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RESUMO

MIRANDA, Rafaela Marques de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, novembro de 2022.
Alteracoes bioquimicas, fisiolégicas e sanitarias em sementes de grao-de-bico (Cicer
arietinum L.) durante o armazenamento. Orientador: Denise Cunha Fernandes dos Santos
Dias

O cultivo do grao-de-bico vem se expandindo no Brasil e conhecer o comportamento dessas
sementes durante o armazenamento € fundamental para definir estratégias adequadas para a sua
conservagdo. Objetivou-se avaliar as alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e sanitdrias em
sementes de grao-de-bico armazenadas em diferentes embalagens e condicdoes de ambiente.
Para tanto, sementes da cultivar BRS Aleppo, foram acondicionadas em embalagem
impermedvel (plastico) e permedvel (papel) e armazenadas em: camara fria e seca - CF (8 °C +
1,0 e 35% UR =+ 1,3); sala refrigerada - REF (18 °C = 1,3 e 62% UR * 4,0) e ambiente ndo
controlado - AMB (24 °C + 1,8 e 68% UR = 6,7). Inicialmente e aos 3, 6, 9 e 12 meses de
armazenamento as sementes foram avaliadas quanto ao teor de dgua, germinacdo, primeira
contagem de germina¢do, comprimento de plantula, envelhecimento acelerado, condutividade
elétrica, indice de velocidade de emergéncia, conteudo de malonaldeido, atividade das enzimas
antioxidativas SOD, APX e CAT e incidéncia de fungos. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado, em esquema de parcela subdividida (3x2x4) + 1 (avaliacdo inicial).
Os dados obtidos nos testes de qualidade fisiolégica referentes aos periodos de armazenamento
foram submetidos a andlise de regressdo polinomial e para comparagdes entre embalagens e
ambientes, dentro de cada periodo de armazenamento, foram utilizados os testes F e de Tukey
(5%), respectivamente. Foi realizada ainda a andlise multivariada de componentes principais
com todos os dados obtidos. O teor de 4gua das sementes em embalagem pléstica foi semelhante
em todos os ambientes durante o armazenamento (11,0%), e em papel houve maior variagao,
com reducdo em CF (7,5%) e ligeiro aumento em AMB (12,5%). A qualidade fisiologica e
sanitaria das sementes foi mantida em CF, tanto em pléstico quanto em papel. O armazenamento
em REF, independente da embalagem, e o armazenamento em AMB na embalagem
impermedvel (plastico), foram eficientes na manuten¢do da germinacdo das sementes até doze
meses, porém com reducdo do vigor apds nove meses de armazenamento. Por outro lado, houve
reducdo significativa da qualidade fisioldgica e sanitdria das sementes armazenadas em AMB
em embalagem porosa (papel) a partir de 6 meses, sendo essa condicdo inadequada para o
armazenamento por doze meses. A maior temperatura e umidade relativa do ambiente ndo

controlado (AMB) associada a embalagem poroso (papel) provocaram alteragdes bioquimicas



prejudiciais a qualidade das sementes como peroxidacdo lipidica e reducdo da atividade de
enzimas antioxidativas, SOD e CAT. Aspergillus spp. e Penicillium spp. foram os fungos
predominantes durante o armazenamento, apresentando alta incidéncia principalmente em

sementes sob REF e AMB.

Palavras-chave: Condicdo de ambiente. Embalagem. Enzimas antioxidativas. Fungos de

armazenamento.



ABSTRACT

MIRANDA, Rafaela Marques de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, November, 2022.
Biochemical, physiological and sanitary changes in chickpea (Cicer arietinum L.) seeds
during storage. Advisor: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

Chickpea cultivation has been expanding in Brazil, and knowing the behavior of these seeds
during storage is essential to define adequate strategies for their conservation. The objective of
this study was to evaluate the biochemical, physiological and sanitary changes in chickpea seeds
stored in different packages and environmental conditions. Thus, seeds of the BRS Aleppo
cultivar were packed in impermeable (plastic) and permeable (paper) packaging and stored in:
cold and dry chamber - CF (8 °C £ 1.0 and 35% RH # 1.3); refrigerated room — REF (18 °C +
1.3 and 62% RH + 4.0) and uncontrolled environment — AMB (24 °C + 1.8 and 68% RH + 6.7).
Initially and at 3, 6, 9 and 12 months storage the seeds were evaluated for moisture content,
germination, first count of germination, seedling growth, accelerated aging, electrical
conductivity, emergence speed index, malondialdehyde content, antioxidative enzymes (SOD,
APX and CAT) and incidence of fungi. The experiment was conducted in a completely
randomized design in a split-plot arrangement (3x2x4) + 1 (initial evaluation). Physiological
quality data referring to storage periods were subjected to polynomial regression analysis. For
comparisons between packaging and environments, within each storage period, F and Tukey
tests (5%) were used. Multivariate analysis of principal components was also performed. The
moisture content of seeds in plastic packaging was similar in all environments during storage
(11.0%), and in paper there was a greater variation, with a reduction in CF (7.5%) and a slight
increase in AMB (12.5%). The physiological and sanitary quality of the seeds was maintained
in CF, both in plastic and in paper. Storage in REF, regardless of packaging, and storage, and
in AMB in impermeable packaging (plastic) were efficient in maintaining seed germination for
up to twelve months, but with reduced vigor after nine months of storage. On the other hand,
there was a significant reduction in the physiological and sanitary quality of the seeds stored in
AMB in porous packaging (paper) after six months, which was inadequate for storage for
twelve months. The higher temperature and relative humidity of the uncontrolled environment
(AMB) associated with porous packaging (paper) caused biochemical changes harmful to seed
quality, such as lipid peroxidation and reduced activity of antioxidant enzymes, SOD and CAT.
Aspergillus spp. and Penicillium spp. were the predominant fungi during storage, with high

incidence mainly in seeds under REF and AMB.



Keywords: Environment condition. Packing. Antioxidative enzymes. Storage fungi.
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1. INTRODUCAO

O grado-de-bico (Cicer arietinum L.) vem ganhando destaque no cendrio mundial por
apresentar elevado valor nutricional e desempenhar importante papel na seguranca alimentar
global (MERGA; HAIJI, 2019; BOUKID et al., 2019).

No Brasil, essa leguminosa ainda € pouco difundida, entretanto acdes governamentais de
incentivo ao consumo e producdo vém sendo implantadas, visando reduzir as importacoes e
aumentar a producdo nacional com possibilidades de exportagdo para paises asidticos que sao
grandes consumidores (NASCIMENTO; SILVA, 2019). Assim, pesquisas tém sido conduzidas
nas mais diversas dreas para subsidiar a producdo (HOSKEM et al.,2017; AVELAR, et al., 2018;
PARAISO, 2019; RIBEIRO et al., 2020; TRANCOSO et al., 2021; DIAS et al., 2021; ARAUJO
et al., 2022), o que tem gerado boas perspectivas em relagdo ao cultivo do grao-de-bico.

Com a possivel insercao do Brasil no mercado produtor de grao-de-bico, surge a demanda
por sementes de elevada qualidade fisica, fisioldgica, sanitdria e genética. Neste contexto, a
preservacdo da qualidade das sementes € fator primordial jd& que normalmente o periodo de
colheita ndo coincide com a época indicada para a semeadura, de modo que as sementes devem
ser armazenadas sob condi¢Oes adequadas para preservar sua capacidade germinativa e vigor
(CHHABRA; SINGH, 2019). Assim, o armazenamento tem como principal objetivo preservar
ao maximo a qualidade das sementes, de modo a minimizar a velocidade do processo de
deterioracdo (MARCOS-FILHO, 2015; BAUDET; VILLELA, 2019).

Embora os mecanismos exatos da perda de viabilidade de sementes ndo sejam totalmente
elucidados, o estresse oxidativo, provocado pelo desequilibrio entre a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e o sistema de dessa antioxidante, tem sido considerado o principal
precursor das reacdes de deterioracdo em sementes (BAILLY, 2004; RAJJOU et al. , 2008;
KUMAR et al., 2015; SANO et al., 2016; KUREK; PLITTA-MICHALAK; RATAJCZAK,
2019).

Em altas concentracdes, espécies reativas de oxigénio (EROs), como radical superéxido
(027), peréxido de hidrogénio (H20») e radical hidroxila (OH"), podem provocar uma série de
reacoOes deletérias como a peroxidacao de lipidios e desestruturacdo dos sistemas de membranas,
degradacdo de proteinas, dentre outros danos celulares que progressivamente reduzem o vigor e,
em ultima instancia, provocam a perda da viabilidade de sementes (BAILLY, 2004; RAJJOU et
al. ,2008; KUMAR et al., 2015; SANO et al., 2016; KUREK, et al., 2019).

A peroxidacdo de lipidios € um processo que ocorre em cadeia, devido ao ataque dos

radicais livres as duplas liga¢cdes dos dcidos graxos. O produto final da peroxidacao de lipidios €
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o hidroperéxido de lipidio, do qual é formado aldeido, incluindo o malonaldeido (MDA),
principal subproduto dessas reagdes (BAILLY et al., 1996). Assim, o MDA ¢é considerado
marcador do estresse oxidativo e sua quantificagdo utilizada como método para determinar a
peroxidacdo de lipidios (SHARMA et al., 2013; WOJTYLA et al., 2016; MIN et al., 2017).

No entanto, as sementes apresentam alguns mecanismos de defesa, dentre eles as enzimas
antioxidantes que atuam para eliminar o excesso de EROs protegendo os componentes celulares
das sementes (MITTLER, 2002; BAILLY, 2004; EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA 2019).
O sistema antioxidante enzimatico inclui, entre as principais enzimas, a superéxido dismutase
(SOD), a catalase (CAT) e enzimas do ciclo ascorbato-glutationa. A SOD € a primeira enzima a
exercer atividade antioxidante, realizando a dismutacdo do radical superéxido (0O:), em
peroxido de hidrogénio (H202) (BAILLY, 2004). O peroxido de hidrogénio, que também ¢é
toxico, € eliminado pela acdo da catalase (CAT). As enzimas do ciclo ascorbato-glutationa
também podem participar da eliminacdo de H>O-, envolvendo ascorbato peroxidase (APX),
monodehidroascorbato redutase (MDAR), desidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa
redutase (GR) (MITTLER, 2002; BAILLY, 2004). Assim, sementes vigorosas tendem a
apresentar elevada atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidativo (EBONE;
CAVERZAN; CHAVARRIA 2019) e sua quantificacio tem sido utilizada como marcador de
qualidade em sementes (KHAN et al., 2013; SHARMA et al., 2013; YAHAYA, SINNIAH,
MISRAN, 2022).

O processo de deterioracdo das sementes €, portanto, progressivo e irreversivel
(BEWLEY ez al., 2013). No entanto, o ambiente no qual as sementes sdo expostas apos a colheita
exerce influéncia sobre a intensidade e velocidade desse processo (LAMICHANEY et al., 2020,
ALEMAYEHU et al., 2020). A deterioragdao das sementes pode ser atenuada quando estas sdao
mantidas sob condi¢des adequadas de armazenamento. A temperatura e a umidade relativa do ar
sdo os principais fatores fisicos que afetam diretamente a velocidade da deterioracdo, sendo a
umidade relativa considerada mais importante, dada a sua relagdo direta com o teor de dgua das
sementes, uma vez que aumento no teor de dgua da semente eleva a sua atividade metabdlica e,
consequentemente, a respiracdo (BEWLEY et al., 2013; ISLAM et al., 2013; HTWE et al.,
2018). Entretanto, a temperatura também contribui significativamente, afetando a velocidade dos
processos bioquimicos ligados a deterioracio (BASAVEGOWDA; HOSAMANI, 2013;
ZUCARELI et al., 2015). Altos teores de dgua nas sementes combinados com altas temperaturas
durante o armazenamento contribuem para acelerar os processos de deterioracdo que levam a

reducdo do vigor e da viabilidade das sementes (KOOSHKI ez al., 2018).
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Além de favorecer reacOes deletérias, o elevado teor de dgua das sementes e alta
temperatura durante o armazenamento favorecem o desenvolvimento de fungos (MIELEZRSKI;
MARCOS-FILHO, 2013; ISLAM et al., 2013, ALEMAYEHU et al., 2020). Aspergillus spp. e
Penicillium spp. sdo fungos de armazenamento que possuem a capacidade de se desenvolver sob
baixa umidade relativa do ar, tornando-se fungos predominantes no armazenamento (SHAMSI;
KHATUM, 2016; RAMIREZ, 2018). Sao capazes de intensificar o processo de deterioracdao
atuando principalmente no aquecimento da massa de sementes (WANG et al., 2020), na
producdo de enzimas (ABD-ALLAH et al., 2018; TRIPATHI; KUMAR, 2020), além da
producdo de compostos téxicos como as micotoxinas (ISMAIEL; PAPENBROCK, 2015,
RAMIREZ et al., 2018; ALEMAYEHU et al., 2020.). Assim, a composi¢cdo quimica e estrutural
das sementes pode ser alterada, reduzindo sua qualidade (ABD-ALLAH, 2018; TRIPATHI;
KUMAR, 2020).

O tipo de embalagem utilizada para o armazenamento das sementes também ¢é relevante
para a sua longevidade, visto que a natureza das embalagens tem relacdo direta com o grau de
umidade das sementes (ALEMAYEHU et al., 2020; CORADI et al., 2020; LAMICHANEY et
al., 2020; SATASIYA et al, 2021). Em embalagens permedveis, hé troca de vapor d’agua entre
as sementes e o ambiente até que o equilibrio higroscépico seja alcancado, o que ndo ocorre nas
impermedveis, que ndo permitem esta troca, independente da condicdo da umidade relativa do
ambiente externo. J4 nas embalagens semipermedveis ha resisténcia as trocas de vapor d’agua.
A decisdo sobre o tipo de embalagem a ser usado depende das condi¢des climdticas sob as quais
as sementes irdo permanecer armazenadas até a semeadura e também da modalidade de
comercializacdo das sementes (CARVALHO, NAKAGAWA, 2012; BAUDET; VILLELA,
2019).

Em sintese, o periodo de armazenamento, a temperatura, a umidade relativa do ar e a
proliferacdo de patégenos sdo os principais fatores que afetam a viabilidade e o vigor das
sementes durante o armazenamento (SHABAN, 2013; ZHANG et al., 2021).

Especificamente para grao-de-bico ainda ndo sdo conclusivas as informacdes referentes
a deterioracdo das sementes e as condicdoes mais adequadas para o seu armazenamento. Em
estudo com sementes do tipo desi, mais comum na Asia e Africa, Patel er al. (2018) e Satasiya
et al. (2021), avaliaram diferentes tipos de embalagens, constataram que as impermedveis, como
polipropileno, foram eficientes para manter a germinacao das sementes por 12 meses, enquanto
na embalagem de juta (permedavel) houve reducido significativa da germinagdo, principalmente a
partir de seis meses de armazenamento sob condi¢cdes de ambiente. Nas nossas condi¢oes, as

informacodes sao ainda restritas, predominando o cultivo de grao-de-bico do tipo kabuli. Silva et
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al. (2022), ao armazenarem sementes do tipo kabuli com 10,6% de umidade em sacos de papel
e embalagem hermética sob condi¢des ndo controladas de ambiente e cAmara fria (14,5 °C e 65%
UR), observaram que a germinacao das sementes decresceu linearmente em ambas as condi¢des,
independente da embalagem. A germinagdo inicial que era de 83% caiu para valores na faixa de
42% apds 90 dias. Considera-se que o teor de dgua de 10,6% ¢ relativamente alto para o
armazenamento em embalagem hermética; contudo, sementes acondicionadas em embalagem
permedvel também tiveram comportamento semelhante.

Nestes estudos relacionados acima, nao foram realizadas avaliacdes da qualidade
sanitdria das sementes e nem de parametros bioquimicos relacionados ao processo de
deterioracdo durante o armazenamento.

Neste contexto, com a presente pesquisa objetivou-se avaliar as alteracdes bioquimicas,
fisioldgicas e sanitdrias em sementes de grao-de-bico armazenadas em diferentes embalagem e

condi¢cdes de ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

Sementes de grao-de-bico (Cicer arietinum L.) da cultivar BRS Aleppo foram produzidas
na 4rea experimental da UEPE — Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), denominada “Horta Nova”, situada no distrito de Sao José do Triunfo,
municipio de Vigosa — MG, coordenadas geogréficas 20°45'48.7"S e 42°49'24.2"W.

A semeadura foi realizada em abril de 2019 utilizando uma 4rea itil de 80 m? sendo o
espacamento, adubacao e tratos culturais realizados de acordo com o recomendado para a cultura
(NASCIMENTO et al., 2016). A colheita foi realizada de forma manual em setembro de 2019,
quando as sementes apresentaram 20% de umidade e vagens de coloracdo amarelo dourado
(TRANCOSO et al., 2021). Foi realizada a debulha manual, a retirada de impurezas e
selecionadas sementes com didmetro superior a S mm.

A secagem das sementes foi realizada em condi¢do ambiente até atingir grau de umidade
proximo de 12%. Posteriormente, foram mantidas por 48h em estufa de circulacao forgcada de ar,
a temperatura de 25 °C, atingindo grau de umidade proximo a 11%.

Ap0s esses procedimentos, as sementes foram homogeneizadas e acondicionadas em dois
tipos de embalagem: saco de papel multifoliado e saco de polietileno com espessura de 200
micras (pldstico). As sementes acondicionadas nas respectivas embalagens foram armazenadas
por doze meses, a partir de novembro de 2019 até novembro de 2020 em trés condigdes de

ambiente: camara fria e seca (8 °C + 1,0 e 35% UR + 1,3); sala refrigerada, apenas com
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resfriamento artificial (ar condicionado) (18 °C 1,3 ¢ 62% UR +4,0) e ambiente ndo controlado
(24°C+£1,8e68% UR £6,7).

O monitoramento da temperatura e da umidade relativa de cada ambiente de
armazenamento foi realizado durante todo periodo de experimentagdo por meio de um

termohigrégrafo digital, sendo as médias apresentadas na Figura 1.
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Figura 1: Temperatura (T °C) e umidade relativa (UR %) dos ambientes de armazenamento
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)). Vicosa, UFV,
2019-2020.

Inicialmente e a cada trés meses (3, 6, 9 e 12 meses), as sementes foram submetidas aos

seguintes testes e determinagdes realizados no Departamento de Agronomia da UFV:
2.1 Grau de umidade

Foi determinado pelo método da estufa a 105 °C por 24 horas, com quatro repeti¢des de
20 sementes, segundo as Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram

expressos em porcentagem (base umida).
2.2 Germinacao

Conduzido com quatro repeti¢cdes de 50 sementes, distribuidas em rolo de papel toalha
umedecido com dgua destilada, na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos foram
mantidos em germinador a temperatura de 25°C, computando-se a porcentagem de plantulas
normais no quinto e oitavo dia apds a semeadura (BRASIL, 2009). Na Figura 2, é possivel

verificar o padrao de plantulas normais e anormais adotado na avaliacdo do teste de germinacao.
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Figura 2: Padrdo de plantulas normais (A) e anormais (B) adotados na avaliagdo do teste de
germinacdo. Imagens: Miranda, R.M.

2.3 Primeira contagem de germinacao

Conduzido juntamente com o teste de germinagcdo, computou-se a porcentagem de

plantulas normais aos cinco dias apds a semeadura (BRASIL, 2009).
2.4 Comprimento de plantula

Foram utilizadas quatro repeticdes de 20 sementes dispostas sobre uma linha tracada no
terco superior do papel toalha, umedecido com o volume de 2,5 vezes o peso do papel seco
(KRZYZANOWSKI et al., 2020). No quinto dia apds a semeadura, foram obtidas imagens
fotograficas por meio de uma camera digital Nikon®, modelo Coolpix P510. Posteriormente, o
comprimento total (parte aérea e raiz) das plantulas foi determinado utilizando-se software

Image]®. Os resultados foram expressos em milimetros por plantula.
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2.5 Envelhecimento acelerado

Foram utilizadas caixas tipo gerbox com compartimento individual, possuindo no interior
uma bandeja com tela onde as sementes foram distribuidas em camada tnica e uniforme. Dentro
de cada caixa foram adicionados 40 mL de solugdo saturada de NaCl, de modo a se obter 76%
de umidade relativa no seu interior (ARAUJO er al., 2021). Em seguida, as caixas foram
colocadas em uma camara tipo BOD regulada a temperatura constante de 41° C por 48 horas.
Decorrido este periodo, as sementes foram submetidas ao teste de germinagdo conforme descrito
acima realizando-se a avaliagdo no quinto dia apds a semeadura. Os resultados foram expressos

em porcentagem de plantulas normais (MARCOS-FILHO, 2020).
2.6 Condutividade elétrica

Quatro repeticdes de 50 sementes foram pesadas em balanga com precisdo de 0,001g e
colocadas em copos plésticos contendo 100 mL de dgua destilada durante 24 horas a temperatura
de 25 °C em cimara do tipo B.O.D (ARAUJO et al., 2022). Apés este periodo, foi determinada
a condutividade elétrica em condutivimetro Digimed®, modelo: DM-32. Os resultados foram

expressos em uS cm™! g'! de sementes (VIEIRA; MARCOS-FILHO 2020).
2.7 Indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Foi conduzido com quatro repeti¢cdes de 25 sementes em camara de crescimento vegetal
com temperatura constante de 25°C, sendo a semeadura realizada a 1,0 cm de profundidade em
mistura de solo e areia na proporc¢do 1:1, contida em bandejas de isopor. Contagens didrias foram
realizadas apOs a emergéncia da primeira plantula até a estabilizacdo do numero de plantulas. O
numero de plantulas emergidas por dia foi utilizado para o calculo do indice de velocidade de
emergéncia de plantulas por meio do pacote SeedCalc do software R (SILVA; MEDEIROS;
OLIVEIRA, 2019).

2.8 Peroxidacao de lipidios

Para a quantificagcdo da peroxidacao de lipidios e determinacao da atividade das enzimas
antioxidativas cinco repeticoes de 12 sementes, para cada tratamento, foram colocadas para
embeber por 10 h em papel toalha (tempo este definido em estudos preliminares), conforme
metodologia descrita para o teste de germinacdo. Decorrido o periodo de embebicao foi retirado
o tegumento e, em seguida, os embrides foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados
a -20°C. Posteriormente, as sementes foram liofilizadas (Liofilizador Scanvac CoolSafe) e
maceradas utilizando-se um Tissuelyser da Retsch, vibratério, modelo MM 400. Em seguida, o

material foi mantido em dessecador até o momento das avaliacdes.
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O conteido de MDA foi determinado pela reacdo do &cido tiobarbitirico (TBA)
(CAKMAK; HORST, 1991). Amostras de 0,1 g de embrides, previamente liofilizados e
macerados como descrito acima, foram homogeneizadas com 1,5 mL de &cido tricloroacético
(TCA) 0,1% (p/v) e o homogeneizado foi centrifugado a 13.300 rpm por 15 min a 4°C. Uma
aliquota de 0,5 mL do sobrenadante foi adicionada a 0,75 mL de TBA 0,5% (p/v) e TCA 20%.
A mistura foi incubada em dgua fervente por 30 minutos e, entdo, imediatamente resfriada em
banho de gelo. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 400 rpm durante 10 minutos. A
absorbancia da amostra foi lida nos comprimentos de onda de 532 nm e 600 nm em
espectrofotometro modelo Thermo ScientificTM UV-Vis Genesys 105. A peroxida¢do de
lipidios foi expressa como conteido de MDA em nmol g de massa seca, utilizando-se

coeficiente de extingdio molar de 155 mM'em™.

2.9 Determinacao da atividade de enzimas antioxidativas

Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos pela adicdo de 2 mL do meio de extragcdo a
100 mg de embrido, proveniente do material macerado, que posteriormente foram centrifugados
a 15.000 g por 15 min., a 4°C. O meio de extragdo foi constituido de tampao fosfato de potdssio
0,1 M, pH 6,8, 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico
(PMSF) 1 mM e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1 % (p/v) (PEIXOTO et al., 1999).

Superoxido dismutase (SOD): A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 50 uL do
extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reagdo, constituido de tampao fosfato de sédio
50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1
mM e riboflavina 2 uM (DEL LONGO et al., 1993). A reacido foi conduzida a 25 °C, em uma
camara de reagdo iluminada com uma lampada fluorescente de 15 W. Apds 5 min de exposicao
a luz, a iluminagdo foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducao do NBT,
foil medida pela absorvancia a 560 nm. O valor da absorvancia de um meio de reagdo igual ao
anterior, mas mantido no escuro pelo mesmo periodo, serviu como branco e foi subtraido da
leitura de cada amostra que recebeu iluminacao (GIANNOPOLITIS; RIES, 1977). Uma unidade
de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducao
do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). O resultado foi expresso em U min™! mg!

proteina.

Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da ascorbato peroxidase foi obtida por meio da adicao
de 200 pL do extrato enzimatico bruto em 2,80 mL do meio de reacdo constituido de tampao
fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8), acido ascérbico 0,5 mM, EDTA 0,1 mM e H,0; 1,2 mM.

Foi observado o decréscimo da absorbancia a 290 nm durante o primeiro minuto, a 25 °C. A
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atividade enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingio molar 2,8 mM™! cm’!

(NAKANO; ASADA, 1981), e o resultado expresso em nmol min™! mg™! proteina.

Catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada pela adicio de 100 pL do extrato
enzimadtico bruto a 2,90 mL de meio de reacao, constituido de tampao fosfato de potdssio 50 mM,
pH 7,0 e H2O2 12,5 mM (adaptado de Havir e McHale, 1987). O decréscimo na absorbancia a
240 nm a 25 °C foi medido durante o primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimética foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm™! (ANDERSON; PRASAD;
STEWART, 1995) e o resultado expresso em pmol min™! mg™! proteina.

Determinacdo de proteinas: Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados
pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo. 10 pLL do extrato enzimatico
foram adicionados a 1 mL do reagente de Bradford, seguido de agitacdo. Apds 20 minutos, foi
realizada a leitura da absorbancia da amostra em espectrofotdmetro modelo Thermo

ScientificTM UV-Vis Genesys 105 no comprimento de onda de 595 nm.
2.10 Sanidade

Foi utilizado o método do papel-filtro ou “Blotter test . Foram utilizadas cinco repeticdes
de 20 sementes, totalizando 100 sementes por tratamento, dispostas em placa de Petri sobre trés
folhas de papel toalha, previamente esterilizadas e umedecidas com dgua destilada e 2,4-D. A
incubacao foi realizada em B.O.D., a temperatura de 25 °C, em regime de 12 horas de iluminacao
com lampadas fluorescentes, alternadas com 12 horas de escuro, durante sete dias. Apds esse
periodo, foram identificados os fungos presentes nas sementes, com o auxilio de lupa com
iluminac¢do e microscopio estereoscopico (HENNING, 2005; GOULART, 2018), calculando-se

a porcentagem de sementes infectadas.
2.11 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema de parcela subdividida, tendo nas parcelas, em esquema fatorial (3x2), as condi¢Oes de
armazenamento (ambientes e embalagens), e nas sub-parcelas, os tempos de armazenamento. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia apds testar a distribui¢do normal do erro e a
homogeneidade das variancias pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Os dados
de qualidade fisiolégica referentes aos periodos de armazenamento, para cada parametro
avaliado, foram submetidos a andlise de regressdao polinomial, sendo escolhido o modelo que
representou o comportamento bioldgico da varidvel e apresentou maior significancia. Os dados

de qualidade sanitéria e alteracdes bioquimicas foram apresentados pelas médias + desvio padrao.
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Para avaliar o efeito das embalagens e dos ambientes de armazenamento, as médias, dentro de
cada periodo de armazenamento, foram comparadas pelos testes F e Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade, respectivamente. Para o processamento dos dados foi utilizado Spreadsheet
program “SPEED Stat 2.3” (CARVALHO; MENDES, 2017), e para a elaboragdo dos graficos
foram utilizados os softwares Excel e R 4.0.2 (R CORE TEAM, 2020). Além disso, foi realizada
uma andlise multivariada de componentes principais (PCA) para todas as caracteristicas

avaliadas por meio do pacote Factoextra (KASSAMBARA; MUNDT, 2016).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ambientes e a natureza das embalagens afetaram o grau de umidade das sementes de
grao-de-bico durante o armazenamento (Figura 3). Sementes armazenadas com 11% de umidade
apresentaram pequena variacdo no teor de dgua durante os doze meses, quando embaladas em
pléstico, em todos os ambientes avaliados. Portanto, como esperado, essa embalagem dificultou
as trocas de vapor d’agua entre as sementes e o ambiente.

Ja as sementes embaladas em papel apresentaram maior variacdo no teor de dgua de
acordo com o ambiente de armazenamento (Figura 3). Em camara fria e seca, o teor de dgua
reduziu para 8% aos 3 meses e se manteve em torno dessa faixa até os 12 meses (7,5%). Assim,
nesta condi¢do, a baixa umidade relativa do ar (35%) atuou no sentido de reduzir o teor de dgua
das sementes. Em ambiente refrigerado o grau de umidade das sementes permaneceu em torno
de 11% durante os dozes meses de armazenamento. Sob ambiente nao controlado, houve um
ligeiro aumento do grau de umidade das sementes, atingindo, aos 12 meses, 12,5% de umidade,
ainda dentro da faixa segura de armazenamento que € 13% (NASCIMENTO et al., 2016). Neste
ambiente, a maior umidade relativa do ar (68%) atuou no sentido de ceder umidade para as

sementes, visto que a embalagem permedvel possibilita as trocas de vapor d’agua.
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Figura 3: Teor de dgua (%) de sementes de grao-de-bico durante doze meses de armazenamento
em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF), ambiente refrigerado
(REF) e ambiente nao controlado (AMB)).

3.1 Qualidade fisiolégica

Houve interacdo tripla significativa (p < 0,05) entre os fatores embalagens, ambientes e
periodos de armazenamento para as varidveis estudadas, exceto para condutividade elétrica e
indice de velocidade de emergéncia (IVE).

Na Figura 4, ao se comparar os diferentes periodos de armazenamento, observa-se que as
sementes de grao-de-bico apresentaram reducdo linear da germinac¢ao e da primeira contagem de
germina¢do durante o armazenamento em todas as embalagens e ambientes. Nas sementes
embaladas em pléstico, a reducdo foi semelhante em todos os ambientes de armazenamento. J4
em papel, observa-se reducdo mais acentuada quando o armazenamento foi realizado em

ambiente nao controlado (AMB) e menos acentuada em camara fria (CF).
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Figura 4: Germinagdo (%) e primeira contagem de germinacao (%) de sementes de grao-de-bico
durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Pela Tabela 1, comparando-se os diferentes ambientes dentro de cada embalagem, nota-
se que a germinacao inicial (tempo 0) foi de 98% atingindo 90% em CF, 89% em REF e 86% em
AMB aos 12 meses de armazenamento, para sementes embaladas em pléstico. Embaladas em
papel, a germinagdo das sementes, aos 12 meses de armazenamento, atingindo 93% em CF, 87%
em REF e 77% em AMB. Nota-se que sementes armazenadas em papel sob AMB apresentaram
germinacdo inferir a 80%, valor minimo exigido para a comercializacdo de sementes (BRASIL,
2012). Nessa condi¢do de armazenamento a germinagdo foi mantida acima do minimo exigido
apenas até os nove meses, porém a velocidade de germinagdo, avaliada indiretamente pelo teste

de primeira contagem de germinacao, ja apresentou queda nesse periodo.
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Tabela 1: Germinacao (%) e primeira contagem de germinacao (%) de sementes de grao-de-bico
durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Germinagao (%)

Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico Papel  Plastico Papel Plastico  Papel Plastico Papel
CF 96 aA 96 aA 94 aA 94 aA 92 aA 94 aA 90 aA 93 aA
REF 97 aA 96 aA 93 aA 93 aA 93 aA 93 abA 89 aA 87 bA
AMB 94 aA 96 aA 92 aA 94 aA 91 aA 89 bA 86 aA 77 cB
Avaliacgao inicial 98
CVa (%) 2.92 CVb (%) 2.89

Primeira contagem de germinagdo (%)

Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico Papel Plastico Papel Plastico Papel Plastico Papel
CF 86 aA 84 aA 84 aA 83 aA 83 aA 84 aA 79 aA 83 aA
REF 85 aA 87 aA 84 aA 82 aA 85 aA 83 aA 80 aA 75 bA
AMB 84 aA 86 aA 83 aA 85 aA 82 aA 75 bB 75 aA 64 cB
Avaliacdo inicial 86
CVa (%) 4.36 CVb (%) 4.21

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintsculas na
coluna e maiudsculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Pela tabela 1, ainda se avaliando os ambientes dentro de cada embalagem, observa-se que
ndo houve diferencas significativas na germinag¢do e primeira contagem de germinacdo, em
semente embaladas em pldstico, dentro de cada periodo de armazenamento. E importante
destacar que o grau de umidade das sementes embaladas em pléstico permaneceu muito préximo
em todos os ambientes (em torno de 11%) (Figura 3). Como o contetido de dgua das sementes é
o fator, que de forma isolada, mais exerce influéncia sob o processo de deterioracio
(HARRINGTON, 1972; BEWLEY etal.,2013; ISLAM et al., 2013; HTWE et al., 2018), mesmo
havendo diferencas na temperatura dos ambientes de armazenamento, a germinacdo € a
velocidade de germinagdo foram similares quando ndo houve grandes oscilacdes de umidade.

Por outro lado, diferenca estatistica na germinacao e na primeira contagem de germinagao
ocorreu entre os ambientes, em sementes embaladas em papel, aos 9 e 12 meses, com menores
valores para AMB e maiores valores para CF (Tabela 1). Nota-se que em embalagem permeavel
(papel) houve variagdo do grau de umidade das sementes em funcdo da umidade relativa (UR)
do ambiente de armazenamento (Figura 3). Assim, verifica-se que em CF a UR de 35% reduziu
o grau de umidade das sementes (8%) que aliado a baixa temperatura (8°C) favoreceu a

manutencdo da qualidade fisioldgica, pois contribuiu certamente para uma menor atividade
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metabdlica. Nesse ambiente a soma da temperatura com a UR permaneceu inferior a 55,
considerada como condic¢do ideal para o armazenamento de sementes (HARRINGTON, 1972).
J4 em AMB a maior umidade relativa (68%) aumentou ligeiramente o grau de umidade das
sementes (12,5%) e aliada a maior temperatura (24°C) possivelmente contribuindo para maior
taxa respiratdria, reduzindo a germinacdo e o velocidade de germina¢do das sementes de grao-
de-bico. Zucareli et al. (2015) também observaram reducao da qualidade fisiol6gica de sementes
de feijdo carioca, apds 12 meses de armazenamento, em ambiente ndo climatizado (23 °C e 71%
UR) quando comparadas ao ambiente climatizado (20 °C e 30% UR) e atribuiu o evento a maior
atividade metabdlica das sementes sob maior umidade relativa e temperatura.

Ainda na tabela 1, comparando-se as embalagens plastico e papel dentro de cada
ambiente, ndo se observou diferenca entre elas quanto a germinagdo e primeira contagem de
germinacdo, tanto em CF como em REF, em cada periodo de armazenamento. Em CF, mesmo
havendo diferenca entre o grau de umidade de sementes armazenadas em pléstico (11%) e em
papel (8%), possivelmente, a baixa temperatura limitou as reacdes de deterioracdo em ambas as
embalagens. Em REF, praticamente ndo houve diferen¢a no grau de umidade das sementes
embaladas em pldstico e em papel, que permaneceu em torno de 11%, assim, sob temperatura e
grau de umidade similares, possivelmente, as reacdes de deterioracdo ocorreram de forma
semelhante.

Porém, sob AMB, sementes embaladas em papel apresentaram menor germinagao aos
doze meses e menor velocidade de germinacao, pelo teste de primeira contagem de germinacao,
a partir dos nove meses, quando comparada aos valores obtidos em embalagem plastica. Nota-se
que apdos 9 meses de armazenamento o teor de 4gua dessas sementes permaneceu acima de 12%
enquanto em pldstico o grau de umidade permaneceu em torno de 11%. Harrington (1972) ja
dizia que a cada aumento de 1% no teor de 4gua das sementes ha reducao pela metade do periodo
de armazenamento. Assim, em AMB (68% UR), as sementes absorveram umidade em
embalagem permedvel e, possivelmente, a maior taxa respiratoria intensificou as reacdes de
deterioracdo reduzindo a qualidade fisioldgica dessas sementes. Lamichaney et al. (2020)
também observaram maior variacdo no grau de umidade de sementes de grdo-de-bico
armazenadas sob ambiente ndo controlado em embalagem permeével, quando comparado a
embalagem de polietileno, sendo que o maior grau de umidade foi responsédvel pela redugdo do
potencial de armazenamento dessas sementes.

O comprimento de plantulas de grao-de-bico também reduziu de forma linear durante o
armazenamento (Figura 5), com comportamento similar ao observado no teste de primeira

contagem de germinagdo (Figura 4).
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Figura 5: Comprimento de plantula (mm.plantula™) de grio-de-bico durante doze meses de

armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF), ambiente
refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Avaliando-se o comprimento de plantula, observa-se quanto aos ambientes que nao houve
diferenca entre eles em sementes embaladas em plastico durante todo o periodo de
armazenamento (Tabela 2). Porém, os ambientes diferem entre si, a partir dos seis meses, em
sementes embaladas em papel, sendo que menor comprimento de plantula foi observado em
AMB porém, sem diferir de REF aos seis e doze meses.

Com relacdo as embalagens, novamente o vigor das sementes embaladas em plastico e
papel ndo diferiu entre si, tanto em CF como em REF (Tabela 2). Em AMB, pléstico e papel
diferem a partir de seis meses, com pior desempenho para sementes mantidas em papel, as quais
apresentaram menor comprimento de plantulas, ou seja, menor capacidade de sinteses de novos
tecidos (KRZYZANOWSKI et al., 2020). Nota-se que o tipo de embalagem empregada para o
acondicionamento das sementes durante o armazenamento assumiu relevante importancia sob a
qualidade das sementes (Tabela 1 e 2), sendo que a embalagem plastica impediu a troca de vapor
d’4gua entre as sementes € o ambiente e auxiliou na reducdo da velocidade de deterioracao.
Outras pesquisas tém demonstrado a superioridade da embalagem impermedvel para a
preservacdo da qualidade de sementes em ambiente ndo controlado (SATASIYA et al, 2021;

ALEMAYEHU et al., 2020; CORADI et al., 2020; LAMICHANEY et al., 2020).
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Tabela 2: Comprimento de plantula (mm.plantula') de grio-de-bico durante doze meses de
armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF), ambiente
refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Comprimento de plantula (mm.plantula™)

Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico Papel Plastico Papel Plastico Papel Plastico Papel
CF 100.08 aA 103.55 aA  97.05 aA 102.61 aA 8739 aA 83.02 aA 57.22 aA 72.00 aA
REF 9479 aA 9554 aA 9446 aA 89.17 bA 9030 aA 84.02 aA 55.70 aA 60.19 abA
AMB 97.65 aA 105.57 aA 9290 aA 77.63 bB 88.70 aA 69.75 bB  65.95 aA 49.59 bB
Avaliacdo inicial 106.88
CVa (%) 8.48 CVb (%) 8.37

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mindsculas na coluna e
maidsculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F, respectivamente.

Pelo teste de envelhecimento acelerado, observa-se redugdo linear do vigor das sementes
durante o armazenamento em todas as condi¢des avaliadas (Figura 6). Nas sementes embaladas
em pléstico, a redugdo foi semelhante em todos os ambientes de armazenamento. J4 em papel,
observa-se reduc@o mais acentuada quando o armazenamento foi realizado em AMB e menos

acentuada em CF, assim como observado no teste de primeira contagem de germinacdo (Figura

4) e comprimento de plantula (Figura 5).

Plastico

Papel

N
o
o

-

(=]

(=]

)

o=
o
@
o
L

[+2]
o
L
[o2]
o

n
o
L
S
o
L

—— CF ($)=90,2-0,7667x R*=0,70
—— REF (§)=94,0-1,6500x R?=0,83
—— AMB (§)=91,7-1,467x R?=0,88

—— CF (§)=91,0-0,8333x R?=0,94
—— REF (§)=87,8-0,8000x R?=0,70
—— AMB (§)=93,7-3,017x R*=0,93

Envelhecimento acelerado (%)

N
o
'

Envelhecimento acelerado (%)
N
o

0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Periodo de armazenamento (meses) Periodo de armazenamento (meses)

Figura 6: Envelhecimento acelerado (%) de sementes de grao-de-bico durante doze meses de
armazenamento em diferentes embalagens e ambientes de armazenamento (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Comparando-se os diferentes ambientes dentro de cada embalagem (Tabela 3), verifica-

se que sementes embaladas em pldstico ndo apresentaram diferenga significativa no vigor,
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independente da condi¢do de ambiente, até os seis meses de armazenamento. A partir dos nove
meses houve queda no vigor em REF e em AMB, com maior vigor para sementes armazenadas
em CF. Diferente do observado na germinagdo, primeira contagem de germinagdo (Tabela 1) e
comprimento de plantula (Tabela 2), pelo teste de envelhecimento acelerado (Tabela 3) foi
possivel observar maior vigor, a partir dos nove meses, em sementes embaladas em plastico sob
CF. Assim, mesmo ndo havendo diferenca no teor de d4gua das sementes embaladas em plastico,
possivelmente, a menor temperatura da CF (8°C) atuou sobre a velocidade das reagdes
metabdlicas, contribuindo para manutencdo do vigor. Reducdo da temperatura do ambiente de
armazenamento reduz a mobilidade das moléculas, a atividade respiratéria e as reacdes de
deterioracdo em sementes (WALTERS; BALLESTEROS; VERTUCCI, 2010). Assim como
observado nesse trabalho, a reducdo da temperatura do ambiente de armazenamento também
apresentou efeito benéfico sobre o vigor das sementes de feijao fava (Vicia faba L.) (KOOSHKI
et al., 2018), feijdo-cutelinho (Lablab purpureus L.) (YAHAYA; SINNIA; MISRAN, 2022) e
soja (FERREIRA et al., 2017). Basavegowda e Hosamani (2013) também observaram que o
armazenamento de sementes de grao-de-bico em baixas temperaturas (5-7 °C) reduziu o
metabolismo preservando o vigor e a viabilidade das sementes quando comparado ao ambiente
ndo controlado.

Também houve diferenca significativa entre os ambientes para sementes embaladas em
papel, aos trés meses de armazenamento, sendo observado menor vigor em REF e maior vigor
em AMB, porém ambos sem diferir da CF (Tabela 3). Entretanto, a partir dos seis meses menor
vigor foi constatado em sementes sob AMB, como também observado no comprimento de
plantula (Tabela 2). Observa-se que a reduc¢do no vigor (Tabela 3), na capacidade de sintese de
novos tecidos (Tabela 2) e na velocidade de germinacdo (Tabela 1) foram identificadas antes da
reducdo da viabilidade das sementes (Tabela 1). Os testes de vigor identificam os eventos da
deterioracdo que antecedem a perda do poder germinativo (BAALBAKI et al, 2009;
KRZYZANOWSKI et al., 2020). Assim, € possivel dizer que o aumento do teor de dgua das
sementes proporcionado por um ambiente com alta umidade relativa (68%) e maior temperatura

(24°C) acelerou o processo de deterioracdo das sementes.



30

Tabela 3: Envelhecimento acelerado (%) em sementes de grao-de-bico durante doze meses de
armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF), ambiente
refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Envelhecimento acelerado (%)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico  Papel Plastico Papel Plastico Papel  Plastico Papel
CF 90 aA 89 abA 82 aA 87 aA 84 aA 82 aA 82 aA 82 aA
REF 91 aA 85 bA 83 aA 80 bA 78 bA 81 aA 75 bA 79 aA
AMB 91 aA 91 aA 80 aA 74 cB 79 bA 65 bB 75 bA 59 bB
Avaliacao inicial 91
CV(a) (%) 4.03 CV(b) (%) 3.74

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mindsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Comparando-se as embalagens dentro de cada ambiente (Tabela 3), observa-se que em
CF e REF, nao houve diferenca de vigor em sementes embaladas em plastico e em papel pelo
teste de envelhecimento acelerado, assim como observado na primeira contagem de germinacao
(Tabela 1) e comprimento de plantula (Tabela 2). Em conjunto, os dados de germinagao e vigor
evidenciam que tanto em CF (8°C £ 1,02 e 35% * 1,36) como em REF (18°C + 1,34 e 62% +
3,97), ndo houve efeito significativo da natureza da embalagem sobre qualidade fisiologica das
sementes de grdo-de-bico em cada periodo de armazenamento. Coradi et al. (2020) também
observaram qualidade semelhante em sementes de soja armazenadas em embalagem permedvel
e impermedvel, quando o armazenamento foi realizado em ambientes com controle de
temperatura, tanto a 10°C quanto a 15°C e atribuiram os resultados a estabilidade térmica
apresentada por esses ambientes.

Ainda comparando as embalagens, observa-se na Tabela 3, que em AMB, sementes
embaladas em papel apresentaram menor vigor a partir dos seis meses quando comparada ao
pléstico, assim como observado no comprimento de plantula (Tabela 2). Dessa forma, verifica-
se, pelos testes de vigor, que o processo de deterioragdo, favorecido pelo maior grau de umidade
das sementes embaladas em papel, comecgou a se intensificar a partir dos 6 meses provocando,
aos 12 meses, queda na germinacdo. Devido a natureza higroscépica das sementes, em ambiente
com elevada umidade relativa, elas absorvem vapor d’agua até o equilibrio, elevando seu grau
de umidade, o que pode favorecer as reacdes de deterioracdo (BAKHTAVAR; AFZAL; BASRA,
2019; ALEMAYEHU et al., 2020). Uma estratégia interessante em ambientes tropicais que nao

dispoe de controle da umidade relativa do ar pode ser o uso embalagens impermedveis, que como
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observado nesse trabalho foi eficiente na manutengdo da qualidade filolégica das sementes de
grao-de-bico, até os 12 meses. Embalagens impermedaveis foram recomendadas como estratégia
no controle da velocidade da deterioracdo em sementes de lentilha (NEGI er al., 2020) e grao-
de-bico (PATEL et al.,2018; SATASIYA et al., 2021) armazenadas em ambiente com frequentes
alteracdes na umidade relativa do ar visto que, essas embalagens dificultaram a absor¢do de
umidade pelas sementes.

Como pode ser observado na Figura 7, houve aumento na condutividade elétrica durante
o armazenamento das sementes de grao-de-bico em todas as condicdes avaliadas, sendo esse
aumento mais acentuado em sementes mantidas em AMB, tanto embaladas em plastico quanto

em papel.
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Figura 7: Condutividade elétrica (uS cm™ g'!) de sementes de grio-de-bico durante doze meses

de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente nao controlado (AMB)).

Nao houve interacdo entre embalagens e ambientes para os dados de condutividade
elétrica dessa forma, os fatores foram avaliados isoladamente. Comparando-se os ambientes,
observa-se aos seis meses maior condutividade elétrica para as sementes armazenadas em AMB
e menor valor em REF, sendo que ambos nao diferiram de CF (Tabela 4). A partir dos nove
meses, maior condutividade elétrica foi verificada em sementes sob AMB, diferindo dos demais
ambientes, indicando menor vigor das sementes nessa condi¢do. O aumento da condutividade
elétrica estd associado as alteracdes ou a perda de integridade do sistema de membranas celulares
decorrentes do acimulo de EROs (KUREK; PLITTA-MICHALAK; RATAJCZAK, 2019,
RATAJCZAK et al., 2020). Sob maior temperatura e umidade relativa (AMB), a maior taxa

respiratoria das sementes provavelmente possibilitou maior producdo de EROs que podem ter
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desencadeado reagdes de peroxidacgdo lipidica, acumulando danos nas membranas, acarretando
em reducdo do vigor das sementes (KUREK; PLITTA-MICHALAK; RATAJCZAK, 2019;
RATAIJCZAK et al., 2020).

Ainda pela Tabela 4, observa-se que diferencas significativas entre as embalagens sé
ocorreram aos doze meses, quando sementes embaladas em pldstico apresentaram menor
condutividade elétrica, indicando maior vigor, em relacdo a sementes acondicionadas em papel.
Sementes de quinoa também apresentaram maior integridade das membranas armazenadas em
embalagem impermedvel quando comparada a embalagens porosas uma vez que, essa limitou a
absor¢do de umidade pelas sementes reduzindo a atividade de EROs sobre as membranas

(BAKHTAVAR; AFZAL, 2020).

Tabela 4: Condutividade elétrica (uS cm™ g'!) em sementes de grao-de-bico durante doze meses
de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente nao controlado (AMB)).

Condutividade elétrica (uS cm™ g )
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6

Pléstico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 86.66 82.79 84.72 a  85.18 84.73 84.95 ab
REF 79.96 85.90 8293 a 81.10 84.40 8275 b
AMB 81.93 84.53 83.23 a  87.67 89.73 88.70 a
Média 82.85 A 8441 A 84.65 A 86.29 A

9 12

Plastico Papel Média Plastico Papel Média
CF 89.31 90.03 89.67 b  89.96 90.97 90.47 b
REF 91.01 91.49 9125 b 91.68 91.66 91.67 b
AMB 95.79 99.14 97.47 a  98.77 107.48 103.12 a
Média 92.04 A 9355 A 93.47 B 96.70 A

Avaliacdo inicial 78.42

CV(a) (%) 3.84 CV(b) (%) 4.18

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Houve reducdo linear do indice de velocidade de emergéncia (IVE) durante o
armazenamento de sementes de grao-de-bico (Figura 8). Redu¢do semelhante ocorreu em todos
os ambientes de armazenamento nas sementes embaladas em pléstico. J4 em papel, observa-se

redu¢do mais acentuada quando o armazenamento foi realizado em AMB e menos acentuada em

CF.
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Figura 8: Indice de velocidade de emergéncia de plantulas de grao-de-bico durante doze meses
de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Pelo IVE, assim como pelo teste de condutividade elétrica, ndo houve interacdo
significativa entre os ambientes de armazenamento e as embalagens. Portanto, comparando-se
os ambientes de forma isolada, observa-se que ndo houve diferenca entre eles no inicio do
armazenamento (trés meses), sendo que a partir do sexto més menor IVE ocorreu para as
sementes mantidas em AMB (Tabela 6). Assim, a desestrutura¢do nos sistemas de membranas
identificada no teste anterior certamente afetou a velocidade de emergéncia das plantulas.

As sementes acondicionadas em papel e plastico apresentaram diferenca significativa
quanto ao IVE somente aos doze meses, com menores valores obtidos para aquelas armazenadas
em papel (Tabela 6), assim, como observado no teste de condutividade elétrica (Tabela 5). Esses
dados indicam que sob embalagem permedvel as oscilagdes no grau de umidade das sementes
favoreceram o acumulo de alteragdes deletérias nas membranas celulares afetando a velocidade

de emergéncia das plantulas.
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Tabela 5: Indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas de grio-de-bico durante doze
meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Indice de velocidade de emergéncia
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6
Plastico Papel Média Plastico Papel Média
CF 6.25 6.41 6.33 a 5.37 5.63 5.50 a
REF 6.18 6.11 6.15 a 5.39 5.13 526 a
AMB 6.01 5.73 5.87 a 5.00 4.36 4.68 b
Média 6.15 A 6.08 A 525 A 5.04 A
9 12
Plastico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 5.19 5.78 548 a 5.05 5.15 5.10 a
REF 5.36 5.05 5.21 ab 5.32 4.95 513 a
AMB 4.97 4.45 471 b 4.64 3.53 4.09 b
Média 517 A 5.09 A 5.01 A 454 B
Avaliacdo inicial 7.22
CV(a) (%) 7.32 CV(b) (%) 6.91

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintsculas na
coluna e maiudsculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Em sintese, os dados de qualidade fisiologica indicam que CF até doze meses foi o
ambiente mais eficiente na conservagdo da germinagdo e do vigor das sementes, seja embaladas
em pléstico ou em papel. Por se tratar de espécies ortodoxa, constata-se o esperado, ou seja, essas
condi¢des podem ser empregadas para o armazenamento de sementes de grao-de-bico visando
minima perda de qualidade.

Em relacdo a REF, observa-se conservagdo da germinacdo das sementes até doze meses,
porém com reducdo do vigor ao final do armazenamento, independente da embalagem pléstico
ou papel. O resfriamento artificial € uma técnica economicamente vidvel que j4 vem sendo
praticada por grandes empresas do setor sementeiro (FRANCA-NETO et al., 2016; JAQUES et
al., 2022), podendo perfeitamente ser aplicado na cadeia de produgdo de sementes de grao-de-
bico visto os seus beneficios na preservacao da qualidade dessas sementes.

Em AMB, o uso da embalagem plastica se mostrou benéfica a conservacao da germinacao
das sementes até os 12 meses, porém com reducao do vigor a partir dos nove meses, semelhante
ao observado no armazenamento sob REF. No entanto, nesse ambiente, utilizando-se a
embalagem papel, a germinacdo e o vigor das sementes foi comprometida, mostrando ser uma
condi¢do inadequada para o armazenamento superior a nove meses. Esses dados reforcam a

importancia que as embalagens exercem sobre a modulacao dos ambientes de armazenamento,
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minimizando ou ndo os efeitos de fatores adversos como as oscilacdes de umidade, com

consequéncias diretas sob a qualidade fisioldgica das sementes (CORADI et al., 2020).
3.2 Alteracoes bioquimicas

Nas andlises bioquimicas ndo houve interacdo tripla significativa (p < 0,05) entre os
fatores embalagens, ambientes e periodo de armazenamento, assim avaliou-se os efeitos dos
fatores de forma isolada.

Na Figura 9, ao se comparar os diferentes periodos de armazenamento, observa-se um
ligeiro acréscimo no contetido de MDA em sementes de grao-de-bico durante o armazenamento,
em todas as embalagens e ambientes. Sementes embaladas em plastico apresentaram acréscimo
semelhante em todos os ambientes de armazenamento. J4 em papel, acréscimo mais acentuado

ocorreu em AMB e menos acentuada em CF.
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Figura 9: Contetido de Malonaldeido (nmol g'! de massa seca) de sementes de grio-de-bico
durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Observa-se, na Tabela 6, que houve diferenca entre os ambientes a partir dos seis meses
de armazenamento, com maior conteudo de MDA em sementes sob AMB e menor conteido sob
CF e REF. A partir dos 9 meses de armazenamento, ocorreu diferencga estatistica entre todos os
ambientes com maior contetido de MDA em sementes sob AMB e menor contetido em sementes
sob CF.

O acimulo de MDA estd associado a peroxidacdo de lipidios e ao processo de
deterioracdo em sementes (BAILLY et al., 1996; WOJTYLA et al., 2016; MIN et al., 2017
SUDHAKARAN, 2022). Ressalta-se que pelo teste de condutividade elétrica (Tabela 4) foram

constatadas diferencas na permeabilidade das membranas a partir dos seis meses, com maior
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conteudo de lixiviado em sementes sob AMB. Esses dados confirmam que em ambiente com
maior temperatura (24 °C) e umidade relativa (68%) a maior atividade respiratdria propiciou o
acimulo de EROs e a consequente peroxidacdo de lipidios afetou a integridade das membranas
logo no inicio do armazenamento, reduzindo a capacidade de sintese de novos tecidos (Tabela
2), a tolerancia ao estresse (Tabela 3) e a velocidade de emergéncia (Tabela 5), eventos que
culminaram na reducdo da germinacdo das sementes de grao-de-bico durante o armazenamento.
Por outro lado, nos demais ambientes (REF e CF), as reacdes de peroxidacao de lipidios foram
limitadas de forma proporcional a redu¢ao da umidade relativa e temperatura dos ambientes de
armazenamento (Tabela 6).

Nao houve diferenca estatistica no conteido de MDA em sementes embaladas em pléstico
ou em papel, dentro de cada periodo de armazenamento (Tabela 6). Contudo, na avaliacdao da
condutividade elétrica foi observado que sementes embaladas em papel apresentaram maior
conteddo de lixiviado quando comparado ao papel, aos 12 meses. Nota-se que mesmo nao
havendo diferenca estatistica, essas sementes apresentaram maiores valores absolutos de
conteido de MDA. Assim, € provavel que armazenadas em papel a peroxidagado de lipidios tenha

sido um dos eventos envolvidos na reducio do vigor dessas sementes.

Tabela 6: Contetido de Malonaldeido (nmol g!' de massa seca) de sementes de grio-de-bico
durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Malonaldeido (MDA) (nmol g'1 de massa seca)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6

Plastico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 9.95 9.59 9.77 a 11.44 10.15 10.80 b
REF 10.65 10.21 1043 a 12.03 11.51 11.77 b
AMB 10.87 11.71 11.29 a 12.34 14.37 13.36 a
Média 1049 A 10.50 A 11.93 A 12.01 A

9 12

Plastico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 11.39 10.25 10.82 ¢ 11.60 10.49 11.05 ¢
REF 12.28 12.67 12.48 b 12.56 12.96 12.76 b
AMB 13.42 15.68 14.55 a 13.28 15.97 14.63 a
Média 1236 A 12.86 A 1248 A 13.14 A
Avaliagdo inicial 9.18
CV(a) (%) 8.35 CV(b) (%) 8.64

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, minudsculas na
coluna e maiudsculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.
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Em relacdo a atividade das enzimas antioxidativas, observa-se, na Figura 10, ligeira
reducdo da atividade da superéxido dismutase (SOD), exceto para sementes armazenadas em

papel sob CF onde a atividade da enzima se manteve praticamente constante durante o

armazenamento.
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Figura 10: Atividade da Superdxido dismutase (U min-1 mg-1 de proteina) de sementes de grao-
de-bico durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de
ambiente (camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Em relacdo aos ambientes, observa-se na Tabela 7 que a partir dos nove meses, menor
atividade da SOD ocorre em AMB e maior atividade ocorre em CF, porém, ambos sem deferir
de REF. Aos doze meses, tanto AMB quanto REF apresentam menor atividade da SOD. Nota-
se que a reducdo da atividade enzimdtica ocorreu justamente nos tratamentos que apresentaram
sementes com menor germinag¢do (AMB) ou vigor (REF), indicando que o comprometimento do
sistema antioxidante enzimatico resultou em perda de desempenho fisioldgico.

E possivel que a menor atividade da SOD observada em sementes sob REF tenha sido
responsdvel pela reducdo do vigor dessas sementes, sem comprometer, contudo, a germinacao
até 12 meses. Por outro lado, a menor atividade da SOD em sementes sob AMB pode ter sido
insuficiente para prevenir os efeitos nocivos das EROS, afetaram o desempenho germinativo
dessas sementes.

Na avaliacdo das embalagens, observa-se que ndo houve diferenca na atividade da SOD
em sementes embaladas em plastico ou em papel (Tabela 7). Nota-se que também ndo se
observou efeito significativo para embalagem em sementes armazenadas em CF e REF pelos
testes fisioldgicos, apenas sob AMB a embalagem pléstica se mostrou mais eficiente na

manutenc¢do da qualidade fisiolégica, a partir do sexto més.
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Tabela 7: Atividade da Superéxido dismutase (U min' mg™! de proteina) de sementes de grio-
de-bico durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de
ambiente (camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Superéxido dismutase (U min! mg™! de proteina)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6
Plastico Papel Média Plastico Papel Média
CF 2.35 2.51 243 a 2.26 2.49 237 a
REF 2.52 2.54 253 a 245 2.30 237 a
AMB 2.43 2.46 245 a 2.18 2.07 2.13 a
Média 243 A 2.50 A 229 A 228 A
9 12
Plastico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 2.26 2.49 237 a 2.24 2.49 237 a
REF 242 2.26 2.34 ab 2.13 1.98 2.06 b
AMB 2.15 1.97 2.06 b 2.14 1.71 1.93 b
Média 228 A 224 A 2.17 A 206 A
Avaliagdo inicial 2.53
CV(a) (%) 10.27 CV(b) (%) 9.85

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintsculas na
coluna e maiudsculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Durante o armazenamento também houve ligeira reducdo da atividade da enzima
Ascorbato peroxidase (APX) em sementes de grao-de-bico, porém, para essa enzima a reducao

ocorreu de forma similar em todos os tratamentos avaliados (Figura 11).
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Figura 11: Atividade da Ascorbato peroxidase (nmol min' mg™! de proteina) de sementes de
grao-de-bico durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de
ambiente (camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Diferente do observado na SOD, nao houve diferenca entre os ambientes para a atividade
da APX em sementes de grao-de-bico em cada periodo de armazenamento (Tabela 8). Da mesma

forma, as embalagens, também ndo apresentaram diferenca estatistica em cada periodo.
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Tabela 8: Atividade da Ascorbato peroxidase (nmol min™' mg™! de protefna) de sementes de grio-
de-bico durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de
ambiente (camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Ascorbato peroxidase (nmol min! mg™! de proteina)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6
Plastico Papel Média Plastico Papel Média
CF 42.97 46.07 4452 a  37.62 46.05 41.83 a
REF 34.58 42.71 38.65 a  33.20 40.74 3697 a
AMB 41.23 36.97 39.10 a 3648 29.75 33.12 a
Média 39.59 A 4192 A 3577 A 38.85 A
9 12
Pléstico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 34.91 40.89 3790 a  30.15 39.18 34.67 a
REF 27.24 40.85 3404 a 2795 39.71 33.83 a
AMB 35.17 29.58 3238 a  34.86 29.12 31.99 a
Média 3244 A 37.10 A 3099 A 36.01 A
Avaliacdo inicial 46.61
CV(a) (%) 18.86 CV(b) (%) 16.17

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Houve reducgido da atividade da Catalase (CAT) durante o armazenamento de sementes de
grao-de-bico em todas as embalagens e ambientes (Figura 12). Nas sementes embaladas em
plastico, a reducdo da atividade dessa enzima foi semelhante entre os ambientes. J4 em papel,
observa-se reducdo mais acentuada quando o armazenamento foi realizado em AMB e menos

acentuada em CF.
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Figura 12: Atividade da Catalase (umol min™! mg! de proteina) de sementes de grio-de-bico
durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Comparando-se os ambientes, observa-se que sementes armazenadas em AMB
apresentaram desde os trés meses menor atividade da CAT (Tabela 9), indicando inicio do
processo de deterioragdo das sementes com a reducdo do sistema de defesa antioxidante
(KUMAR et al., 2015; SANO et al., 2016; KUREK; PLITTA-MICHALAK; RATAJCZAK,
2019). Contudo, pelos resultados dos testes fisiologicos, envelhecimento acelerado (Tabela 3) e
IVE (Tabela 5), apenas a partir de 6 meses é que foram detectadas diferencas significativas no
vigor das sementes armazenadas em AMB. Estes dados sdo interessantes porque indicam que
alteracdes na atividade antioxidante das sementes ocorrem antes das alteracdes na tolerancia ao
estresse e na velocidade de emergéncia, podendo se constituir em marcadores relevantes para
detectar o inicio do processo de deterioragdo das sementes. Esses dados estdo de acordo com
Ebone, Caverzan e Chavarria, (2019) que afirmaram que o primeiro evento na deterioracdo de
sementes € a depressdo da capacidade protetora, como consequéncia da inativa¢do enzimatica.

A menor capacidade de eliminar o per6xido de hidrogénio pode ter favorecido, a partir
do seu actimulo, a formac¢ao do radical hidroxila, principal iniciador do processo de peroxidacao
lipidica (DEMIDCHIK, 2015), corroborando os resultados de MDA, que detectou a partir dos 6
meses maior peroxidacdo de lipidios em sementes armazenadas em AMB. Em soja, a
peroxidacdo de lipidios também aumento em sementes durante o armazenamento e foi associada
a correspondente reducdo na atividade das enzimas CAT e peroxidases (SHARMA et al., 2013).
Esses dados ajudam a elucidar quais eventos bioquimicos podem estar envolvidos na reducao do
vigor e germinagdo em sementes durante o armazenamento.

De fato, a maior temperatura e umidade relativa do ambiente de armazenamento
provocaram alteracdes bioquimicas prejudiciais a qualidade das sementes como peroxidagdo

lipidica (Tabela 6) e reducao da atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante (Tabela
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7 e 9) corroborando os resultados de germinagdo e vigor. De maneira semelhante, Khan et al.
(2013) observaram reducdo na atividade da CAT em sementes de ervilha sob ambiente ndo
controlado quando comparado ao ambiente controlado (5 °C) e constataram forte relagao entre o
ambiente de armazenamento, alteracdes bioquimicas deletérias e a reducdo da qualidade de
sementes. Investigando os efeitos do grau de umidade (6, 10, 14, 18 e 22%) e temperatura de
armazenamento (15, 15, 35 e 45°C) em sementes de feijao fava (Vicia faba L.), Kooshki et al.
(2018) observaram que com o aumento do teor de dgua das sementes, a cada temperatura, a
atividade da catalase € reduzida, comprometendo a qualidade fisioldgica dessas sementes.
Assim como observado para a atividade da SOD e APX, ndo houve diferenca na atividade

da CAT para sementes acondicionadas em plastico ou em papel (Tabela 9).

Tabela 9: Atividade da Catalase (umol min™' mg™! de proteina) de sementes de grio-de-bico
durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente
(camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Catalase (umol min"! mg™! de proteina)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6
Pléstico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 5.74 6.10 592 a 4.34 5.65 4.99 a
REF 5.97 5.45 571 a 4.99 4.06 452 a
AMB 4.70 4.97 4.83 b 4.28 3.45 386 b
Média 547 A 551 A 453 A 439 A
9 12
Pléstico Papel Média Pléstico Papel Média
CF 4.21 5.29 475 a 4.02 5.20 461 a
REF 4.69 3.84 427 a 4.31 3.65 398 a
AMB 3.04 2.93 299 b 2.97 2.73 285 b
Média 398 A 4.02 A 377 A 3.86 A
Avaliacdo inicial 6.21
CV(a) (%) 11.17 CV(b) (%) 12.56

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

3.3 Qualidade sanitaria

Na avaliacd@o da qualidade sanitaria foram identificados como principais microrganismos
associados as sementes de grdo-de-bico os fungos de armazenamento Aspergillus spp.,
Penicillium spp., e os fungos de campo Fusarium spp. e Clasporium spp. conforme ilustrado na

Figura 13. Esses géneros de fungos estao associados com frequéncia as sementes de grao-de-bico
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(HOSKEM et al., 2017; RAMIREZ, et al., 2018; AMULE et al., 2019; JAVAID; KHAN, 2019;
PARASHAR; RIZVI; SINHA; 2019; GETANEH et al., 2020).
Houve interacdo tripla significativa (p < 0,05) entre os fatores embalagens, ambientes e

periodos de armazenamento para todos 0s microrganismos mencionados acima, exceto para

Penicillium spp.

Figura 13: Crescimento de fungos em sementes de grao-de-bico (A), seta preta Aspergillus spp.
e seta branca Penicillium spp. Em detalhe Aspergillus spp. (B e C), Penicillium spp. (D),
Cladosporium spp. (E) e Fusarium spp. (F e G) (G corado em fucsina).

Na Figura 14, ao se comparar os periodos de armazenamento, observa-se que a incidéncia
de Fusarium spp. seguiu tendéncia de ligeira reducdo em AMB e ligeiro aumento em CF, tanto
para sementes embaladas em papel quanto em plastico. Espécies do complexo Fusarium spp.,
agente causal de murcha vascular, sdo patégenos de solo bastante recorrente na cultura do grao-
de-bico e responsdvel por importantes perdas econdmicas uma vez que pode causar morte de
plantas e reducao de produtividade (BHAR; JAIN; DAS, 2021). Os sintomas da doenca podem
aparecer a partir de 25 dias apds a semeadura em campo (JIMENEZ-DIAZ et al., 2015). Esse

patégeno pode se associar as sementes no campo € sobreviver por anos em sementes
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armazenadas, sendo sua sobrevivéncia favorecida pela baixa umidade e temperatura durante o
armazenamento (BHAR; JAIN; DAS, 2021). Assim, as condi¢cdes de armazenamento

empregadas nessa pesquisa foram favordveis a manutencio da viabilidade desse patogeno.
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Figura 14: Incidéncia de Fusarium spp. (%) em sementes de grao-de-bico durante doze meses de
armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF), ambiente
refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Avaliando-se os ambientes dentro de cada embalagem, observa-se que em sementes
embaladas em pléstico, ndo houve diferencga entre eles na incidéncia de Fusarium spp. (Tabela
10). Ja em papel, menor incidéncia de Fusarium spp. ocorreu em AMB e REF, a partir dos nove
meses, porém REF ndo diferiu de CF. Quanto as embalagens, ndo houve diferenca estatistica
entre elas em cada ambiente e periodo de armazenamento.

A associacdo de Fusarium spp. as sementes de grao-de-bico € relevante do ponto de vista
epidemioldgico visto que, sementes infectadas sdo um dos principais agentes de introducao de
fitopatégenos em novas dreas de cultivo (JIMENEZ-DIAZ ef al., 2015; BHAR; JAIN; DAS,
2021). Porém, de acordo como os dados dessa pesquisa, Fusarium spp. parece ndo atuar sobre a
deterioracdo de sementes de grao-de-bico durante o armazenamento, visto que ndo foi observada
relacdo direta entre a sua incidéncia e a redugdo na qualidade fisiologica das sementes. No
entanto, Lima et al. (2021) observaram em sementes de grao-de-bico correlacdo negativa entre a

incidéncia de Aspergillus spp., Penicillium, Rhizopus spp. € Fusarium spp. com a germinacao.
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Tabela 10: Incidéncia de Fusarium spp. (%) de sementes de grao-de-bico durante doze meses de
armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de ambiente (camara fria (CF), ambiente
refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Fusarium spp. (%)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico Papel  Plastico Papel Plastico  Papel Plastico Papel
CF 15 aA 15 aA 20 aA 18 aA 22 aA 20 aA 22 aA 20 aA
REF 15 aA 13 aA 16 aA 13 aA 15 aA 12 abA 17 aA 12 abA
AMB 13 aA 12 aA 10 aA 8 aA 11 aA 7 bA 10 aA 7 bA
Avaliacdo inicial 15
CV(a) (%) 24.35 CV(b) (%) 24.87

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, minudsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Na Figural5, observa-se que consideravel incidéncia de Cladosporium spp. ocorreu nas
sementes de grao-de-bico recém colhidas (tempo 0), porém, durante o armazenamento, nota-se
uma reducdo expressiva em todas as condicdes avaliadas. De forma geral, a incidéncia de
Cladosporium spp. seguiu tendéncia inversa a de Aspergillus spp. e Penicillium spp..
Cladosporium spp. é considerado um fungo fraco competidor (KUKREJA et al., 2018), assim, o
aumento dos fungos de armazenamento pode ter inibido seu desenvolvimento.

Ainda na Figura 15, observa-se que a incidéncia de Aspergillus spp. em sementes recém
colhidas (tempo 0), foi baixa, apenas 2%, porém, aumentou durante 0 armazenamento em todos
os ambientes e embalagens avaliados, sendo o aumento mais expressiva em sementes embaladas
em papel sob AMB e REF. J4 a incidéncia de Penicillium spp. se encontrava elevada no inicio
do armazenamento (30%), e, independente da condi¢do avaliada aumentou durante o
armazenamento, seguindo a mesma tendéncia observada em Aspergillus spp. Esses dados
mostram que sementes de grao-de-bico s@o altamente propensas ao desenvolvimento de fungos
de armazenamento e essa sensibilidade pode estar relacionada a composicdo quimica do
tegumento. Trancoso et al. (2021) afirmam que o tegumento dessas sementes apresenta baixo
teor ou a auséncia de lignina combinado a alta concentracdo de pectina. Nesse contexto,
sugerimos que essa composicao pode favorecer o desenvolvimento de fungos, justificando a alta

incidéncia de fungos de armazenamento, mesmo sob condi¢des controladas de armazenamento.
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Figura 15: Incidéncia de Cladosporium spp., Aspergillus spp. e Penicillium spp. em sementes de
grao-de-bico durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢des de

ambiente (camara fria (CF), ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).

Na Tabela 11, avaliando-se os ambientes dentro de cada embalagem, observa-se que em

sementes embaladas em plastico, maior indecéncia de Cladosporium spp. ocorre em CF, logo no

inicio do armazenamento, sem diferir de REF aos 3 meses. Embaladas em papel, também sob CF

as sementes apresentaram maior incidéncia de Cladosporium spp. desde os trés meses de

armazenamento. Observa-se também que, quanto as embalagens, a indecéncia de Cladosporium
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spp em sementes embaladas em pléstico e em papel praticamente ndo diferem entre si sob CF e
REF. Ja em AMB menor incidéncia de Cladosporium spp ocorreu em papel aos 3 e 6 meses,
sendo que a partir dos 9 meses ndo houve diferenca entre as embalagens. Esses dados indicam
que ndo houve relacdo entre a qualidade fisiol6gica das sementes e a incidéncia de Cladosporium
spp., 0 que estd de acordo com a literatura que afirma que Cladosporium spp. € componente da
microflora de sementes, porém, sem causar danos a elas (HOSKEM et al., 2017; GOULART,
2018). Portanto, esse ¢ um fungo de importancia secunddria sobre a qualidade fisioldgica de
sementes de grao-de-bico durante o armazenamento.

Tabela 11: Incidéncia de Cladosporium spp. (%) de sementes de grao-de-bico durante doze
meses de armazenamento em diferentes embalagens e condicdes de ambiente (cAmara fria (CF),

ambiente refrigerado (REF) e ambiente ndo controlado (AMB)).
Cladosporium spp. (%)

Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico Papel Plastico Papel Plastico Papel Plastico  Papel
CF 52 aA 50 aA 25 aB 40 aA 20 aA 22 aA 15 aA 18 aA
REF 50 aA 40 bB 19 bA 10 bA 10 bA 4 DA 5 bPA 4 bA
AMB 45 bA 38 bB 15 bA 4 cB 2 cA 1 DA 1 bA 0 bA
Avaliacdo inicial 60
CV(a) (%) 20.93 CV(b) (%) 28.45

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mintdsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Na Tabela 12, avaliando-se os ambientes dentro de cada embalagem, observa-se que em
sementes embaladas em pléstico, os ambientes CF, REF e AMB nao apresentaram diferenca
estatistica quanto a incidéncia de Aspergillus spp. Esses dados mostram que em sementes sob
grau de umidade proximos (Figura 3), o crescimento de Aspergillus spp. ocorreu de forma
similar, independente da temperatura apresentada pelos ambientes, da mesma forma como foi
observado na maioria dos testes de qualidade fisioldgica.

Por outro lado, houve diferenca entre os ambientes em sementes embaladas em papel,
sendo que menor incidéncias de Aspergillus spp. ocorreu em CF e maior em AMB, aos seis meses
de armazenamento (Tabela 12). A partir dos nove meses, tanto REF quanto AMB passaram a
apresentar maior incidéncias de Aspergillus spp. Assim, observa-se que o desenvolvimento desse
género de fungo variou em funcdo do grau de umidade das sementes e da temperatura dos
ambientes. Sob menor grau de umidade e temperatura, o desenvolvimento de Aspergillus spp.
foi menos intenso, o que pode ter contribuido para maior qualidade fisioldgica apresentada por

essas sementes. Corroborando esses resultados, sementes de ervilha apresentaram menor
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incidéncia de Aspergillus spp. durante o armazenamento sob camara fria (20 °C e 50% UR)
quando comparado ao ambiente ndo controlado, sendo esses dados diretamente associados ao
potencial fisiolégico das sementes (MIELEZRSKI; MARCOS-FILHO, 2013). Sadhu (2020)
observou queda de viabilidade e vigor em sementes de grao-de-bico quando inoculadas com
Aspergillus flavus, com redugdo da germinacdo, comprimento da parte aérea e comprimento da
raiz.

Quanto as embalagens (Tabela 12), observa-se, que em REF, sementes embaladas em
papel apresentam maior incidéncia de Aspergillus spp. a partir de nove meses. Em AMB, também
foi verificada maior incidéncia em sementes embaladas em papel, porém, no inicio do
armazenamento, logo aos 3 meses. Observa-se que essas sementes foram as que apresentaram
maior grau de umidade durante o armazenamento (Figura 3), o que pode ter favorecido o
crescimento desse microrganismo e intensificado o processo de deterioracao com consequéncias
diretas sobre a qualidade dessas sementes. O contetddo de dgua das sementes € sem ddvida o fator
que mais exerce influéncia sob o crescimento de fungos (MOHAPATRA et al., 2017,
FLEURAT-LESSARD, 2017; WANG et al., 2020), sendo relatado que quanto maior o grau de
umidade das sementes de grao-de-bico durante o armazenamento, maior € incidéncia de fungos
(ISLAM et al., 2013, BASAVEGOWDA; HOSAMANI, 2013), a producdo de micotoxinas
(ALEMAYEHU et al., 2020) e menor ¢é a qualidade fisiol6gica das sementes.

Tabela 12: Incidéncia de Aspergillus spp (%) de sementes de grao-de-bico durante doze meses
de armazenamento em diferentes embalagens e condi¢cdes de ambiente (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente nao controlado (AMB)).
Aspergillus spp. (%)
Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12
Plastico  Papel Plastico Papel Plastico Papel  Plastico Papel
CF 18 aA 12 aA 26 aA 24 cA 32 aA 30 bA 34 aA 30 bA
REF 14 aA 18 aA 34 aA 33 bA 41 aB 55 aA 42 aB 54 aA
AMB 12 aB 20 aA 33 aB 51 aA 45 aB 60 aA 45 aB 61 aA
Avaliagdo inicial 2
CV(a) (%) 15.38 CV(b) (%) 14.42

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mindsculas na
coluna e maiusculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F,
respectivamente.

Na tabela 13, comparando-se os ambientes, observa-se maior incidéncia de Penicillium
spp. em AMB, desde os 3 meses de armazenamento, contudo sem diferir de CF aos 3 meses e de

REF aos 6, 9 e 12 meses de armazenamento. Quanto as embalagens maior incidéncia de
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Penicillium spp. ocorreu em sementes embaladas em pldstico, aos trés, seis € nove meses, porém

aos doze meses ndo houve diferenca entre as embalagens (Tabela 13).

Tabela 13: Incidéncia de Penicillium spp. (%) de sementes de grao-de-bico durante doze meses
de armazenamento em diferentes embalagens e ambientes de armazenamento (camara fria (CF),
ambiente refrigerado (REF) e ambiente nao controlado (AMB)).

Penicillium spp. (%)

Periodo de armazenamento (meses)

Ambiente 3 6 9 12

Plastico Papel Média Plastico Papel Média Plastico Papel Média Pldstico Papel Média
CF 49 36 43 ab 58 41 50 b 65 45 55 b 65 45 55 b
REF 45 34 40 b 64 59 62 a 64 64 64 ab 76 80 78 a
AMB 50 43 47 a 66 61 64 a 72 66 69 a 73 82 78 a
Média 48 A 38 B 63 A 54 B 67 A 59 B 71 A 69 A

Avaliagdo inicial 30
CV(a) (%) 10.62 CV(b) (%) 10.53

Médias seguidas das mesmas letras, dentro de cada periodo de armazenamento, mindsculas na coluna e
maidsculas nas linhas, ndo diferem a 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e F, respectivamente.

Em sintese, pelas andlises de qualidade sanitdria podemos constatar que durante o
armazenamento os fungos de campo Fusarium spp. € Cladosporium spp. seguiram tendéncia de
manutencdo (Figura 14) ou queda (Figura 15), respectivamente, e que, de forma geral, esses
microrganismos ndo atuaram sobre a qualidade fisioldgica das sementes de grao-de-bico. Por
outro lado, os fungos de armazenamento Aspergillus spp. € Penicillium spp. tornaram-se
predominantes no armazenamento (Figura 15), apresentando alta incidéncia principalmente em
sementes sob condi¢des de maior umidade relativa e temperatura (AMB e REF) o que pode ter
contribuido para reducdo do vigor em sementes sob REF e redu¢do da germinacdo em sementes
sob AMB.

A andlise de componentes principais (PCA) permitiu observar que os componentes 1
(Dim1) e 2 (Dim2) explicaram respectivamente 75,2% e 7,9% da variabilidade total dos dados,
totalizando 83,1% (Figura 16).
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Figura 16: Biplot da andlise de componentes principais (PCA) obtidos pela combinagdo linear
das varidveis relacionadas a qualidade fisioldgica, sanitdria e alteracdes bioquimicas de sementes
de grao-de-bico durante doze meses de armazenamento em diferentes embalagens e ambientes
de armazenamento. Dim1 — Componente principal 1; Dim2 — Componente principal 2. GERM =
Germinagdo; PC = Primeira contagem de germinacdo; CP = Comprimento de plantula; EA =
Envelhecimento acelerado; IVE = Indice de velocidade de emergéncia; CE = Condutividade
elétrica; SOD = Superdxido dismutase; CAT = Catalase; APX = Ascorbato peroxidase; MDA =
Malonaldeido; ASP = Aspergillus spp.; PEN = Penicillium spp.; CLA = Cladosporium spp.; FUS
= Fusarium spp.

Considerando os vetores no circulo de correlagdo (Figura 16), observa-se que os vetores
de germinacdo e dos testes de vigor (primeira contagem de germinagdo, comprimento de plantula,
envelhecimento acelerado, indice de velocidade de emergéncia) juntamente com os vetores das
enzimas antioxidativas (SOD, APX e CAT) se encontram opostos aos vetores de condutividade
elétrica, MDA, Aspergillus spp. e Penicillium spp., indicando correlacdo negativa entre estes
parametros. Esses dados confirmam que a peroxidacdo de lipidios e a incidéncia de fungos de
armazenamento contribuiram para a redu¢do da qualidade de sementes de grao-de-bico durante
o armazenamento. Além disso, confirmam que as enzimas antioxidativas se correlacionam
positivamente com os dados de qualidade fisiolégica de sementes.

Ainda na PCA (Figura 16), visualiza-se uma aproximacdo entre os tratamentos com
caracteristicas semelhantes. Em geral, o tempo 0 de armazenamento e todos os tratamentos aos
3 meses se posicionam mais proximos dos vetores de qualidade de semente. No entanto, com o

avango do periodo de armazenamento uns tratamentos se distanciaram e ocuparam posi¢oes
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opostas, especialmente o tratamento AMB_PP a partir dos 6 meses, enquanto que CF_PP e
CF_PL ainda se mantiveram mais préximo dos vetores de qualidade de sementes. De maneira
geral, essas observagdes reforcam os resultados das andlises fisioldgicas, bioquimicas e sanitdrias
e confirmam que o ambiente ndo controlado associado a embalagem papel foi uma condi¢do
inadequada para a manuten¢do da qualidade das sementes de grao-de-bico por um periodo de 12
meses. Por outro lado, a cAmara fria se mostrou a condicio mais eficiente. E importante destacar
ainda a proximidade entre o tratamento AMB_PL com os tratamentos REF_PL e REF_PP
demostrando que ao se evitar o ganho de umidade pelas sementes através do uso de embalagem
impermedvel tem-se beneficios sobre a qualidade das sementes, que nesse experimento foi

similar aos obtidos pela reducao da temperatura do ambiente de armazenamento.

4. CONCLUSOES

A qualidade fisioldgica e sanitdria das sementes foi mantida em CF, tanto em plastico
quanto em papel. O armazenamento em REF, independente da embalagem, e o armazenamento
em AMB na embalagem impermeadvel (plastico) foram eficientes na conservagdo da germinagao
das sementes até os doze meses, porém com reducdo do vigor apds nove meses de
armazenamento. Por outro lado, houve reducdo significativa da qualidade fisioldgica e sanitaria
das sementes armazenadas em AMB em embalagem porosa (papel) a partir de 6 meses, sendo
essa condicdo inadequada para o armazenamento por doze meses.

A maior temperatura e umidade relativa do ambiente ndo controlado (AMB) associado a
embalagem poroso (papel) provocaram alteracdes bioquimicas prejudiciais a qualidade das
sementes como peroxidacdo lipidica e reducdo da atividade de enzimas do sistema de defesa
antioxidante, SOD e CAT.

Aspergillus spp. e Penicillium spp. foram os fungos predominantes durante o
armazenamento, apresentando alta incidéncia principalmente em sementes sob condi¢des de
maior umidade relativa e temperatura (REF e AMB) o que pode ter contribuido para redu¢ao do

vigor em sementes sob REF e reducdo da germinacdo em sementes sob AMB.
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