essas
variaveis tém relagcdo direta com o rendimento dos grdos. Tem-se ainda que o
rendimento dos gréos é resultante do acumulo de matéria seca. Maior rendimento é
resultado da maior eficiéncia no enchimento das vagens e, consequentemente, maior
numero de graos por vagens.

A analise de componentes principais para variaveis de qualidade fisiologica e
de desempenho em campo confirmou os resultados da analise univariada (Figura 4).
Constatou-se a tendéncia de agrupamento das sementes previamente envelhecidas
(48h) e ozonizadas (20 mg L/30 min) com as sementes ndo envelhecidas,
ozonizadas ou ndo. Isso reforga o potencial da ozonizagdo como técnica de tratamento
de sementes, no intuito de reverter danos provocados pela deterioragao,
considerando-se a qualidade fisiologica inicial das sementes.
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No que se refere a analise da qualidade das sementes por FT-NIR, pode-se
constatar que os valores de acuracia e kappa obtidos apds o pré-processamento pela
22 derivada de Savitzky — Golay foram elevados (Tabela 4). Entdo, a analise
discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA) das caracteristicas espectrais
foi adotado para construir modelos de classificagéo (FENG et al., 2019). Dessa forma,
pode-se afirmar que a 22 derivada de SG foi eficiente como método de pré-
processamento.

Os picos no comprimento de onda de 1000 nm sao correspondentes as
combinagdes harmonicas da 22 sobreposigao dos grupos funcionais C-H e N-H (Figura
2) esta relacionado ao teor de proteinas das sementes (AMBROSE et al., 2016).
Quanto maior é o teor das proteinas, maior a qualidade fisiolégica das sementes
(DELARMELINO-FERRARESI; VILLELA; AUMONDE, 2014). Salienta-se que durante
o0 processo de deterioracdo de sementes ocorre reducdo das proteinas, em
consequéncia do estresse oxidativo, o que resulta na desnaturagao das células das
membranas (MARCOS-FILHO, 2020). Verificou-se incremento nos valores de
absorbancia para concentragées do ozonio de 10 e 20 mg L. Por outro lado, os picos
no comprimento de onda de 2000 nm sao consequéncia das vibracbes harménicas
dos grupos O-H e alongamento dos grupos C-H (Figura 2), que estéo relacionados
diretamente aos carboidratos e as proteinas (AMBROSE et al., 2016; ZHANG et al.,
2018; HE et al.,, 2019). As sementes possuem substancias de reservas que s&o
importantes para o embrido durante o processo de germinagdo, para o vigor e
crescimento inicial das plantulas (GAZOLLA-NETO et al., 2012). Portanto, de acordo
com os resultados obtidos, é possivel que o ozbdnio tenha afetado a composigao
bioquimica das sementes.

Tem-se ainda que os picos no comprimento de onda de 2250 estdo
relacionados as vibragées harménicas das combinagdes de N-H (teor de proteinas) e
O-H (teor de carboidratos). Tanto as proteinas quanto os carboidratos fazem parte das
substéancias de reserva da semente de feijao, sendo esses compostos relacionados a
qualidade fisiologica (GAZOLLA-NETO et al., 2012; DELARMELINO-FERRARESI;
VILLELA; AUMONDE, 2014). Pelo método empregue no presente estudo, n&o foi
possivel elucidar as alteragdes quimicas de forma especifica.

Embora, ndo tenha sido possivel discriminar as alteragdes quimicas, pelo
método empregado no estudo, foi possivel verificar que houve alteracbes nas
sementes expostas ao 0zénio nas diferentes concentragdes. As trés classes obtidas,
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a partir da analise dos espectros de FT-NIR (Figura 5) com calibragdo de PLS-DA,
corroboram com os resultados obtidos a partir da analise multivariada (Figura 3).
Menciona-se que varios autores indicaram que a analise de espectros do FT-NIR, com
pré-processamento pelo método de SG (12 e ou 22 derivada) e calibracdo PLS-DA
como eficiente na classificagdo de sementes, grdos, variedades, entre outros
(ARNGREN et al. 2011; PLANS, M. et al., 2012; RODRIGUEZ-PULIDO et al., 2014;
HUANG et al., 2016; ANDRIAZZI et al. 2023).
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que:

O tempo de exposigdo de 30 min, em concentragbes de até 20 mg L™
mostrou-se adequado para tratamento de sementes de feijao,
considerando-se qualidade fisiologica e desempenho em campo.

O aumento da concentragdo do ozoénio de 10 para 20 mg L™ potencializa os
efeitos positivos do 0zénio em sementes previamente envelhecidas por 48
h.

A analise das sementes no infravermelho proximo (FT-NIR) possibilitou a
detecgdo de alteragbes na composicdo bioquimica de sementes
previamente envelhecidas por 48 h e ozonizadas nas concentragcbes de

entradade O mg L, 10 mg L" e 20 mg L™, por 30 min.
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CONCLUSAO GERAL

Nas condigdes adotadas no presente estudo, foi possivel concluir que:

A ozonizagao de sementes de feijao envelhecidas por 48 h, na concentragéo
de 10 mg L, por 30 min, é capaz de ocasionar efeitos positivos, tais como
aumento do percentual germinagdo, do comprimento de pléntulas e dos

niveis de catalase e peroxidase.

O o0zbnio ndo é capaz de induzir recuperagao da qualidade fisiolégica de
sementes submetidas a envelhecimento acelerado por periodo superior a
48 h.

De modo geral, a exposi¢cao de sementes de feijao por tempo superior a 30
minutos, na concentragéo de entrada do gas de 10 mg L', ndo implica em

efeitos positivos na qualidade fisiologica e atividade enzimatica.

O tempo de exposigdo de 30 min, em concentragdes de até 20 mg L,
mostrou-se adequado para tratamento de sementes de feijao,
considerando-se qualidade fisiologica e desempenho em campo.

O aumento da concentragdo do ozoénio de 10 para 20 mg L™ potencializa os
efeitos positivos do 0zénio em sementes previamente envelhecidas por 48
h.

A analise das sementes no infravermelho proximo (FT-NIR) possibilitou a
detecgdo de diferengcas na composigdo bioquimica em sementes
previamente envelhecidas e ozonizadas nas concentragcdes de entrada de

OmgL", 10 mgL"'e 20 mg L™, por 30 min.



