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RESUMO

O presente projeto aplica processos biotecnoldgicos a agricultura e destaca a importancia
do trabalho com sementes organicas comestiveis, j& pensando numa crescente demanda
mundial por alimentos mais saudaveis. Ele se justifica pela necessidade do aumento do
prazo de conservacgéo e da porcentagem de germinagédo de sementes organicas, com vistas
a agregacdo de valor para venda comercial. O gel de quitosana animal utilizado foi na
concentracdo de 0,5% e as condicOes de teste foram mono e bicamada. Os testes
morfologicos, de vigor e de germinagdo seguiram as descrigcdes presentes na RAS2009.
A analise morfoldgica e de vigor evidenciaram sementes organicas dentro do padrdo
descritivo para a espécie. Os dados obtidos demonstraram que a forma de
armazenamento, garrafa Pet transparente sem aditivos, foi eficiente na conservacao das
sementes por até 90 dias. Contudo, refutaram a hipotese de que a quitosana melhoraria o
tempo de conservagdo em prateleira e a porcentagem de germinacgéo. A literatura atual
demonstra que a quitosana associada a outros compostos é eficiente para germinacao de
sementes agricolas. Dessa forma, finalizamos com a sugestdo de novos testes associando
quitosana e aditivos internacionalmente aceitos para sementes organicas. Além de
analises em campo para confirmar a eficacia da quitosana como favorecedora do processo
de germinacédo de sementes de girassol organicas.

Palavras chave: sementes organicas, quitosana animal, germinacdo, conservacao.

ABSTRACT

This project applies biotechnological processes to agriculture and highlights the
importance of working with edible organic seeds, already thinking about a growing world
demand for healthier foods. It is justified by the need to increase the conservation period
and the percentage of germination of organic seeds, with a view to adding value for
commercial sale. The animal chitosan gel used was at a concentration of 0.5% and the
test conditions were mono and bilayer. The morphological, vigor and germination tests
followed the descriptions present in RAS2009. The morphological and vigor analysis
showed organic seeds within the descriptive standard for the species. The data obtained
demonstrated that the form of storage, transparent PET bottle and without additives, was
efficient in the conservation of seeds for up to 90 days. However, they refuted the
hypothesis that chitosan would improve shelf-life and germination percentage. Current
literature demonstrates that chitosan associated with other compounds is efficient for the
germination of agricultural seeds. So, we conclude with the suggestion of new tests
associating chitosan and internationally accepted additives for organic seeds. In addition
to field analysis to confirm the efficacy of chitosan as favoring the germination process
of organic sunflower seeds.

Keywords: organic seeds, animal chitosan, germination, conservation.
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1 INTRODUCAO

As sementes organicas sdo designadas assim devido as caracteristicas de cultivo
que foram empregadas aos seus parentais. Em razdo disso, a elas ndo podem ser
adicionados compostos quimicos, como exemplo fungicidas e inseticidas (BRASIL 2003;
BRASIL 2007). Elas ndo podem ser modificadas geneticamente e nem serem plantadas
de forma a interferir na diversidade biolégica do local. Sendo assim, as sementes
organicas sdo as mais indicadas para a manutencdo de cultivo agricola saudavel e livre de
agrotoxicos.

No preceito do cultivo organico ha formas de conservagdo para as sementes, COmo
a empregada por agricultores associados a AS*PTA Agricultura Familiar e Agroecologia
(https://aspta.org.br/quem-somos/), 0s quais armazenam suas sementes organicas, apos
secas ao sol, em garrafas Pet devidamente lavadas. Esse armazenamento ocorre sem
nenhum tratamento prévio e vem funcionando para conservacao a curto e longo prazo
para algumas culturas, como o feijdo. Contudo, essa forma de armazenamento, sem
tratamento prévio, ndo € indicada para todos os tipos de cultura (MENEGAES et al.,
2020).

Dentre os tratamentos prévios atuais tém se utilizado compdsitos poliméricos
formados, em especial, por quitosana (POORNA CHANDRIKA et al., 2019; BARROS
et al., 2020; SAMARAH et al., 2020;). A quitosana em um polimero polissacarideo
formado por residuos de B-(1,4) 2-acetamido-2-deoxi-D-glicopiranose e 2-amino-2-
deoxi-D-glicopiranose, estando o segundo em proporcao acima de 60%. Apresenta uma
configuracdo tridimensional helicoidal estabilizada entre moléculas por ligacGes de
hidrogénio (TAJIK et al., 2008). Devido a presenca desse grupamento amina na maioria
dos residuos, a quitosana vem sendo considerada para diferentes possibilidades de
aplicac0es.

Na analise da variedade de aplicacdes da quitosana animal é de conhecimento que
a concentracdo e as caracteristicas fisico-quimicas: Grau de deacetilacdo (GD) e Peso
Molecular (PM) influenciam na acdo da mesma. Contudo, em aplicacBes para a
germinacdo de sementes ndo foi percebido na literatura o direcionamento de uma faixa
de concentracdo especifica ou de um GD ou PM indicado para todas as espécies ja
testadas (NANDEESHKUMAR et al., 2008; PABON-BAQUERO et al., 2015; PENA-
DATOLI et al.,, 2016; POORNA CHANDRIKA & VARSHA GODBOLE, 2019;
SAMARAH et al., 2020). Nesse contexto Samarah e colaboradores (2020) testaram o

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.1, p.5908-5918 jan. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

5911

revestimento de quitosana, associada ou ndo a fungicidas, diretamente sobre sementes de
pimenta e obtiveram bons resultados quanto a germinacdo. Poorna Chandrika e
colaboradores (2019) revestiram sementes de mamona com a combinagdo sinérgica de
quitosana com Trichoderma e puderam evidenciar um aumento na germinacao e
crescimento das referidas sementes.

Tais evidéncias nos fazem entender a importancia dos estudos quanto ao
revestimento polimérico em estruturas vegetais sensiveis ao ataque de microorganismos
oportunistas, como é o caso das sementes. Assim, acredita-se que as sementes organicas,
apoOs revestimento por polimero de quitosana, terdo suas caracteristicas biolégicas
favorecidas para germinagao ou, a0 menos, terdo ampliado o seu tempo de prateleira sem
adicdo de conservantes quimicos. Dessa forma, sendo possivel o transporte das mesmas

para distancias maiores, agregando valor para sua venda.

2 MATERIAIS E METODOS

As sementes utilizadas no experimento foram obtidas do setor de agricultura,
Campus 111, CCHSA, UFPB. As sementes de girassol 100% organicas foram colhidas a
no maximo 1 més. Para o experimento foram selecionadas as com pericarpo intacto (sem
furos) e ndo amareladas.

Dentre as sementes selecionadas para os testes foi possivel analisar um total de
7.200 sementes. As sementes foram separadas em 720 grupos de 10 sementes cada para
melhor organizar as analises morfoldgicas.

A anélise morfoldgica (analise da forma e superficie externa) foi realizada em
50% das sementes totais:. O procedimento serviu para confirmar se as sementes do estudo
sdo da mesma espécie e que a estrutura do tegumento se encontra intacta. Observacdes
também foram feitas com o auxilio de um estereomicroscopio quando necessario. Apos
as medidas as sementes foram validadas para as préximas etapas do estudo. As avaliacGes
seguiram as determinagdes da RAS (BRASIL, 2009) e foram realizadas nos periodos de
0, 30 e 90 dias ap6s 0 armazenamento em quadruplicatas.

Para avaliacdo da viabilidade das sementes de girassol foi realizado o teste de
germinacdo com contagens no 6°, 10° e 14° dia para sementes do tipo girassol. Esse teste
teve como n amostral 100 sementes em cada lote de trabalho, sendo seis repeticbes
(BRASIL 2009).
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O teste de revestimento com cobertura polimérica foi uma adaptacdo da
metodologia empregada por Samarah e colaboradores (2020). 100 sementes por lote
foram imersas em gel de quitosana animal (Polymar®; Grau de deacetilacdo (GD)
aproximado 85%; peso molecular (PM) médio) na concentracdo 0,5% (v/v) de quitosana
em 300 mL de &cido acético 0,5%. As sementes permaneceram em solucdo por 30
minutos, sem agitacdo. Apos, foram retiradas e secas a temperatura de a 37 °C por 30
minutos. O controle ndo recebeu nenhum tratamento prévio e nenhum tipo de
revestimento.

Para efeito de espessura da cobertura polimérica testes de monocamada e
bicamada foram realizados. A primeira camada foi aplicada como descrito, apés foi seca
em estufa de secagem com circulagdo por convecgdo natural (Ethik, Referéncia
EST.402.0102) a 37 °C. Para formacdo da bicamada o procedimento de imersdo em gel
de quitosana e secagem a temperatura ambiente foi repetido. Apos prontas as sementes
(controle, monocamada e bicamada) foram postas para germinar em laboratorio.

Os testes de germinacdo foram realizados com lotes de 100 sementes cada em
quadruplicata para os tempos 0, 30 e 90 dias de prateleira. As sementes foram plantadas
em bandejas plasticas de polipropileno (alt 7 cm x lar 26 cm x comp 36,5 cm) furadas ao
fundo contendo areia lavada e esterilizada. O espacamento entre as sementes foi de 1,5
cm entre as colunas e 10 mm entre as linhas, aproximadamente. As bandejas foram
mantidas em germinador tipo BOD (Box Organism Development; Eletrolab, Modelo
EL202/4,110V), com foto periodo de 12 horas, a 28°C +2°C.

O armazenamento das sementes ndo tratadas (controle) e tratadas em prateleiras
foi realizado segundo recomendagdo da AS*PTA Agricultura Familiar e Agroecologia,
0s quais ja trabalham com sementes organicas. Embora eles ndo trabalhem com sementes
de girassol, a recomendacédo foi seguida por estarmos também com sementes organicas.
Os potes de armazenamento foram garrafas PET de 500 mL transparentes e que haviam
apenas armazenado agua potavel. Apos ser retirado o liquido do seu interior as mesmas
foram secas em estufa a 30°C e depois esfriadas a temperatura ambiente a sombra. Apds
serem adicionadas as sementes as garrafas PET foram fechadas e postas em prateleiras
abertas a temperatura ambiente, e ao abrigo da luz, por um periodo de até 90 dias.

Para realizar uma andlise comparativa entre as condi¢cdes controle, mono camada
e bicamada de quitosana foi aplicado um teste t Studant e analise de regressao. Para isso,

as réplicas tiveram seus resultados agrupados na média. Nesse processo foram utilizadas
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ferramentas do Excel (Pacote Office 365 Personal 2018) e o Graphpad
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttestl.cfm). A significancia estatistica dos

resultados foi testada no nivel p <0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracterizacbes morfologicas quanto a estrutura, tamanho (longitudinal e
transversal), cor e peso foram realizadas e separaram para 0s testes seguintes sementes
com tegumento intacto e cor caracteristica. .

Os lotes de sementes variaram com peso entre 1,0g a 1,4g, sendo a massa
especifica por semente entre 0,1 — 0,140g. O comprimento longitudinal, medido entre a
ponta e a base do fruto, variou entre 10,98 mm — 22,22 mm. O comprimento transversal,
calculado pela largura da porgéo baixa do pericarpo, variou entre 4,40 mm — 9,00 mm.
Os valores morfoldgicos ficaram dentro dos padrdes caracteristicos para sementes de
girassol segundo a RAS (BRASIL, 2009). Considerando trabalho de Rodrigues et al.
(2020), as sementes organicas aqui apresentadas tém massa especifica e comprimento
maiores, sendo sugerido como indicativo de uma maior qualidade do produto e menor
teor de agua interna (BOTELHO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2020). Em uma
necessidade de secagem para armazenamento pode ser sugerido um tempo acima de 48h
a50°C para se alcangar uma menor taxa de umidade e diminuir o potencial de crescimento
microbiano (RODRIGUES et al., 2020).

O teste de viabilidade também demonstrou bom resultado, com 85% de
germinacdo até o 10° dia pos plantio. Segundo a RAS sdo consideradas viaveis sementes
gue germinem em porcentagem acima de 80% em testes de viabilidade em areia lavada.
ApOs esse teste consideramos vidveis as sementes de todos 0s grupos e prosseguimos para
0s testes de cobertura polimérica.

Os testes de cobertura tiveram como intuito verificar as hipdteses de que as
sementes recobertas com gel de quitosana animal teriam seu tempo de prateleira
aumentado e/ou que germinariam mais rapido ou em maior quantidade do que o controle.
Em seu tempo de prateleira entendesse que as sementes ndo fungariam ou ndo teriam
diminuicdo no seu vigor de germinacao.

Os dados obtidos demonstraram que a primeira hipotese ndo foi confirmada, pois
as sementes de girassol nos frascos controle (sem tratamento), no tempo de 30 e de 90

dias de prateleira ndo fungaram e nao sofreram ataques de artropodos. Trabalhos descritos
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na literatura utilizam diferentes compostos quimicos para recobrir sementes e evitar que
as mesmas sofram ataques de microrganismos ou artropodes durante o periodo de
armazenamento (SANTOS et al., 2010; HENNING, 2011; ABREU JUNIOR et al., 2017;
GIUGNI & CATAO, 2019). Contudo, por se tratarem de sementes organicas, as mesmas
ndo podem sofrer adicdo de compostos quimicos com potencial toxico para o meio
ambiente ou humanos. Dessa forma, aqui recomendamos a ndo necessidade de uso de
compostos diversos, sejam naturais ou ndo, durante o periodo de armazenamento de
sementes de girassol organicas por pelo menos trés meses (90 dias); e a necessidade do
uso de garrafas Pet seguindo metodologia descrita acima.

Menegaes et al. (2020) testaram o uso de garrafas Pet no armazenamento de
sementes de cartamo sem tratamento prévio (in natura), contudo perceberam uma
deterioracdo acentuada a médio e longo prazo quando as sementes foram reavaliadas apos
armazenagem. Fato que demonstra a importancia desse tipo de teste para diferentes
sementes. Durante o tempo de até 90 dias houve melhoria na quantidade de sementes
germinadas e ndo houve aumento dos custos com a lavoura (Tabela 1). O fato tambem
pode ser confirmado pela correlacdo entre a quantidade de sementes germinadas e o
tempo de armazenamento, admitindo o uso das garrafas Pet transparentes para

armazenamento de sementes de girassol organicas (Figura 1).

Tabela 1. Analise comparativa da quantidade total de sementes germinadas por tempo de armazenamento
em prateleira. Ndo houve diferenca na quantidade de sementes germinadas apds 10 dias. A condicdo
controle € representada pelo “Sem CS”. Valores sdo a média das quadruplicatas.

Tempo Prateleira

To dias Tao dias Too dias
10° dia 10° dia 10° dia
Sem CS 77 264 339
Monocamada 133 178 332
CS
BicamadaCS 130 245 378

CS = quitosana animal. Fonte: Os autores.
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Figura 1. Andlise comparativa dois a dois entre a quantidade de sementes germinadas em areia lavada e o
tempo de armazenamento em garrafa Pet transparente a temperatura ambiente. Controle representa as
sementes ndo tratadas com quitosana; Monocamada, as sementes tratadas com uma camada de quitosana
0,5% (p/v); Bicamada, as sementes tratadas com duas camadas de quitosana 0,5% (p/v). Valores sdo a
média das quadruplicatas. O R? > 0,96 para as condi¢des controle e revestimento por bicamada indicam
uma grande correlagéo entre eles.
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Fonte: Os autores.

Outro aspecto analisado foi o vigor de germinacéo, o qual ndo foi confirmado para
as sementes tratadas com quitosana no presente trabalho, nem para sementes de milho
(Pefa-Datoli et al., 2016) ou pinhdo-manso (Pabdn-Baguero et al., 2015). Contudo, a
literatura atual descreve o aumento do vigor para algumas espécies agricolas quando a
solucéo de quitosana sdo adicionados aditivos (compostos quimicos ou microrganismos).
Situacdo ndo empregada para as sementes de girassol organicas aqui utilizadas. Além do
vigor, a quitosana associada também influenciou na resisténcia a patdgenos, aumento da
producdo de quitinase e glucanase e aumento da tolerancia ao frio para algumas espécies
testadas (Poorna Chandrika e Varsha Godbole, 2019; Samarah et al., 2020).
Nandeeshkumar et al. (2008) descrevem essas enzimas para sementes de girassol quando
as mesmas sao atacadas por patdgenos. Por essa razdo sao sugeridos testes posteriores de
concentracdo de quitinase e glucanase antes e ap0s a aplicacdo de quitosana para
confirmar a sua influencia nos processos de germinacdo de sementes de girassol
organicas.

E sabido que a concentracdo da solucdo de quitosana e os aspectos fisico-
quimicos: grau de deacetilacdo (GD) e peso molecular (PM) influenciam em muitas de

suas aplicacOes (BATISTA et al. 2018). Por essa razdo, acredita-se que variag0es na
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concentracdo da quitosana aqui aplicada possam trazer resultados promissores quanto a
melhorias no vigor de germinagéo das sementes de girassol organicas.

Quando analisadas varia¢6es quanto ao GD e PM que direcionem uma efetividade
da acdo da quitosana em processos de germinacdo foram percebidas grandes variagdes
apenas quanto ao PM. O GD sempre é de aproximadamente 80 — 85%, contudo, PM
variou de baixo a médio (Pabdn-Baquero et al., 2015; Pefia-Datoli et al., 2016; Poorna
Chandrika e Varsha Godbole, 2019; Samarah et al., 2020).

Avaliagdes quanto a influéncia da quitosana na fisiologia das diferentes sementes
ja testadas foram pouco relatadas, mas a influéncia da quitosana como agente
antibacteriano e antifingico foi comprovada (Nandeeshkumar et al., 2008; Liu et al.,
2017). Indicando a sua possivel aplicagdo para armazenamentos em longo prazo.

4 CONCLUSAO

A literatura dos ultimos 5 anos néo traz investigagdes quanto ao revestimento de
sementes de girassol organicas. Colocando o0 nosso estudo como um dos pioneiros
recentes na hipotese de melhorias na quantidade de sementes germinadas e qualidade de
armazenamento para essa espécie.

Embora os dados obtidos tenham refutado as hipdteses do estudo, pois ndo foi
melhorado tempo de prateleira e nem tempo ou quantidade de sementes germinadas,
finalizamos com a sugestdo de novos testes. Testes esses com concentracdes diferentes
e/ou aditivos naturais previamente permitidos internacionalmente para uso em sementes
organicas que possam melhorar as caracteristicas aqui analisadas. A persisténcia no uso
de sementes de girassol ocorre devido a sua importancia comercial para a regido e pela
literatura afirmar para outras espéecies que o produto natural quitosana consegue proteger

sementes de ataques de fungos e favorecer processos de germinacao.
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