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RESUMO

PINHEIRO, Daniel Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2019.
Deterioracio por umidade na pré-colheita de sementes de soja: alteracoes fisicas,
fisiologicas e bioquimicas. Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.
Coorientadores: Felipe Lopes da Silva e Laércio Junio da Silva.

A soja é uma das culturas mais importantes do agronegécio mundial e cresce a demanda de
sementes de alta qualidade. A deterioracdo por umidade ¢ um dos fatores que mais afeta a
qualidade das sementes e a avaliacdo deste fator com base em aspectos fisiolégicos,
bioquimicos e fisicos pode ajudar a elucidar estes processos. O objetivo do trabalho foi avaliar
as alteracOes fisiologicas, bioquimicas e fisicas em sementes de soja submetidas a
deterioracdo por umidade na fase pré-colheita. Seis cultivares de soja (BMX APOLO, BMX
6563, NS 5959, NA 5909, BMX POTENCIA ¢ TMG 1175) foram produzidas em casa de
vegetacdo e submetidas a deterioragdo por umidade por meio de um sistema de precipitacdo,
aplicando-se 0; 60 (30+30); 120 (60+60) e 180 (90+90) mm de precipitacdo quando as plantas
atingiram o estddio R8. Apds a colheita, as sementes foram avaliadas quanto a germinacao,
vigor, estresse oxidativo, metabolismo proteico e teste de raios X. A deterioracdo causou
reducdes de até 30 pontos percentuais na germinagdo, além de redugdes no vigor, atividade de
enzimas antioxidativas e teor de proteinas, principalmente nos maiores niveis de precipitacao.
Observou-se também a deterioracdo por umidade na fase de pré-colheita ocasionou acimulos
significativos de peroxido de hidrogénio, malonaldeido e atividade da protease,
caracterizando de maneira geral, o estresse oxidativo. Com exce¢do dos danos por umidade
que foram altamente correlacionados com a qualidade fisiolégica, a densidade foi pouco
alterada pela deterioracio. Em geral, as cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA foram
mais suscetiveis € NA 5909 e TMG 1175 mais tolerantes a deterioracdo por umidade na fase

de pré-colheita.

Palavras-chave: Germinagdo. Glycine max. Potencial fisioldgico. Vigor.



ABSTRACT

PINHEIRO, Daniel Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2019.
Deterioration by humidity in preharvest of soybean seeds: physical, physiological and
biochemical changes. Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. Co-advisers:
Felipe Lopes da Silva and Laércio Junio da Silva.

Soybean is one of the most important agribusiness crops in the world and the demand for
high-quality seeds is growing up. Deterioration by humidity is one of the factors that most
affect seed quality and the evaluation of this factor based on physiological, biochemical and
physical aspects can help to elucidate these processes. The aim of this work was to evaluate
the physiological, biochemical and physical alterations of soybean seeds submitted to
deterioration by humidity in pre harvest stage. Six soybean cultivars (BMX APOLO, BMX
6563, NS 5959, NA 5909, BMX POTENCIA and TMG 1175) were grown in a greenhouse
and subjected to moisture deterioration through a precipitation system, applying 0; 60 (30 +
30); 120 (60 + 60) and 180 (90 + 90) mm of precipitation when the plants reached the R8
stage. After harvest, the seeds were evaluated for germination, vigor, oxidative stress, protein
metabolism and X-ray test. The deterioration caused reductions up to 30 percentage points in
germination, in addition to reductions in vigor, antioxidant enzyme activity and protein
content, especially at the highest levels of precipitation. The deterioration in the preharvest
phase also caused significant accumulation of hydrogen peroxide, malonaldehyde and
protease activity, characterizing the oxidative stress. Except for moisture damage that was
highly correlated with physiological quality, density was little changed by deterioration. In
general, the cultivars BMX 6563 and BMX POTENCIA were more susceptible and NA 5909

and TMG 1175 more tolerant to deterioration by humidity in pre harvest phase.

Keywords: Germination. Glycine max. Physiological potential. Vigor.
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INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max (L) Merril) é uma das mais importantes culturas agricolas do
mundo, com uma producdo global que se aproxima de 350 milhdes de toneladas (USDA,
2018). O Brasil € o segundo maior produtor de soja a nivel mundial, com uma producdo de
aproximadamente 10 milhdes de toneladas em uma drea total de 33,7 milhdes de hectares
(BRASIL, 2017). Devido a essa importancia, ¢ fundamental a produgdo e a utilizagdo de
sementes de qualidade, que sdo a base para a obtencdo de elevados niveis de produtividade
(BEWLEY et al., 2013; MARCOS FILHO, 2015; FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016).

A méaxima qualidade das sementes de soja no campo é alcancada na maturidade
fisiologica quando as plantas atingem o estadio reprodutivo R7 (FEHR; CAVINESS, 1977).
Todavia, em razio do elevado teor de 4gua presente nas sementes neste estadio, estas devem
ser colhidas em R8, quando 95% das vagens apresentam coloragdo tipica de vagem madura e
o grau de umidade das sementes estd em torno de 14% (FRANCA-NETO et al., 2016). Apés
a maturidade fisioldgica, a permanéncia da cultura no campo pode favorecer o processo de
deterioracdo devido a fatores intrinsecos das sementes, como o gendtipo € a composi¢do
quimica ou ainda devido a fatores ambientais como insetos, microrganismos, €
principalmente, altas temperaturas e umidade (VIEIRA et al., 1982; FARHADI et al., 2012;
KOCSY, 2015; FRANCA-NETO et al., 2016).

Devido sua natureza higroscopica, a umidade é o fator mais favorece a deterioracao
das sementes, fazendo com que possam absorver ou perder dgua para o ambiente e causar
variacdes no grau de umidade e afetar a qualidade das mesmas, principalmente apds a
maturidade fisiolégica (SHELAR, 2008; MALIK, 2013; MARCOS FILHO, 2015). Neste
sentido, condi¢des de alta umidade relativa do ambiente podem contribuir para a deterioracao
de sementes no campo, principalmente em areas de instabilidade de precipitagdo, acarretando
perdas em niveis elevados aos produtores, além de dificultar a colheita nas dareas timidas
(PITOL, 2016).

Castro et al. (2016) avaliaram a deterioracdo de sementes de cinco cultivares de soja
por meio da aplicacdo de precipitagdes simuladas (30 mm) no estagio R8 e observaram que os
danos causados pela umidade na fase de pré-colheita foram baixos. Estes autores atribuiram
estes resultados a baixa absor¢do de dgua pelas sementes somada a rdpida perda de umidade
pelas vagens. Desta forma, a aplicacdo de diferentes niveis de 4gua de maneira gradual e o

monitoramento da umidade de vagens e sementes, pode permitir melhor observagdo dos danos

14



causados pela deterioracdo. Estes danos sdo caracterizados pelo enrugamento e/ou
rompimento da superficie do tegumento e geralmente estdo relacionados a redugdo da
germinagdo e do vigor de sementes de soja (FORTI et al., 2013; FRANCA-NETO et al.,
2016).

Neste contexto, a utilizacdo de andlises fisicas relacionadas a germinacdo e vigor de
sementes oferece vantagens que podem permitir o uso em altas escalas (ARAUJO et al.,
2016). Uma das principais técnicas relacionadas a andlises fisicas utilizadas em sementes € a
técnica de imagem por raios X, que tem sido utilizada com eficiéncia na avaliacdo de danos
causados por insetos, modificacdes em reservas dentre outros (PUPIM et al., 2008;
MENEZES et al., 2012; NIELSEN; DAMKIJZAR; FEIDENHANS’L, 2017; MEDEIROS et
al., 2018). Vale ressaltar que apesar de ser um teste nao destrutivel, rdpido e simples
(SEVERIANO et al., 2018a), apresenta limitacdes como a subjetividade de interpretacao,
morosidade e necessidade de mao-de-obra qualificada. Neste contexto, o uso do software
Image]® busca superar essas limitagdes e tem sido utilizado como ferramenta para analise
semi-automatizada de imagens radiogrificas de sementes de véarias espécies ABUD;
CICERO; GOMES JUNIOR, 2018; MEDEIROS et al., 2018; NORONHA; DE MEDEIROS;
PEREIRA, 2018). Em soja, Forti et al. (2013) observaram, por meio do teste de raios X, que
as sementes com danos causados pela umidade apresentaram qualidade fisioldgica inferior
quando comparadas as sementes sem danos. Estes autores também concluiram que os testes
de raios X podem ser usados com eficiéncia para analisar os efeitos da deterioracdo por
umidade. Contudo, estudos que avaliam andlises automatizadas como a densidade tecidual em
sementes de soja submetidas a deterioragdo sdo escassos.

Outro fator importante a ser considerado € que, apesar de muitos estudos, os
mecanismos responsdveis pela deterioracdo das sementes ainda ndo estdo totalmente
elucidados. A perda de qualidade de sementes deterioradas € desencadeada por vérias reacdes
que danificam biomoléculas por meio de reacdes bioquimicas. Neste contexto, a produgdo e
acumulo progressivo de espécies reativas de oxigénio (EROs) quando em niveis acima dos
basais e em desequilibrio com os mecanismos antioxidativos, caracterizam o estresse
oxidativo (FOYER; NOCTOR, 2005; KIBINZA et al., 2011; MITTLER, 2017). Dentre os
principais danos que a deteriora¢do pode causar em sementes por meio do estresse oxidativo,
estdo a peroxidacdo e a degradacdo de lipideos de membranas, oxidac@o de proteinas, danos a
acidos nucleicos, inibi¢do enzimatica e em niveis mais elevados, a morte celular (MITTLER,

2002; MISHRA; JHA; DUBEY, 2011; AHMAD et al., 2012; MALIK, 2013; KUMAR et al.,
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2015). Em sementes de ervilha, foi observada maior producdo do radical anion superéxido
(Oy) devido ao aumento da temperatura e consequente reducdo do vigor das sementes
(KRANNER et al., 2010). De maneira semelhante, Wang et al. (2012) observaram aumento
da producao de EROs, da peroxidacao lipidica e atividade da enzima catalase em sementes de
soja sob condi¢des de alta temperatura e umidade. Desta forma, por ser caracterizado pelo
desequilibrio entre as EROs e os mecanismos antioxidativos, a avaliagdo do estresse oxidativo
por meio da avaliacdo da atividade de enzimas antioxidativas e do contetido de peréxido de
hidrogénio, sendo estas uma das principais EROs produzidas, € interessante na compreensao
dos mecanismos bioquimicos envolvidos no processo de deterioracdo por umidade.

De maneira geral, poucos estudos relacionam o potencial fisiol6gico, alteracdes
bioquimicas (relacionadas ou ndo ao estresse oxidativo) e fisicas em sementes de soja
submetidas a deterioracdo por umidade. Além disso, por haver grande variabilidade genética
entre as cultivares e gendtipos de soja para as caracteristicas qualidade de sementes e
tolerancia a deterioracdo, aprimorar estudos nessa linha de pesquisa é importante em funcao
da diversidade de condig¢des climéticas durante o processo de producdo de sementes.

Por fim, € importante para as empresas de sementes e para os programas de
melhoramento genético selecionar materiais tolerantes a deterioracdo, principalmente na fase
de pré-colheita. Portanto, objetivou-se com o trabalho investigar as respostas fisioldgicas,
bioquimicas e fisicas em sementes de soja submetidas a deterioracao por umidade na fase de

pré-colheita.

16



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABUD, Haynna Fernandes; CICERO, Silvio Moure; GOMES JUNIOR, Francisco Guilhien.
Radiographic images and relationship of the internal morphology and physiological potential
of broccoli seeds. Acta Scientiarum. Agronomy v. 40, n. 1, p. 1-9, 2018.

AHMAD, P. et al. Salt-induced changes in photosynthetic activity and oxidative defense
system of three cultivars of mustard (Brassica juncea L.). AFRICAN JOURNAL OF
BIOTECHNOLOGY v. 11, n. 11, p. 26942703 , 7 fev. 2012. Disponivel em:
<http://www.academicjournals.org/AJB/abstracts/abs2012/7Feb/Ahmad et al.htm>.

ARAUIJO, Susana de Sousa er al. Physical Methods for Seed Invigoration: Advantages and
Challenges in Seed Technology. Frontiers in Plant Science v. 7 , 12 maio 2016. Disponivel
em: <http://journal.frontiersin.org/Article/10.3389/fpls.2016.00646/abstract>.

BEWLEY, J.D., BRADFORD, K.., HILLHORST, H.W.M, NONOGAKI, H. Seeds:
Physiology of Development, Germination and Dormancy. 3rd. ed. New York: Springer
Science + Business Media, 2013. 407 p. .

BRASIL. Safra de graos 2016/2017 deve chegar a 227,9 milhées de toneladas. [S.I: s.n.],
2017.

CASTRO, Elisa de Melo et al. Physiological quality of soybean seeds produced under
artificial rain in the pre-harvesting period. Journal of Seed Science v. 38, n. 1, p. 14-21, 8
mar. 2016. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2317-
15372016000100014&Ing=en&ting=en>.

DE NORONHA, Bruno Gomes; DE MEDEIROS, André Dantas; PEREIRA, Marcio Dias.
Avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes de moringa oleifera lam .Ciencia Florestal.
[S.1: s.n.]., abr. 2018

FARHADI, R. et al. The effect of artificial ageing on germination components and seedling
growth of basil (Ociumum basilicm L.) seeds. Journal of Agriculture and Food Technology
v.2,n.4,p. 69-72,2012.

FEHR, Walter R.; CAVINESS, Charles E. Stages of Soybean Development. Special report
v. 80, n. March, p. 11, 1977.1111111111.

FINCH-SAVAGE, W. E.; BASSEL, G. W. Seed vigour and crop establishment: Extending
performance beyond adaptation. Journal of Experimental Botany v. 67, n. 3, p. 567-591 ,
2016.1460-2431 (Electronic) 0022-0957 (Linking).

FOYER, C.H.; NOCTOR, G. Oxidant and antioxidant signalling in plants: a re-evalu ation of
the concept of oxidative stress in a physiological context, , v.28, p.1056—-1071, 2005. Plant
Cell Environment v. 28, p. 1056-1071 , 2005.

FRANCA-NETO, J. B. et al. Tecnologia da producao de semente de soja de alta

17



qualidade. Londrina: EMBRAPA SOJA, 2016. 82 p. .

JEEVAN KUMAR, S. P. et al. Seed birth to death: dual functions of reactive oxygen species
in seed physiology. Annals of Botany v. 116, n. 4, p. 663-668 , set. 2015. Disponivel em:
<https://academic.oup.com/aob/article-lookup/doi/10.1093/aob/mcv098>.

KIBINZA, Serge et al. Catalase is a key enzyme in seed recovery from ageing during
priming. Plant Science v. 181, n. 3, p. 309-315 , set. 2011. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S016894521100166X>.

KOCSY, GABOR. Die or survive? Redox changes as seed viability markers. Plant, Cell &
Environment v. 38, n. 6, p. 1008-1010 , jun. 2015. Disponivel em:
<http://doi.wiley.com/10.1111/pce.12515>.

KRANNER, Ilse et al. Extracellular production of reactive oxygen species during seed
germination and early seedling growth in Pisum sativum. Journal of Plant Physiology v.
167, n. 10, p- 805-811 , jul. 2010. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0176161710000945>.

MALIK, C.P. Seed deterioration: a review. 2: 374-85. 2013. International Journal of Life
Science Botany and Pharmacy Research v. 2, n. 3, p. 374-385 , 2013.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas cultivadas. [S.l.]: Ed. Abrates,
2015. 659 p. .

MEDEIROS, A D et al. Parameters based on X-ray images to assess the physical and
physiological quality of Leucaena leucocephala seeds. Ciéncia e Agrotecnologia v. 42, n. 6,
pP. XXX—XXX , 2018.

MENEZES, Nilson Lemos De et al. Using X rays to evaluate fissures in rice seeds dried
artificially. Revista Brasileira de Sementes v. 34, n. 1, p. 70-77 , 2012. Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0101-
31222012000100009&Ing=en&tlng=en>.

MISHRA, Shruti; JHA, A. B.; DUBEY, R. S. Arsenite treatment induces oxidative stress,
upregulates antioxidant system, and causes phytochelatin synthesis in rice seedlings.
Protoplasma v. 248, n. 3, p. 565-577 , 21 jul. 2011. Disponivel em:
<http://link.springer.com/10.1007/s00709-010-0210-0>.

MITTLER, Ron. Oxidative stress, antioxidants and stress tolerance. Trends in Plant Science
V. 7, n. 9, p. 405-410 , 1 set. 2002. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1360138502023129>. Acesso em: 14
ago. 2018.

MITTLER, Ron. ROS Are Good. Trends in Plant Science v. 22, n. 1, p. 11-19 , jan. 2017.
Disponivel em: <https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1360138516301121>.

18



NIELSEN, Mikkel Schou; DAMKIZAR, Kasper Borg; FEIDENHANS’L, Robert.
Quantitative in-situ monitoring of germinating barley seeds using X-ray dark-field
radiography. Journal of Food Engineering v. 198, p. 98-104 , 1 abr. 2017. Disponivel em:
<https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877416304101>. Acesso em: 6 fev.
2019.

PITOL, C. Tolerancia da soja a chuva pés-maturacio. In: MELOTTO, A. M. et al. (Orgs.). .
SOJA: Tecnologia & Producao. Curitiba: Midiografi, 2016. p. 190.

PUPIM, T. L. e al. Adequacido do teste de raios x para avaliacdo da qualidade de sementes de
embatba (Cecropia pachystachya Trec.). Revista Brasileira de Sementes v. 30, n. 2, p. 28—
32,2008.

SEVERIANO, Rogerio Luciano et al. X-ray test on passion fruit seeds submitted to different
aryl removal methods. Comunicata Scientiae v. 9, n. 3, p. 356-362 , 4 nov. 2018. Disponivel
em: <https://www.comunicatascientiae.com.br/comunicata/article/view/2706>.

SHABAN, Morad. Review on physiological aspects of seed deterioration. international
journal of agriculture and crop sciences IJACS v. 11, n. 6, p. 627-631 , 2013. Disponivel
em: <www.ijagcs.com>.

SHELAR, V.R. Role of mechanical damage in deterioration of soybean seed quality during
storage- a review. Agricultural Review v. 29, p. 177-184 , 2008.

USDA. World Agricultural Supply and Demand Estimates. [S.1: s.n.], 2018. Disponivel
em: <https://www.usda.gov/oce/commodity/wasde/latest.pdf>.

VICTOR AUGUSTO FORTI et al. Weathering Damage in Soybean Seeds: Assessment,
Seed Anatomy and Seed Physiological Potential. Seed Technology v. 2, n. 35, p. 213-224 ,
2013.

VIEIRA, R.D. et al. Efeito do retardamento da colheita, sobre a qualidade de sementes de soja
cv “UFV-2”. Revista Brasileira de Sementes v. 4, n. 2, p. 9-22 , 1982.

WANG, Liqun et al. Comparative proteomics analysis reveals the mechanism of pre-harvest
seed deterioration of soybean under high temperature and humidity stress. Journal of
Proteomics v. 75, n. 7, p. 21092127 , abr. 2012. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1874391912000243>.

19



RESUMO

PINHEIRO, Daniel Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2019.
Capitulo 1. Estresse oxidativo, metabolismo proteico e potencial fisiologico de sementes
de soja submetidas a deterioracao por umidade na fase de pré-colheita. Orientadora:
Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. Coorientadores: Felipe Lopes da Silva e Laércio
Junio da Silva.

A deterioragcdo por umidade acarreta em diversas alteragdes bioquimicas e € um dos principais
fatores que afetam a qualidade das sementes de soja, sendo um problema frequente em &reas
com excesso de precipitagdo. O objetivo do trabalho foi avaliar o estresse oxidativo, o
metabolismo proteico e a qualidade fisioldgica de sementes de soja submetidas a deterioracao
por umidade na fase pré-colheita. Seis cultivares de soja (BMX APOLO, BMX 6563, NS
5959, NA 5909, BMX POTENCIA e TMG 1175) foram produzidas em casa de vegetagio e
submetidas a deterioragdo por umidade por meio de um sistema de precipitagdo, aplicando-se
0; 60 (30+30); 120 (60+60) e 180 (90+90) mm de precipitacdo quando as plantas atingiram o
estddio R8. Apds a colheita, as sementes foram avaliadas quanto ao grau de umidade,
germinacdo, vigor, teor de proteinas, atividade da protease, atividade de enzimas
antioxidativas (SOD, CAT, APX, POX), peroxido de hidrogénio e malonaldeido (MDA). O
delineamento foi inteiramente casualizado e apds a andlise de variancia as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, além de andlise multivariada. O intervalo de 72 h entre as
aplicacdes permitiu oscilacdo da umidade das sementes, promovendo reducdo na germinacao
de até 30 pontos percentuais, além do vigor de todas as cultivares analisadas, principalmente
nos maiores niveis de precipitagdo (120 e 180 mm). . O teor de proteinas foi reduzido
significativamente com a deteriora¢do por umidade ao mesmo tempo em que houve aumento
na atividade da protease. Houve redugcdo na atividade das enzimas antioxidativas com a
deterioragdo por umidade, principalmente CAT, APX e POX. O actmulo do perdxido de
hidrogénio e do MDA refor¢aram a ocorréncia do estresse oxidativo nas sementes, causando
reducdo significativa na germinacdo e no vigor. De maneira geral, as cultivares BMX 6563 e
BMX POTENCIA mais susceptiveis. Por outro lado, NA 5909 e TMG 1175 mais tolerantes a

deteriorac@o por umidade na fase de pré-colheita.

Palavras-chave: Enzimas antioxidativas. Espécies reativas de oxigénio. Germinacdo. Glycine

max. Proteinas. Vigor.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Daniel Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2019. Chapter
I. Oxidative stress, proteic metabolismo and physiological potential of soybean seeds
under deterioration by humidity in preharvest stage. Adviser: Denise Cunha Fernandes
dos Santos Dias. Co-advisers: Felipe Lopes da Silva and Laércio Junio da Silva.

Deterioration by humidity causes several biochemical changes and is one of the main factors
that affect the quality of soybean seeds, being a frequent problem in areas with excessive
precipitation. The aim of this work was to evaluate the oxidative stress, protein metabolism
and physiological quality of soybean seeds subjected to deterioration by humidity in the pre
harvest stage. Six soybean cultivars (BMX APOLO, BMX 6563, NS 5959, NA 5909, BMX
POTENCIA and TMG 1175) were produced in a greenhouse and submitted to deterioration
through a precipitation system, applying 0; 60 (30 + 30); 120 (60 + 60) and 180 (90 + 90) mm
of precipitation when the plants reached the R8 stage. After harvest, seeds were evaluated for
humidity, germination, vigor, protein content, protease activity, antioxidative enzymes (SOD,
CAT, APX, POX), hydrogen peroxide and malondialdehyde. The design was a completely
randomized and after analysis of variance the means were compared by Tukey test and
multivariate analysis. The 72 h interval between applications allowed seed humidity
oscillation, promoting reduction in germination of up to 30 percentage points, in addition to
the vigor of all cultivars analyzed, especially at higher precipitation levels (120 and 180 mm).
Protein content was significantly reduced with deterioration at the same time as protease
activity increased. Antioxidant enzyme activity decreased with deterioration by humidity,
mainly CAT, APX and POX. Hydrogen peroxide and MDA accumulation reinforced the
occurrence of oxidative stress in the seeds, causing significant reduction in germination and
vigor. In general, the most susceptible cultivars were BMX 6563 and BMX POTENCIA. On
the other hand NA 5909 and TMG 1175 more tolerant to moisture deterioration in the pre

harvest phase.

Keywords: Oxidative enzymes. Oxygen reactive species. Germination. Glycine max. Proteins.

Vigor.
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INTRODUCAO

A deterioracdo é um dos principais processos que afetam a qualidade de sementes,
resultando na redu¢do da germinagdo, do vigor e da viabilidade das mesmas (KHAN et al.,
2017). Apesar de considerado um processo natural, diversos fatores intrinsecos e do ambiente
podem contribuir para a maior velocidade e intensidade da deterioracio em sementes
(FARHADI et al., 2012; MALIK, 2013; SHABAN, 2013; FRANCA-NETO et al., 2016).

Devido suas caracteristicas quimicas e morfoldgicas, sementes de soja (Glycine max
L.) sdo bastante sensiveis a acdo de fatores do ambiente entre a maturidade fisiologica e a
colheita. Neste periodo, as sementes estdo sujeitas a exposi¢do de ciclos alternados de
condi¢des umidas e secas do ambiente, favorecendo a ocorréncia de danos por umidade
(FRANCA-NETO et al., 2016). Desta forma, a deterioracdo por umidade em campo tem sido
relatada como um dos mais relevantes fatores que levam a reducao da qualidade das sementes
de soja, sobretudo em regides tropicais com niveis elevados de precipitacdo, causando perdas
aos produtores e dificultando a colheita nas dreas imidas (BHATIA et al., 2010; FORTI et
al., 2013; PITOL, 2016; ZUFFO et al., 2017).

As bases fisioldgicas e bioquimicas do processo de deterioracdo de sementes vém
sendo bastante estudadas. Trata-se de um processo degenerativo provocado principalmente
pela producdo e acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio do estresse
oxidativo (KUMAR et al., 2015). As EROs sao subprodutos naturais do metabolismo
formadas a partir da reducdo incompleta ou parcial do oxigénio, levando a formacao de
radical superéxido (O27), peréxido de hidrogénio (H,O,), radical hidroxila (OH’) e outras
(ROYCHOUDHURY et al., 2017; MITTLER, 2002; PARIDA; DAS, 2005; RAY; HUANG;
TSUJI, 2012). De maneira geral, os principais danos causados pelo estresse oxidativo sdo a
peroxidacao de lipideos, oxidacdo de proteinas, danos a dcidos nucleicos, inibicdo enzimatica
e morte celular (MITTLER, 2002; MISHRA; JHA; DUBEY, 2011; SHARMA et al., 2012;
ROYCHOUDHURY et al., 2017).

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de EROs e os
mecanismos de defesa antioxidativos, que por sua vez sdo regulados para neutralizar o
excesso de EROs (DONA et al., 2013; MITTLER, 2017; NOCTOR; REICHHELD; FOYER,
2018). Neste contexto, o sistema enzimdatico antioxidativo exerce extrema importancia em
situagdes de estresse oxidativo por meio da atuagdo de enzimas como a superoxido dismutase

(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do ascorbato (APX), além de outras
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que desempenham papel crucial na neutralizacdo das EROs (CHEN; ZHANG; SHEN, 2011;
DAS; CHOUDHURY, 2014; SHARMA et al., 2012). Cardoso et al. (2015) avaliaram
parametros antioxidativos em sementes de soja submetidas a deterioracdo constatando alto
nivel de superéxidos, além da reducdo da atividade da SOD em sementes de baixa qualidade
fisiolégica. De maneira semelhante, Zuffo et al. (2017) observaram que o atraso na colheita
ocasionou reducao da germinagdo e vigor de sementes de soja, que por sua vez foi relacionada
a menor atividade antioxidativa.

Durante a maturacdo das sementes, macromoléculas como carboidratos, lipideos e
proteinas sdo acumuladas para posteriormente serem utilizadas como fonte de energia para a
germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas (ERBAS er al., 2016). Com a absorcdo de
dgua pela semente, inicia-se o processo de germinacdo e a mobilizagdo destas reservas,
acompanhados do aumento nas taxas respiratorias. Desta forma, a deterioracdo esta
relacionada ao aumento excessivo das taxas respiratdrias, que por sua vez contribui para
maior degradacdo e menor mobilizacdo destas reservas para o eixo embriondrio por meio do
estresse oxidativo (BEWLEY et al., 2013; VERMA et al., 2015; WOITYLA et al., 2016).

Dentre as principais reservas energéticas das sementes, as proteinas sdo consideradas
essenciais para o crescimento do eixo embriondrio e formacao da plantula (FINCH-SAVAGE;
BASSEL, 2016; VERMA et al., 2015). Em sementes de soja, foram identificadas 42 proteinas
sensiveis ao processo de deterioracdo por temperatura e umidade, das quais 12 foram
relacionadas principalmente ao metabolismo de aminodcidos e biossintese de outras proteinas
(WANG et al., 2012). Foi observado também em sementes de soja, que proteinas relacionadas
ao metabolismo primério foram degradadas e novas proteinas formadas, indicando ajustes do
metabolismo proteico em repostas a deterioragao (MIN et al., 2017). A deterioragdo também
afeta o metabolismo de sementes de trigo por meio de mudangas protedmicas importantes que
contribuem para a redugdo da germinacdo de vigor (LV er al., 2016). Ja em sementes de
colza, foi observada a expressio de 113 novas proteinas durante a germinagdo e
desenvolvimento de plantulas (GU et al., 2016).

Desta forma, os mecanismos de sintese e degradacdo proteica em células vegetais
envolvem componentes complexos em diferentes niveis, como vias de transducdo de sinais,
regulacdo da transcri¢do, ciclo celular, mecanismos de defesa, homeostase celular, além de
outros (KATO; SAKAMOTO, 2018; WANG et al., 2012). Neste contexto, as proteases
constituem um amplo grupo de enzimas capazes de hidrolisar ligacdes peptidicas a nivel

celular (GONZALEZ-RABADE et al., 2011) e, devido a essa ampla variacdo de classes e
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constituicdo, estas enzimas estdo envolvidas em vdérios estdgios de desenvolvimento, como
germinagdo, biogénese celular, senescéncia e morte celular programada (Palma et al., 2002).
Em estudos recentes com sementes, as proteases sdo citadas como essenciais na mobilizagao
de proteinas de armazenamento e outros processos celulares durante o processo germinativo
(WANG et al., 2013; SHEN et al., 2018; WILSON; TAN-WILSON, 2018; OZACAR et al.,
2019;). Portanto, a avaliacdo do metabolismo proteico por meio do teor de proteinas e
atividade de proteases pode auxiliar ainda mais na compreensao dos mecanismos envolvidos
na reducdo da qualidade das sementes submetidas a deterioragdo por umidade.

Além dos fatores do ambiente, o genétipo pode influenciar na resposta das sementes
de soja a deterioracdo. Bhatia et al. (2010) observaram diferencas genotipicas significativas
nas respostas de sementes de soja submetidas ao processo de deterioragdo no campo. Huth et
al. (2016) avaliaram os efeitos da deterioragdo por umidade na peroxidagdo lipidica e a
atividade de enzimas antioxidativas de sementes de soja e observaram diferentes niveis de
suscetibilidade, dependendo da cultivar analisada. Castro et al. (2016) avaliaram a
deterioracdo por umidade em sementes de cinco cultivares de soja por meio da aplicagdo de
precipitacdo simulada (30 mm) no estigio R8 e observaram que os danos causados pela
umidade na fase de pré-colheita foram baixos. Estes resultados foram atribuidos a baixa
absor¢do de dgua pelas sementes somada a rapida perda de umidade pelas vagens. Contudo,
estudos envolvendo a aplicagdo de maiores niveis de precipitacdo e de maneira gradual podem
ser interessantes para elucidar melhor os efeitos da deterioracio em campo na qualidade das
sementes, principalmente buscando estabelecer relacdes entre o estresse oxidativo e
componentes da qualidade fisiol6gica das sementes de diferentes gen6tipos.

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade fisiolégica, o
metabolismo proteico e a resposta oxidativa de sementes de diferentes cultivares de soja

submetidas a deterioracdo por umidade na fase pré-colheita.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de

Vigosa, Minas Gerais, Brasil entre os anos de 2017 e 2018, em duas etapas.

Etapal
Instalacio e conducao do experimento em casa de vegetacio
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O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em vasos com capacidade de 3,5
dm’ contendo solo. As propriedades fisicas e quimicas do solo, obtidas apds a andlise de solo,

encontram-se nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1 - Resultados da andlise granulométrica e classificacdo textural do solo
utilizado no experimento.

Areia grossa  Areiafina  Silte  Argila Classificacdo
kg.kg' textural
0,398 0,091 0,087 0,424 Argilo-arenosa

Tabela 2 - Valores para pH em agua, KCl e CaCl - Relacdo 1:2,5. P - K - Fe - Zn -Mn —
Cu - Extrator Mehlich-1 Ca** - Mg** - AI’* - Extrator: KCI - 1 mol/L. H + Al - Extrator
Acetato de Calcio 0,5 mol/L - pH 7,0 SB = Soma de Bases Trocaveis. t - Capacidade de
Troca Catidnica Efetiva. T - Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0. V: Indice de
saturacdo de bases. m: Indice de saturacio de aluminio. m — Indice de saturacdo por
aluminio. MO (Mat. Organica) = C.Org x 1,724 -Walkley-Black. S - Extrator - Fosfato
monocalcico em acido acético.

pH P K Ca” Mg” AP’ H+Al SB t T

(H,O) mg/dm3 cmol.g/dm3

5,87 56,9 314 3,45 1,21 0 1,5 5,47 5,47 6,97

\ m MO P-Rem S B Cu Mn Fe Z7n
% dag/kg mg/L mg/dm3

78,5 0 3,06 34,6 904 047 2,71 181 52,8 4,44

Com base nas informagdes obtidas, foi realizada a calagem 20 dias antes do plantio
com o uso de carbonato de célcio (CaCOs) e carbonato de magnésio (MgCO3) na propor¢ao
4:1, visando elevar a saturagdo por bases para 80%. A adubacdo de plantio consistiu na
aplicacdo de 200; 350; 200; 40; 0,81; 1,33; 1,55; 3,66; 0,15 e 4,0 mg.dm‘3 de N, P, K, S, B,
Cu, Fe, Mn, Mo e Zn, respectivamente (NOVAIS; NEVES; BARROS, 1991).

Foram utilizadas seis cultivares de soja de hédbito de crescimento indeterminado, com

diferentes grupos de maturacdo (GM) e caracteristicas produtivas importantes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Principais caracteristicas das cultivares de soja de hdbito de crescimento
indeterminado utilizadas.

Cultivar Empresa Grupo de maturacdo
BMX 6563 BrasMax 6,3
BMX APOLO BrasMax 5.5
BMX POTENCIA BrasMax 6,7
NA 5909 Nidera 6,2
NS 5959 Nidera 5,9
TMG 1175 TMG 7,5

A semeadura foi realizada em 20/10/2017, colocando-se seis sementes por vaso
(Figura 1A). Foi realizado o desbaste no estddio V1 mantendo-se duas plantas mais vigorosas
por vaso (Figura 1B). Os vasos foram distribuidos de maneira aleatéria nas bancadas (Figura

1C, D e E), até as plantas atingirem o estddio R8 (Figura 1F).
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Figura 1 - Ilustracdes do experimento em casa de vegetagdo. Semeadura (A), manuten¢do de
duas plantas por vaso (B), distribuicdo dos vasos nas bancadas em diferentes fases do
desenvolvimento (C, D e E), plantas no estadio R8 (F). Fotos: Daniel T. Pinheiro.

A irrigacdo foi feita diariamente de acordo com a necessidade até o estddio RS,
visando manter a umidade do solo préxima a capacidade de campo (CC). Todos os demais
tratos culturais foram realizados conforme recomendac¢des de Sediyama, Silva e Borém
(2015).

Aos 30 e 45 dias apds a semeadura, foi realizada a adubagdo de cobertura de maneira

parcelada, com aplicacdo de 240 e 100 kg.ha™' de N e K, respectivamente.

Definicao e aplicacdo dos tratamentos

Foi instalado um sistema de microaspersores modelo Agrojet NA1 (Figura 2)
(microgotas de 40 microns, vazdao de 7,14 L.h‘l, pressdo de trabalho de 10-50 mca e
precipitacdo hordria de 3,5 mm) sobre duas bancadas vazias, visando a aplicagdo da
precipitacdo simulada. O espacamento entre os microaspersores foi de 0,5 m, totalizando 12

microaspersores por bancada.

Figura 2 - Microaspersores Agrojet NA1 utilizados no sistema de precipitacdo simulada (A e
B). Fotos: Daniel T. Pinheiro.

A 4gua utilizada na aplicacdo das precipitacdes foi mantida em reservatério € o
sistema (tubulacdo + microaspersores) (Figura 3A) foi alimentado com o auxilio de uma
bomba modelo SOMAR SHP-35; 0,5 cv; pressdao maxima de 35 mca, vazdo caudal méxima

de2,1 m’h'e rotacdo de 3400 rpm (Figura 3B).
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Figura 3 - Sistema de precipitacdo instalado sob as bancadas. Reservatério, tubulacido e
microsaspersores (A); bomba (B). Fotos: Daniel T. Pinheiro.

Foi realizado um teste preliminar consistindo no funcionamento do sistema durante 30
minutos e coleta da dgua em recipientes distribuidos aleatoriamente sobre as bancadas.
Posteriormente, os volumes de dgua coletados nos recipientes foram medidos para cdlculo do
Coeficiente de Uniformidade de Christiansen (CUC) (MANTOVANI; BERNARDO;
PALARETTI, 2009). O CUC calculado foi de 90,1%, estando na faixa 80 a 100%,
considerada como excelente por estes autores. A partir destas defini¢cdes, determinou-se que o
tempo de 15 minutos de funcionamento do sistema permitia obter 20 mm de precipitacao.

Para provocar o umedecimento das sementes e induzir a deterioracdo por umidade,
foram definidos trés niveis de precipitacdo a ser aplicados nas plantas, divididos em duas
aplicacdes com intervalos de 72 horas entre elas: 60 mm (30+30); 120 mm (60+60) e 180 mm
(90490). Todos os tratamentos (niveis de precipitacdo) foram aplicados quando as plantas
atingiram o estddio R8 (95% das vagens secas) (CASTRO et al., 2016). Portanto, assim que
as plantas atingiam RS, eram transferidas para as bancadas e submetidas aos tratamentos de
precipitacao (Figura 4). No tratamento controle (0 mm), ndo houve aplica¢do de precipitagdao

simulada.
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Figura 4 - Vagens de soja imidas no estddio R8 apds a aplicacdo das precipitacdes simuladas.
Fotos: Daniel T. Pinheiro.

Durante o periodo de aplicacdo dos tratamentos, foram coletados dados didrios de

temperatura e umidade do ar do ambiente (Figura 5).
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Figura 5 - Dados didrios de temperatura (A) e umidade relativa do ar (B) da casa de vegetagao
durante o periodo de aplicacdo dos tratamentos.

Colheita

Com o objetivo de monitorar a absor¢do de dgua pelas vagens e sementes, foram feitas
colheitas no estdgio R8, 24 e 72 h apds a aplicacdo das precipitagdes. O grau de umidade

também foi avaliado no tratamento controle (0 mm).
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Para todos os tratamentos, a colheita das vagens foi realizada 72 horas apds a
aplicacdo dos niveis de precipitagdo, exceto para o tratamento controle (0 mm), que foi
colhido quando as sementes atingiram aproximadamente 15% de umidade no estddio R8. As
vagens foram colhidas manualmente e separadas das sementes, as quais foram colocadas a
sombra em ambiente de laboratdrio até atingirem o equilibrio higroscépico.

As sementes de cada tratamento foram acondicionadas em sacos de papel e submetidas

as analises realizadas em laboratorio.
Etapa II — Anélises de laboratoério

Determinacio do grau de umidade

A avaliacdo da umidade de sementes e vagens foi realizada pelo método da estufa
(105+£3 °C, 24 h). Foram utilizadas duas repeti¢des de cada tratamento, conforme a

metodologia descrita nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Teste de germinacao

Quatro repeticoes de 50 sementes de cada tratamento foram distribuidas em rolos de
papel toalha, umedecidos com quantidade de adgua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel
seco. Os rolos foram mantidos em germinador a 25 °C e as avaliagdes efetuadas no oitavo dia
ap6s a montagem, de acordo com os critérios estabelecidos pelas Regras para Andlises de
Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem média de

plantulas normais (Figuras 6 € 7).
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Figura 6 - Padrdo de plantulas normais adotado no teste de germinacdo. Plantulas bem
desenvolvidas, com raizes secunddrias e boa relacdo parte aérea/raiz. Fotos: Daniel T.
Pinheiro.

Figura 7 - Padrdo de plantulas anormais adotado no teste de germinacao. Hipocétilo e sistema
radicular pouco desenvolvidos (A e E). Auséncia de raiz e hipocétilo atrofiado (B).
Geotropismo negativo do sistema radicular e raizes pouco desenvolvidas (C e G). Sistema
radicular pouco desenvolvido (D e F). Fotos: Daniel T. Pinheiro.

Condutividade elétrica
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A condutividade elétrica foi avaliada utilizando-se quatro repeti¢cdes de 50 sementes,
que foram pesadas e colocadas para embeber em copos de plastico contendo 75 mL de 4gua
deionizada, durante 24 horas, a 25 °C (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). Em seguida, foi
feita a leitura da condutividade em condutivimetro com os resultados expressos em pS.cm'l.g'

1
de semente.

Determinacao da atividade de enzimas antioxidativas e proteinas

Para a andlise da atividade das enzimas antioxidativas, as sementes foram embebidas
em 4gua durante 24 horas. Posteriormente, foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenados a -20 °C até o momento das avaliagdes. Os extratos enzimaticos brutos foram
obtidos por meio da maceracdo de 0,2 g de embrides (cotilédones e eixo embriondrio por
meio da retirada do tegumento) em nitrogénio liquido, seguida da adi¢cdo de 2 mL de meio de
extracdo, tampao fosfato de potidssio (0,IM, pH 6,8), contendo 4&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) (1,0
mM) e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999). O homogeneizado
foi centrifugado a 19.000 g por 15 min., a 4 °C.

Superoxido dismutase (SOD): A atividade da SOD foi determinada pela adicdo de 50 pL do
extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacdo, constituido de tampao fosfato de sodio
50 mM, pH 7.8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 75 uM, EDTA
0,1 mM e riboflavina 2 uM (DEL LONGO et al., 1993). A reacao foi conduzida a 25 °C, em
uma camara de reacdo iluminada com uma lampada fluorescente de 15 W. Apds 5 min de
exposicdo a luz, a iluminacdo foi interrompida e a formazana azul, produzida pela
fotorredugdo do NBT, foi medida pela absorvancia a 560 nm. O valor da absorvéancia de um
meio de reacdo igual ao anterior, mas mantido no escuro pelo mesmo periodo, serviu como
branco e foi subtraido da leitura de cada amostra que recebeu ilumina¢do (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

. -1 -1 .
EXPresso €m U min mg protema.

Catalase (CAT): A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 50 uL do extrato
enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacdo, constituido de tampao fosfato de potassio 50

mM, pH 7,0 e H,O, 12,5 mM (adaptado de Havir e McHale, 1987). O decréscimo na
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absorbancia a 240 nm a 25 °C foi medido durante o primeiro minuto de reacdo. A atividade
enzimdtica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M cm’
(ANDERSON; PRASAD; STEWART, 1995) e o resultado expresso em umol min™! mg'1

proteina.

Ascorbato peroxidase (APX): A atividade da ascorbato peroxidase foi obtida por meio da
adi¢do de 100 pL do extrato enzimatico bruto em 2,90 mL do meio de reag@o constituido de
tampao fosfato de potéssio (50 mM, pH 7,8), 4cido 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 atividade enzimdtica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extincdo molar 2,8

mM™".cm™ (NAKANO; ASADA, 1981), e o resultado expresso em nmol min‘l.mg‘1 proteina.

Peroxidase (POX): A atividade das POX foi determinada pela adi¢do de 100 uL do extrato
enzimatico bruto a 2,90 mL de meio de reacdo, constituido de tampao fosfato de potéssio 25
mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H,O, 20 mM (adaptado de Kar e Mishra (1976)). A produgao
de purpurogalina foi medida por meio do incremento da absorbancia a 420 nm a 25 °C. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 M

cm” (CHANCE; MAEHLY, 1955) e o resultado expresso em pmol min"' mg™' proteina.

Determinacio de proteinas totais

O teor de proteinas foi determinado com o mesmo extrato utilizado nas avaliacdes
enzimadticas, com a utilizacdo de albumina bovina (BSA) como padrio (BRADFORD, 1976).
Foram utilizados 10 pL do extrato enzimdtico adicionado a 1 mL do reagente de Bradford,
seguido de agitacdo. Apds 20 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia da amostra em

espectrofotometro a 595 nm.

Atividade da protease

Foi avaliada por meio da metodologia adaptada de Pilon, Oliveira e Guedes (2006). As
sementes foram embebidas em &4gua durante 24 h e congeladas em nitrogénio liquido.
Posteriormente, foi efetuada a maceragdo de 0,2 g de embrides (cotilédones e eixo
embrionario) em 2 mL de tampdo Tris-HCI (pH 6,8) seguida de centrifugacdo (14000 g) por
15 minutos. Posteriormente, 100 uL do extrato foram adicionados a 400 uL. de BSA (2%) e
1500 uL de tampao Tris-HCI (pH 6,8). Os tubos de ensaio foram agitados em vortex e

incubados em banho maria por 20 min a 37 °C. A reagéo foi entdo pausada por meio da adigdo
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de 1 mL de &cido tricoloracético (TCA) 10% e realizada outra centrifugagcdo (14000 g, 15
min.). O sobrenadante foi coletado e a absorvancia realizada em espectrofotometro a 280 nm.
A atividade foi calculada com base em curva de calibragdo (y = 0.0011x + 0.0047; R?
= 0,99), constituida de tampao Tris-HCI (pH 6,8), BSA (2%), tirosina (2 mM) e TCA (10%),
com as leituras a 280 nm. O branco foi obtido sem a adi¢ao de tirosina. Os resultados foram
expressos em U de protease por mL, sendo U correspondente a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 pmol de tirosina por minuto.

Quantificacao do peréxido de hidrogénio (H,0,)

Amostras de 0,2 g de embrides (cotilédones e eixo embriondrio) foram trituradas em
nitrogénio liquido e homogeneizadas em 2,0 mL de tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH
6,5, contendo hidroxilamina 1 mM, seguido de centrifugacdo a 14.000 g, por 15 min, 4°C, e
coleta do sobrenadante (KUO; KAO, 2003). Aliquotas de 100 uL do sobrenadante foram
adicionadas a um meio de reacdo constituido de sulfato ferroso amoniacal 250 uM, acido
sulfurico 25 mM, laranja de xilenol 250 uM e sorbitol 100 mM, em volume final de 2 mL
(GAY; GEBICKI, 2000) homogeneizadas e mantidas no escuro por 30 min. A determinacao
da absorvancia a 560 nm e a quantificacdo de H,O, foi realizada com base em curva de
calibracdo, com a utilizacdo de concentracdes de peroxido como padrdo. Brancos para os

reagentes e os extratos vegetais foram preparados em paralelo e subtraidos da amostra.

Peroxidacao de lipideos

A peroxidacdo de lipideos foi determinada por meio do conteido de malonaldeido
(MDA), seguindo a metodologia de Cakmak e Horst (1991). Utilizou-se 0,2 g de embrides
(cotilédones e eixo embriondrio por meio da retirada do tegumento) que foram macerados em
acido tricloroacético (TCA 0,1%, p/v). Depois da centrifugacao (19.000 g, 15 min., 4 °C), 500
pL do sobrenadante foi coletado e adicionado a 1,5 mL de soluc@o de acido tiobarbitirico
(TBA 0,5% em TCA 20%). No branco, em vez da amostra, foi adicionado 500 puL. de TCA
0,1%. As amostras e o branco foram incubados por 30 min a 90 °C em banho-maria, com
agitacdo. Apdés 30 minutos, a reacdo foi parada em gelo e efetou-se outra centrifugacdo
(19.000 g, 15 min., 4 °C). As leituras foram feitas em espectrofotometro a 532 nm. A
concentracdo de MDA foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 155 mM~

1l -1 4o
cm e os resultados expressos em nmol.g™ de matéria fresca.
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Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 6x4, sendo 6 variedades de soja e 4 niveis de precipitagdo simulada (0; 60; 120 e 180
mm). Os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOV A). Depois de confirmar a
distribuicao normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk, as médias foram comparadas pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. Além disso, foi realizada uma andlise multivariada de
componentes principais (PCA) para todas as caracteristicas avaliadas. Uma matriz “n x p” foi
obtida, onde n corresponde ao nimero de tratamentos (n = 24) e “p” o numero de varidveis
analisadas (p = 10). Os autovalores e autovetores foram calculados a partir das matrizes de
covariancia e plotados em gréificos bidimensionais (diagrama de ordenacdo de categorias e
circulo de correlagdes), geradas a partir do pacote Factoextra (Kassambara e Mundt 2016). A
correlacdo de Pearson (r) foi calculada com os dados obtidos em todas as avaliagdes para
todas as cultivares. O software estatistico R foi utilizado em todas as andlises (R CORE

TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Independente da cultivar analisada, observa-se aumento do grau de umidade tanto das
sementes quanto das vagens 24 h apds a aplicacdo das precipitagdes, seguido de reducdo com
72 h em relacdo ao controle (0 h). Verificou-se que 72 h apds a aplicacdo de todos os
tratamentos de precipitacdo, houve reducdo da umidade das vagens e das sementes (Figuras 8
e 9), o que era esperado em fung¢do da variacdo interna da umidade relativa (entre 20 e 90%) e
de temperatura (entre 17 e 45 °C) na casa de vegetagdo (Figura 5). De maneira geral, a
varia¢do da umidade foi maior nas vagens, o que pode ser explicado pelo fato de estas estarem
mais expostas a variacoes de umidade e temperatura do ambiente (Figuras 8 € 9).

As cultivares BMX APOLO (Figura 8C e D) e BMX POTENCIA (Figura 8E e F)
apresentaram em geral, maior variacdo no grau de umidade de sementes e vagens. Na cultivar
BMX APOLO, as sementes do atingiram 21% 24 h apds aplicagao de 60 mm, seguido de
redugdo de 5 pontos percentuais (p.p.) apés 72 h (Figura 8C). Na cultivar BMX POTENCIA,
o maior nivel de precipitacdo (180 mm) acarretou em aumento de 7 p.p. no periodo de 24 h,

seguido de redugdo de 10 p.p com 72 h (Figura 8E).
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Figura 8 - Grau de umidade de sementes e vagens de soja, cultivares BMX 6563 (A e B),
BMX APOLO (C e D) e BMX POTENCIA (E e F) submetidas a diferentes niveis de
precipitacao.

As cultivares NA 5909 (Figura 9A e B) e NS 5959 (Figura 9C e D) atingiram em torno
de 17 e 18% de umidade das sementes, tendo maior variagdo na umidade das vagens,
independente do nivel de precipitacdo aplicado. Essas observacdes podem indicar maior
protecdo exercida pelas vagens dessas cultivares, devido a possiveis fatores como maior teor
de lignina, menor abertura durante o processo de maturacdo, maior pilosidade e outros, que
podem ter contribuido para a menor absor¢do de dgua pelas sementes destas cultivares.

No maior nivel de precipitacdo (180 mm), a cultivar TMG 1175 apresentou oscilagdo
de 5 p.p. na umidade de sementes e quase 10 p.p. nas vagens. No entanto, considerando os
niveis de 60 e 120 mm, essa variacdo de somente 1 p.p. nas sementes € 2,5 p.p. nas vagens

(Figura 9E e F).
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Figura 9 - Grau de umidade de sementes e vagens de soja, cultivares NA 5909 (A e B), NS
5959 (Ce D) e TMG 1175 (E e F); submetidas a diferentes niveis de precipitacdo.

A oscilag@o do grau da umidade das sementes antes da colheita € considerada um dos
principais fatores relacionados a deterioracdo em campo e que contribui significativamente
para reducdo da germinacdo e do vigor (FRANCA-NETO et al., 2016; MALIK, 2013). De
maneira geral, a redu¢do do potencial fisiolégico das sementes estd relacionada a maiores
taxas respiratdrias a partir da hidratacdo das sementes, que por sua vez contribuem para maior
degradacdo de reservas energéticas e producdao de EROs (BEWLEY ez al., 2013; WOJTYLA
et al. 2016). Roberts e Ellis (1989) citam que a sensibilidade a variacdo no teor de dgua esta
diretamente relacionada a composi¢ao quimica das sementes. Desta forma, por serem ricas em
proteinas e lipideos, sementes de soja submetidas a deterioracdo estardo sujeitas

principalmente a processos relacionados a estes compostos, como a degradacdo de proteinas e

a peroxidagao de lipideos (MIN et al., 2016, 2017; XIN et al., 2014).
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No tratamento controle (0 mm), ndo foi possivel observar diferencas significativas da
germinacdo entre as cultivares. No entanto, apds a aplicacdo dos tratamentos de precipitagdo,
houve reducdes significativas na germinacao de todas as cultivares analisadas. Essas redugdes
foram observadas principalmente nas cultivares BMX 6563, BMX APOLO e BMX
POTENCIA, sendo de 15, 16 ¢ 30 pontos percentuais comparando-se o controle (0 mm) com

o maior nivel de precipitacdao (180 mm), respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4 - Germinagdo e condutividade elétrica de sementes de seis cultivares de soja,
submetidas a diferentes niveis de precipitacao.

BMX BMX BMX NA NS ™G
6563 APOLO POTENCIA 5909 5959 1175
Precipitacao
(mm) Germinagao (%)
0 93 Aa 91 Aa 90 Aa 92 Aa 96 Aa 92 Aa
60 88 Abab 88 Aab 79 Bb 84 Bab 94 Aa 90 Aa
120 81 Bab 78 Bb 77 Bb 85 Bab 87 ABab 89 Aa
180 78 Bb 75 Bb 60 Cc 86 Ba 83 Bab 80 Bab
Média 85 83 77 86 90 88
CV(%) 6,13
Precipitacdo
(mm) Condutividade elétrica (pS.cm‘l. g‘l)
0 57,65 Bd 73,09 Ba 62,31 Bc 66,73 Bb 63,56 Bbc 61,98 Ac
60 57,75 Bd 73,94 Ba 62,50Bc 68,55 ABb 69,46 Ab 62,27 Ac
120 70,06 Ab 74,83 Ba 65,64 ABc 70,04 ABb 70,14 Ab 62,33 Ac
70,84
180 Abc 85,33 Aa 68,27 Ac 70,47 Bbc 68,44 Ac 62,63 Ac
Média 64,08 76,80 64,68 68,95 67,90 62,30
CV (%) 2,73

Letras diferentes maidsculas na coluna (entre niveis de precipitacdo) e mintsculas na linha (entre cultivares)
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. CV: Coeficiente de variacao.

Por outro lado, as cultivares NS 5959, NA 5909 e TMG 1175 apresentaram redugdes

menos acentuadas na germinacdo, permanecendo acima do padrio minimo para

comercializacdo de sementes de soja, que é de 80% (ABRASEM, 2013), independente do
nivel de precipitacio. De maneira geral, as cultivares BMX POTENCIA e TMG 1775
sendo que a primeira apresentou reducdo

apresentaram comportamentos distintos,
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significativa na germinacdo em todos os niveis de precipitacdo (60, 120 e 180 mm) e a
segunda somente no nivel mais alto (180 mm) (Tabela 4).

A reducdo da germinacdo por meio da deterioracdo em sementes de soja ja foi relatada
e relacionada, por exemplo, a fatores genéticos, a0 armazenamento, ao atraso de colheita e a
umidade (BHATIA et al., 2010; CASTRO et al., 2016; ZUFFO et al., 2017; BASSO et al.,
2018;). Essas e outras condi¢des podem favorecer o processo de deterioracdo e estdo
relacionadas ao teor de lignina do tegumento (CASTRO et al., 2016; HUTH et al., 2016),
maior sintese de acido abscisico (ABA) (YIN et al., 2015; SHARMA et al., 2018) e menor
sintese e integridade de DNA e RNA, que por sua vez estdo diretamente relacionados a
anormalidade de plantulas (NONOGAKI; BASSEL; BEWLEY, 2010; FLEMING;
RICHARDS; WALTERS, 2017; SAHU et al., 2017b; BONIECKA et al., 2019;). De maneira
geral, pode-se considerar que o somatdrio destes e outros fatores irdo alterar processos
celulares importantes, tais como o metabolismo proteico e a producdo de energia, que por sua
vez reduzem a germinac¢do e o vigor das sementes deterioradas (MIN et al., 2016).

Em geral, a deterioragcdo por umidade induzida pelas precipitagdes acarretou no
aumento significativo da condutividade elétrica das sementes. Esse aumento nas cultivares
BMX APOLO e BMX 6563, sendo de aproximadamente 13 uS.cm'.g' comparando-se o
maior nivel de precipitacdo (180 mm) com o controle (0 mm). A cultivar TMG 1175 foi a
unica entre as cultivares analisadas onde ndo se observou diferencas significativas na
condutividade elétrica, independente do nivel de precipitacao aplicado (Tabela 4).

O teste de condutividade elétrica € um indicador da integridade de membranas e
consequentemente do extravasamento de ions, que por sua vez estd diretamente relacionado
ao declinio da germinacdo e vigor de vdrias espécies (CORBINEAU er al, 2000;
GARNCZARSKA; BEDNARSKI; JANCELEWICZ, 2009; SAHU et al., 2017a). Quando
submetidas a deterioracdo por umidade com ciclos subsequentes de absor¢do e secagem,
sementes de soja apresentam enrugamento do tegumento na face oposta ao hilo, conforme

ilustrado na Figura 10.
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Figura 10 - Enrugamento do tegumento de sementes de soja causado pela umidade. Sementes
do tratamento controle (A e B) e sementes submetidas a deterioracdo por umidade (C e D).
Fotos: Daniel T. Pinheiro.

De acordo com Franca-Neto et al. (2016), a formagdo de rugas e/ou rompimento do
tegumento pela umidade em sementes de soja se d4 devido a ruptura de duas das trés camadas
parenquimaticas que constituem a estrutura tegumentar. Desta forma, a semente fica mais
susceptivel ao ataque de patdgenos e a danos de membrana, conforme observado pela maior
condutividade elétrica das sementes submetidas a deterioracdo (Tabela 4).

Em sementes de feijio mungo, Sharma et al. (2018) observaram que a lixiviacdo de
fons aumentou significativamente nas sementes submetidas a deterioracdo controlada quando
comparadas as sementes nao deterioradas. Avaliando a deterioracdo em sementes de soja, Xin
et al. (2014) observaram que o envelhecimento artificial das sementes ocasionou aumento na
condutividade elétrica, o que por sua vez foi relacionado a disfun¢des nas estruturas das
mitocOndrias aliadas ao estresse oxidativo, acarretando na perda de integridade das
membranas e consequentemente no maior extravasamento de ions e reducdo do vigor.

Em relacdo a atividade das enzimas antioxidativas, observa-se que para a SOD, a
deterioragdo por umidade causou redugdes significativas na atividade desta enzima nas
sementes das cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA. Nas demais cultivares (BMX
APOLO, NA 5909, NS 5959 e TMG 1175), nao houve diferenca significativa na atividade

desta enzima, independente do nivel de precipitagcdo aplicado (Figura 11).
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Figura 11 - Atividade da superdxido dismutase (SOD) em sementes de soja submetidas a
diferentes niveis de precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os
niveis de precipitacdo e minuscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

As maiores redugdes da atividade da atividade da SOD com a deterioracdo por
umidade foram observadas nas cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA, corroborando os
resultados de germinacdo e vigor, onde essas cultivares foram significativamente afetadas
pela precipitacdo e, consequentemente, pela deterioraciao (Tabela 4).

As superdxido dismutases (SOD) sdo metaloenzimas que catalisam a dismutacdo do
radical superéxido (O;) em perdxido de hidrogénio (H,0,), constituindo a primeira linha de
defesa contra as EROs, acumuladas principalmente em situacdes de estresse (GILL et al.,
2015). Neste contexto, a reducdo na atividade da SOD pode ter uma grande contribui¢do na
deterioragdo de sementes, uma vez que o acimulo de O, € associado positivamente com a
perda da viabilidade, germinacdo e vigor de sementes (BAILLY, 2004; KIBINZA et al.,
2006; CHENG; SONG, 2008; SAHU et al., 2017a).

Redugdes na atividade da SOD por meio da deterioracdo ja foram observadas em
sementes de girassol (BAILLY et al., 1996) e soja (XIN et al., 2014), com estes efeitos
atribuidos a perda de vigor. No entanto, Huth er al. (2016) avaliando a deterioracdo por
umidade em sementes de soja, observaram que a atividade da SOD ndo diferiu
significativamente em diferentes cultivares. Em relacdo as cultivares nas quais nao foram

observadas alteragdes na atividade da SOD, pode-se considerar o fato do O, ser uma
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molécula instdvel, de meia vida curta (1 a 4 ps), e que € rapidamente convertido em H,O, por
meio de enzimas ou espontaneamente (GILL; TUTEJA, 2010; MITTLER, 2017).
Com excecdo das cultivares BMX APOLO e NA 5909, as demais apresentaram

reducdes significativas na atividade da CAT com a deterioragdo por umidade (Figura 12).
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Figura 12 - Atividade da catalase (CAT) em sementes de soja submetidas a diferentes niveis
de precipitacio. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os niveis de
precipitacdo e minuscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

A CAT converte o H;O, em H,O e O,, desempenhando papel fundamental nos
sistemas de protegdo e reparo durante a deterioragdo associada ao acumulo de H,O, (Kibinza
et al., 2011). Desta forma, considerando que a deterioracdo por umidade ocasionou queda no
vigor das sementes, espera-se que a atividade da CAT seja também reduzida (BAILLY,
2004).

De maneira semelhante, Sharma et al. (2018) observaram que a atividade da SOD e
CAT diminuiram significativamente em sementes de feijao mungo submetidas a deterioragao.
Estes autores ainda citam que a atividade destas enzimas estd diretamente relacionada a
integridade das mitocondrias durante o processo germinativo. Por outro lado, Yin et al. (2015)
ndo observaram alteragdes nas atividades da SOD e CAT em sementes de colza submetidas ao
envelhecimento artificial quando comparadas ao controle (sementes ndo envelhecidas),

atribuindo outros fatores a estas respostas, como a atuagdo do ABA.
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A atividade da APX apresentou redugdes significativas em todas as cultivares
analisadas, principalmente no maior nivel de precipitacdo (180 mm). As redugdes mais
acentuadas foram observadas nas cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA, sendo de 15 ¢

11 nmol.min'l.mg'1 proteina, respectivamente, com relacdo ao controle (0 mm) (Figura 13).
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Figura 13 - Atividade da ascorbato peroxidase (APX) em sementes de soja submetidas a
diferentes niveis de precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os
niveis de precipitacdo e minuscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

A APX reduz o H,O, em H,O utilizando o 4cido ascorbico como doador especifico de
elétrons. De Gara (2004) cita que o ascorbato envolvido na reacdo da APX, além de atuar na
remog¢ao do H,O,, atua como redutor na homeostase celular e tem papel chave em vias de
sinalizacdo redox. Desta forma, diferentes isoformas da APX estdo presentes nas células,
principalmente em paredes celulares, cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e citosol
(NAKANO; ASADA, 1981; ASADA, 1992; MITTLER, 2002; CAVERZAN et al., 2012).
Avaliando a atividade de APX mitocondriais, Xin et al. (2014) observaram reducdes de até
77% em sementes de soja deterioradas por meio de envelhecimento artificial. No entanto, é
importante ressaltar que neste estudo, foi avaliada a atividade em células do embrido como
um todo, sem considerar organelas especificas.

Com excecao da TMG 1175, a POX teve sua atividade reduzida significativamente
nas sementes de todas as cultivares, quando submetidas a deterioracdo, induzida pela

aplicacdo de diferentes niveis de precipitacdo (Figura 14).
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Figura 14 - Atividade da peroxidase (POX) em sementes de soja submetidas a diferentes
niveis de precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os niveis de
precipitacdo e minudscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Redugdes acentuadas na atividade da POX foram observadas principalmente nas
cultivares BMX 6563, BMX POTENCIA e NS 5959, atingindo até 0,75 pmol.min™.mg"' de
proteina comparando-se o maior nivel de precipitacdo (180 mm) com o controle (0 mm).
Assim como a APX, a POX faz parte de um amplo grupo de enzimas peroxidases que atuam
na neutralizacdo do H,O, e em diversos outros processos fisiologicos (DE GARA, 2004).
Desta forma, é importante ressaltar que APX e POX nao sdo as Unicas peroxidases ativas nas
células vegetais, uma vez que outras enzimas como glutationa redutase, peroxirredoxina e
guaiacol peroxidase, atuam no processo antioxidativo de sementes (BAILLY et al., 1996;
AALEN, 1999; SETHY; GHOSH, 2013). De Gara (2004) cita que, por utilizarem o H,O,
como receptores de elétrons, os diferentes grupos de peroxidases competem pelo mesmo
substrato e atuam em conjunto. Além disso, esse autor cita que a APX atua na oxidagao de
substratos ndo fisiologicos, como o pirogalol, utilizado na analise da POX. Neste contexto, a
andlise dos resultados com base em apenas uma ou poucas peroxidases deve ser acompanhada
dessas consideracoes.

Em sintese, pode-se observar que a deterioracdo por umidade provocou reducdo da
atividade das enzimas que atuam como peroxidases. Com relacdo as cultivares, observa-se
que de maneira geral, BMX 6563 e BMX POTENCIA apresentaram as maiores redugdes na

atividade destas enzimas, sobretudo nos maiores niveis de precipitacdo. Por outro lado, NA
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5909 e TMG 1175 foram em geral, as que apresentaram as menores redugdes (Figuras 11, 12
e 13). De maneira geral, estes resultados corroboram os observados para germinacio e vigor
(Tabela 4).

A deterioragdo por umidade acarretou no acimulo de H,O; nas sementes da maioria
das cultivares avaliadas. Em concordincia com o observado nas enzimas antioxidativas, o
actimulo de H,0O, foi maior nas cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA, com incrementos

de até 130 nmol. g'1 matéria fresca comparando-se o maior nivel de precipitacao (180 mm)

com o controle (0 mm) (Figura 15).
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Figura 15 - Acumulo de perdxido de hidrogénio (H,O,) em sementes de soja submetidas a
diferentes niveis de precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os
niveis de precipitacdo e minuscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a

5% de probabilidade.

As cultivares NS 5959 e TMG 1175 foram as unicas em que ndo foi observado
acumulo significativo de H,O,, independente do nivel de precipitacdo (Figura 14), o que pode
ser um fator importante para explicar maior vigor (Tabela 4) e a menor alteracdo na atividade
das enzimas antioxidativas (Figuras 11, 12, 13 e 14), principalmente na TMG 1175.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre as EROs e o sistema
antioxidativo, sendo um fator determinante na reducao da germinacao e do vigor das sementes
(KIBINZA et al., 2011; WANG et al., 2012; MIN et al., 2017; Sahu et al., 2017a). De
maneira geral, o acimulo de H,O, (Figura 15) aliado a reducdo na atividade das enzimas

antioxidativas (Figuras 11, 12, 13 e 14) neste estudo, evidenciam este desequilibrio e ajudam
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a compreender os resultados observados na germinacdo e no vigor das sementes (Tabela 4)
(BHATIA et al., 2010).

Em sementes de soja e outras oleaginosas submetidas a deteriora¢do, o actimulo de
H,0,; tem sido considerado um dos principais fatores que resultam na perda da viabilidade e
do vigor (BAILLY et al., 1996; KIBINZA et al., 2006; SHARMA et al., 2013; MIN et al.,
2017). Dentre os principais efeitos deletérios que o excesso de H,O, causa nas sementes,
estdo a oxidagdo de lipideos, proteinas e &acidos nucleicos (BAILLY; EL-MAAROUF-
BOUTEAU; CORBINEAU, 2008; CHMIELOWSKA-BAK et al., 2015; YIN et al., 2015).

De acordo com Bailly et al. (2008), o H,O, é produzido nas sementes e tem suas
funcdes (maléficas e/ou benéficas) desencadeadas a partir da hidratacdo e atividade
respiratoria das mesmas. Este aumento da atividade respiratdria faz com que haja maior
producdo de anion superdxido (O»"), que por sua vez € instavel e rapidamente convertido em
H,0, (WOJTYLA et al., 2016). J4 o H,O, é uma espécie reativa de meia vida longa (> 1 ms)
quando comparada ao Oy~ (1-4 us) e pode se difundir facilmente por membranas celulares
atingindo alvos distantes do local de producdo (M@LLER; JENSEN; HANSSON, 2007,
MITTLER, 2017). Neste contexto, pode-se compreender que com a hidratagdo das sementes
por meio das precipitacdes aplicadas, os efeitos deletérios do H,O, foram expressos ainda na
vagem e causaram reducdo do vigor das sementes, principalmente nas cultivares onde houve
maior absor¢io de dgua pelas sementes, como BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA (Figuras 8 e
9).

E importante ressaltar que as EROs sdo predominantemente benéficas para as células,
sendo que o estresse oxidativo € o resultado de uma ativacdo deliberada de uma via de morte
celular programada. Além disso, quando em niveis basais, as EROs sao necessdrias para
processos bioldgicos bésicos, como a diferenciacdo e sinalizagdo celular (MITTLER, 2017;
NOCTOR; REICHHELD; FOYER, 2018). Especificamente em relacdo ao H,O, € citado que
este exerce papéis fundamentais nas respostas a estresses bidticos e abidticos, uma vez que
participa de processos como a sinalizacdo celular (RHEE, 2006), quebra da dorméncia
(BAILLY; EL-MAAROUF-BOUTEAU; CORBINEAU, 2008), regulacio hormonal
(BARBA-ESPIN et al., 2010), mobilizagdo de reservas (VERMA et al., 2015), manutencao
do estado redox intracelular (Kumar et al., 2015), menor actimulo de radical hidroxila
(NOCTOR; REICHHELD; FOYER, 2018) e outras.

Reforgando estas informacgdes, Kranner et al. (2010) avaliaram as caracteristicas da

producdo de EROs na germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de ervilha e
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observaram aumento significativo de O, e H,O, durante a embebicdo das sementes. Estes
autores observaram ainda que durante a emissdo e alongamento radicular, houve um segundo
aumento significativo na producdo de EROs, que foi correlacionado com aumento na
atividade extracelular de peroxidases. Estes actimulos significativos de EROs em momentos
especificos indicam fun¢des importantes que vao além dos danos causados pelo estresse,
principalmente quando relacionados ao processo respiratrio das sementes.

Em relacdo ao malonaldeido (MDA), observa-se que para as sementes de todas as
cultivares, houve aumento significativo deste composto com a deterioracdo por umidade, em
comparagio ao controle (0 mm). Nas cultivares BMX POTENCIA e NS 5959 este aumento

foi maior que 20 nmol.g”' matéria fresca (Figura 16).
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Figura 16 - Acimulo de malonaldeido (MDA) em sementes de soja submetidas a diferentes
niveis de precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maitdsculas entre os niveis de
precipitacdo e minudscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

De maneira geral, o acimulo de MDA seguiu a mesma tendéncia da condutividade
elétrica (Tabela 4) e do H,O, (Figura 15), com aumentos significativos estimulados pela
deterioragdo por umidade. Os acumulos mais expressivos de MDA foram observados nas
cultivares BMX 6563, BMX POTENCIA e NS 5959, principalmente no maior nivel de
precipitacdo aplicado (180 mm) (Figura 16).

O mecanismo de catabolismo lipidico é fortemente relacionado com o estresse

N

oxidativo em sementes submetidas a deterioracio (PARKHEY; NAITHANI;

47



KESHAVKANT, 2012; WOJTYLA et al. 2016). Min et al. (2017) confirmam essas
informacdes, concluindo que os actimulos de MDA e H,0, em conjunto, foram considerados
como principais fatores que resultaram na perda de viabilidade de sementes de soja
submetidas a deterioracdo. Além disso, esses autores observaram estreita relacdo entre o
acimulo desses metabdlitos e a producdo de proteinas importantes no processo de
deterioracdo das sementes. Por outro lado, em sementes de colza submetidas ao
envelhecimento artificial, foi observado que o acimulo de MDA foi acompanhado do
aumento da condutividade elétrica, sem, no entanto, apresentar aumentos expressivos nas
concentracoes de EROs (YIN et al., 2015). O processo de peroxidacdo lipidica necessita
principalmente do oxigénio, sendo que este estard presente em qualquer semente durante o
processo germinativo (BORISJUK; ROLLETSCHEK, 2009). Desta forma, a peroxidacao
lipidica pode ser estimulada por outros processos celulares, além do acimulo de EROs.

Vale ressaltar ainda que o MDA, apesar de ser um dos principais produtos da
peroxidacdo lipidica, ndo é o unico. Avaliando a deterioragdo em sementes de ervilha,
Veselova, Veselovsky e Obroucheva (2015) concluiram que a peroxidagdo lipidica foi
causada principalmente pela hidrélise ndo enzimdtica de oligossacarideos e sacarose. No
entanto, de maneira semelhante ao observado neste trabalho, para sementes oleaginosas que
acumulam baixos teores de carboidratos como soja, girassol e amendoim, o aumento nas
concentracdes de MDA ¢é citado como de grande releviancia em sementes submetidas a
deterioracdo (SUNG; JENG, 1994; Bailly et al., 1996; XIN et al., 2014).

E interessante também reforcar o fato de que a cultivar BMX POTENCIA, uma das
que apresentaram maior sensibilidade a deterioracdo por umidade, apresentou também alta
variacdo na umidade das sementes durante a aplicacdo dos niveis de precipitacdao (Figura 8).
As cultivares NA 5909 e TMG 1175, que de maneira geral, apresentaram maior resisténcia a
deterioragcdo por umidade, apresentaram menor oscilacdo na umidade das sementes somadas a
maior oscilacdo na umidade das vagens (Figura 9). Desta forma, essa maior resisténcia
poderia estar relacionada a uma maior protecio fisica das sementes exercida pelas vagens.

O teor de proteinas foi reduzido significativamente com o aumento da precipitacdo,
com exceg¢do das cultivares NS 5959 e TMG 1175. A cultivar BMX 6563 foi a que apresentou
os menores teores de proteinas, independente do nivel de precipitacdo aplicado. As cultivares
BMX APOLO, BMX POTENCIA e NA 5909 apresentaram os maiores teores de proteinas no

tratamento controle (0 mm), sendo que nas primeiras houve redu¢do nos maiores niveis de
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precipitacdo (120 e 180 mm) e na terceira a reducdo foi similar em relacdo ao controle,

independente do nivel de precipitacdo aplicado (Figura 17).
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Figura 17 - Teor de proteinas em sementes de soja submetidas a diferentes niveis de
precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os niveis de precipitacdo e
minusculas entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A diminuicdo no teor de proteinas de armazenamento pode levar a um fornecimento
ineficiente de energia para a germinagdo de sementes (LV et al., 2018). Além disso, a sintese
proteica de novo € crucial para a germinacio e a inibi¢do deste processo pode ser um dos
principais fatores que afetam ndo somente a germinagdo, mas também a longevidade das
sementes expostas a deterioracdo (SANO et al., 2012). A deterioracdo afeta diretamente
proteinas importantes envolvidas no ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e glicdlise, que sao
importantes vias que fornecem energia para o embrido durante a embebicdo (WANG et al.,
2012; DONG et al., 2015; CHEN et al., 2018; LV et al., 2018).

O estresse oxidativo € outro fator importante relacionado a reducdo do teor de
proteinas durante o processo de germinacdo em sementes submetidas a deterioracdo
(KUBALA et al., 2015; LI et al., 2017; MIN et al., 2017, SHARMA et al., 2018). Como um
produto do metabolismo aerdbico, as EROs sdo formadas primariamente em cloroplastos,
mitocOndrias e peroxissomos, mas também em outros componentes celulares, como as
proteinas (MITTLER, 2017). Desta forma, as rea¢des de oxidacdo em proteinas induzem a
fragmentacdo e ao aumento da sensibilidade a protedlise das mesmas (BERLETT;

STADTMAN, 1997).
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Avaliando sementes de soja submetidas a deterioracdo controlada, Min et al. (2017)
observaram reducdo na atividade de enzimas antioxidativas, além do acimulo de EROs e
reducdo da germinacdo e da longevidade das sementes. Estes autores citam que a degradagcdo
de proteinas envolvidas no metabolismo primdrio e energético foi observada, indicando
menor sintese de ATP e reducdo da germinagdo. Em sementes de feijao mungo (Vigna radiata
L.) submetidas a deterioracdo, € citado que a reducdo da germinacao e do vigor, menor teor de
proteinas e a perda da integridade do RNA, estiveram relacionados ao maior estresse
oxidativo (SHARMA et al., 2018).

O peréxido de hidrogénio (H,O,) é considerado uma espécie reativa de meia vida
longa capaz de oxidar proteinas e fazer com que estas percam sua conformacdo e sejam
degradadas (MITTLER, 2017). No entanto, € importante destacar que o H,O, também
desempenha importante papel de sinalizacdo relacionada a sintese de proteinas de novo
durante o processo de deterioracdo de sementes (SAHU et al., 2017a). Desta forma, € possivel
associar os resultados observados com o desiquilibrio do sistema antioxidativo, por meio da
reducdo da atividade das enzimas antioxidativas (Figuras 11, 12, 13 e 14) e acumulo de
peroxido de hidrogénio nas sementes submetidas a deterioracdo por umidade, sobretudo nas
cultivares BMX 6563 e BMX POTENCIA (Figura 15).

Independente do nivel de precipitagdo aplicado e da cultivar analisada, a deterioracdo

por umidade ocasionou aumento na atividade da protease (Figura 18).
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Figura 18 - Atividade da protease em sementes de soja submetidas a diferentes niveis de
precipitacdo. Médias seguidas com a mesma letra maidsculas entre os niveis de precipitacdo e
mindscula entre cultivares ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

De maneira geral, as proteases constituem um amplo grupo de enzimas que hidrolisam
ligacdes peptidicas em vdrios processos celulares. Pode-se considerar que durante a
germinagdo de sementes, as proteinas de armazenamento acumuladas durante a matura¢io sao
convertidas em peptideos soldveis e aminodcidos livres pelas proteases e mobilizadas para o
eixo embriondrio (SHEN ef al., 2018). No entanto, a degradacdo de proteinas em células
vegetais € um processo complexo que envolve multiplas vias proteoliticas € mecanismos em
diferentes compartimentos celulares (LU et al., 2015; PALMA et al., 2002). De maneira
semelhante ao observado, o aumento na atividade da protease foi observado em sementes de
Moringa oleifera submetidas a deterioracdo, sendo atribuido a diferentes processos
metabolicos, como a degradacdo de peptideos inibitérios (OLIVEIRA et al., 2017).

De acordo com Kato e Sakamoto (2018), a atividade das proteases estd diretamente
relacionada a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Dentre os fatores que
relacionam o metabolismo proteico e a deterioracdo das sementes por meio do estresse
oxidativo, o processo de carbonilacdo consiste em uma série de modificagdes oxidativas na
estrutura das proteinas que levam a perda da funcdo destas, de maneira irreversivel
(NGUYEN et al., 2015; ZHANG et al., 2017). Dentre os mecanismos de carbonilacdo de
proteinas, um dos principais € o ataque de EROs as cadeias laterais dos aminoacidos, que por
sua vez sdao oxidados por aldeidos e/ou cetonas e tornam as proteinas mais suscetiveis a acao
das proteases (REINHECKEL et al., 1998; RAO; M@LLER, 2011; CABISCOL; TAMARIT;
ROS, 2014). Confirmando essas informagdes, Rajjou et al. (2008) observaram aumento
expressivo na oxidacdo de proteinas em sementes de Arabidopsis submetidas a deterioracao
controlada, acarretando na perda de propriedades funcionais de diversas proteinas e
aumentando a suscetibilidade destas a protedlise. De acordo com estes autores, esses
resultados revelaram mecanismos que contribuiram diretamente para a reducdo do vigor das
sementes, como as menores capacidades de conversdo, mobilizacdo de reservas, além da
eficiéncia na desintoxicacao nas sementes.

E importante ressaltar que o nivel intracelular de proteinas reflete o equilibrio entre
as taxas de oxidacdo e de degradacdo proteica por meio das proteases (BERLETT;

STADTMAN, 1997). Desta forma, um nivel oxidativo elevado podera acarretar ndo somente
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na redugcdo no teor das proteinas, mas também na atividade proteolitica das sementes,
conforme observado por Min et al. (2017) em sementes de soja submetidas a deterioragao.
Em sintese, ¢ importante ressaltar que no presente trabalho foram quantificadas

proteinas soluiveis totais, sem distingao de classes, fungdes, peso molecular e outros atributos.
No entanto, independente disso, pdde-se observar que a reducdo nos teores de proteinas
(Figura 17) aliada a maior atividade da protease (Figura 18) e menor vigor (Tabela 4) das
sementes de soja submetidas a deterioracdo por umidade, pode indicar um desequilibrio do
metabolismo proteico por meio do estresse oxidativo, que por sua vez € caracterizado pelo
desequilibrio entre o sistema enzimético antioxidativo (Figuras 11, 12, 13 e 14) e o acimulo
de H,O, (Figura 15).

A partir da andlise de componentes principais (PCA), pode-se observar que os
componentes 1 (PC1) e 2 (PC2) explicaram respectivamente 44,7 e 15,2 % da variabilidade
total dos dados, totalizando 59,9% (Figura 19A).
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Figura 19 - Andlise de componentes principais (PCA) obtida pela combinacdo linear das
varidveis fisioldgicas (germinagdo e vigor) e andlises bioquimicas em seis cultivares de soja,
submetidas a diferentes niveis de precipitagdo. Diagrama de ordenacdo (A) e circulo de
correlacdo (B). PC1 — Componente principal 1; PC2 — Componente principal 2; G -
Germinagdo; EC — condutividade elétrica; SOD — superéxido dismutase; CAT — catalase;
APX — ascorbato peroxidase; POX — peroxidase; PEROXIDE — Peréxido de hidrogénio
(H,0,); MDA — malonaldeido; PROT — Proteinas; PROASE — Protease.
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De acordo com Medeiros et al. (2018), a andlise de componentes principais (PCA)
pode ser utilizada na interpretacdo de varidveis relacionadas a qualidade de sementes.
Confirmando essa informacgdo, pode-se observar por meio do digrama de ordenacdo (Figura
19A), que para todas as cultivares, houve tendéncia de agrupamento dos tratamentos controle
(0 mm) e do menor nivel de precipitacdo (60 mm) no lado direito do diagrama, onde se
concentraram também as varidveis germinagdo, proteinas e atividade das enzimas
antioxidativas no circulo de correlacdo (Figura 19B). Por outro lado, o agrupamento dos
tratamentos de 120 e 180 mm no lado esquerdo do diagrama de ordenagdo (Figura 19A)
correspondeu a localizagcdo das varidveis de condutividade elétrica, protease, MDA e H,0; no
circulo de correlacdo (Figura 19B).

Estes resultados confirmam os observados anteriormente por meio dos testes de
médias, onde se observou que a deterioracdo por umidade, sobretudo nos maiores niveis de
precipitacao (120 e 180 mm), contribuiu para a reducdo da germinagdo, do vigor, do teor de
proteinas e da atividade de enzimas antioxidativas, a0 mesmo tempo em que favoreceu o
aumento da condutividade elétrica, atividade da protease e acumulo de H,O, e MDA.
Considerando os vetores de germinagdo e primeira contagem no circulo de correlagdo (Figura
17B), observa-se que se encontram proximos aos vetores das enzimas antioxidativas e opostos
aos vetores H,O, e MDA, indicando correlacdo negativa entre estes parametros.

Com relacdo as cultivares, observa-se que os agrupamentos de BMX APOLO, NS
5959, NA 5909 e TMG 1175 foram mais centralizados no eixo PC1, além de préximos dos
vetores de germinagdo, primeira contagem e enzimas antioxidativas e distantes dos vetores do
H,0, e MDA. Por outro lado, as cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA tiveram
agrupamento mais disperso no diagrama de correlagdo, além de préximos dos vetores H,O; e
MDA e distantes das variaveis de qualidade fisiologica (Figura 19A). De maneira geral, essas
observacoes reforcam os resultados das andlises fisiolégicas e bioquimicas, indicando maior
susceptibilidade das cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA i deterioracio pré-colheita
por umidade.

A anélise de PCA revelou que os cinco primeiros componentes foram responsaveis por

85,76% da variacdo total de todas as varidveis (Tabela 5).

Tabela 5 - Cargas dos vetores, autovalores e propor¢do de variacdo associada a cinco

componentes principais (PC) da PCA de 10 varidveis associadas a qualidade fisioldgica e
estresse oxidativo em sementes de soja submetidas a diferentes niveis de precipitacao.
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Varidveis PCl1 PC2 PC3 PC4 PCS

G 0,73 -0,36 -0,04 -0,25 0,01
CE -0,24 0,76 -0,11 -0,22 0,51
SOD 046 049 0,67 -0,12 -0,03
CAT 0,62 -0,52 0,20 -0,10 0,43
APX 0,63 043 -0,14 048 -0,25
POX 0,77 -0,02 0,18 046 0,21
PEROXIDE -0,73 -0,31 0,01 0,36 0,21
MDA -0,63 -0,12 0,69 0,11 -0,08
PROT 0,77 -0,04 0,06 -0,26 -0,30
PROASE -0,87 -0,02 0,09 -0,14 -0,23
Autovalor 447 1,52 1,04 0,81 0,74
Variancia (%) 44,68 15,18 10,38 8,12 7,39

Variancia acumulada 44,68 59,86 70,24 78,37 85,76

G — Germinacdo; CE — Condutividade elétrica; SOD — superdxido dismutase;
CAT — catalase; APX — ascorbato peroxidase; POX — peroxidase; PEROXIDO —
Per6xido de hidrogénio (H,0O,); MDA — malonaldeido; PROT — proteinas;
PROASE - protease.

De acordo com o componente principal 1 (PC1), as varidveis germinagdo, POX e
proteinas tiveram maiores contribuicdes na variabilidade total dos dados. A maioria das
varidveis foi mais fortemente relacionadas ao PC1, com exce¢do da condutividade elétrica e
SOD, que foram mais relacionadas pelo componente 2 (PC2). Os componentes PC3, PC4 e
PC5 em geral, tiveram contribuicdes menores na variabilidade total dos dados (Tabela 5).
Desta forma, observa-se que a PCA contribuiu para explicar e confirmar os resultados
previamente observados neste trabalho.

De maneira geral, as andlises de correlacido simples de Pearson mostraram correlagdes
positivas e significativas entre a germinacdo e primeira contagem com as enzimas CAT e

POX, além de negativas com o H,O, e MDA, respectivamente (Tabela 6).
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Tabela 6 - Coeficientes de correlacao simples de Pearson (r) estimados entre as varidveis
germinacdo (G), primeira contagem de germinacdo (PCG), condutividade elétrica (CE),
atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), peroxidase (POX), peroxido de hidrogénio (H,O,) (PEROXIDO), malonaldeido
(MDA), proteinas (PROT) e protease (PROASE).

G CE SOD CAT APX POX PEROXIDO MDA PROT PROASE

G -0,35™ 0,20™ 0,59* 0,26™ 0,42* -0,45%  -0,44* 0,52*%  -0,55%
CE 0,17™ -0,34™ -0,02"™ -020™  -0,01™  -0,04"™ -0,26" 0,12"
SOD 0,15™ 0,35 0,24™ -046* 0,02 0,36™ -0,32™
CAT 0,05™ 0,53* -0,29™  -0,24™ 040"  -0,54*
APX 0,55% -0,47%  -045% 035"  -0,52%
POX -0,38™  -0,33™ 048+  -0,72*
PEROXIDO 0,49% -0,61*  0,53*
MDA -0,44% 0,58
PROT -0,58*
PROASE

" ndo significativo, * significativo a 5% de probabilidade pelo teste t, respectivamente.

Estes resultados confirmam que umidade obtida pela aplicacdo de diferentes niveis de
precipitacdo, provocando deterioracdo, causou reducdo do vigor das sementes de soja em
funcdo do estresse oxidativo e o desequilibrio entre os compostos produzidos e os

mecanismos enzimaticos antioxidativos.

CONCLUSOES

As precipitacdes aplicadas nas plantas de soja no estddio em RS, sobretudo nos
maiores niveis (120 e 180 mm), induzem a deterioracdo por umidade, ocasionando na redugao
da germinac¢do e do vigor das sementes, aumento na atividade da protease, além do actiimulo
de per6xido de hidrogénio e de MDA e reduc¢do no teor de proteinas e atividade de enzimas
antioxidativas. Em geral, as cultivares BMX 6563 e BMX POTENCIA foram mais
susceptiveis € NA 5909 e TMG 1175 mais tolerantes a deterioracdo por umidade nas

condig¢des estudadas.
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RESUMO

PINHEIRO, Daniel Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2019.
Capitulo II. Vigor e alteracoes fisicas de sementes de soja submetidas a deterioracio por
umidade na fase de pré-colheita. Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.
Coorientadores: Felipe Lopes da Silva e Laércio Junio da Silva.

A exposicdo das sementes a ciclos subsequentes de absor¢do e perda de dgua no campo
favorecem o processo de deterioracdo por umidade e faz deste um dos principais fatores que
afetam a qualidade das mesmas. O objetivo do trabalho foi avaliar o vigor e alteragcdes fisicas
de sementes de soja submetidas a deterioragdo por umidade na fase pré-colheita. Seis
cultivares de soja (BMX APOLO, BMX 6563, NS 5959, NA 5909, BMX POTENCIA e TMG
1175) foram produzidas em casa de vegetacdo e submetidas a deterioracdo por umidade por
meio de um sistema de precipitacdo, aplicando-se 0; 60 (30+30); 120 (60+60) e 180 (90+90)
mm de precipitacdo quando as plantas atingiram o estddio R8. Apos a colheita, as sementes
foram avaliadas quanto ao vigor (primeira contagem de germinacdo, envelhecimento
acelerado, emergéncia e tetrazdlio), teste de raios X e andlise de plantulas. Observou-se
reducdo do vigor de todas as cultivares submetidas a deterioracdo por umidade, sendo de até
34 e 40 pontos percentuais pelos testes de primeira contagem e envelhecimento acelerado,
respectivamente. O teste de tetrazolio permitiu identificar correlagdo negativa entre o dano
por umidade e a viabilidade das sementes. Tanto a densidade relativa quando a integrada ndo
foram alteradas significativamente com a deterioracdo por umidade, de maneira oposta ao
dano por umidade. De maneira geral, as cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA foram
mais susceptiveis. Por outro lado, NA 5909 e TMG 1175 foram mais tolerantes a deterioragdo
por umidade na fase de pré-colheita. A presenca dos danos por umidade externos nas

sementes de soja estd diretamente relacionada a redugdo do vigor.

Palavras-chave: Anélise de plantulas. Glycine max. Proteinas. Raios X. Qualidade fisioldgica.
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ABSTRACT

PINHEIRO, Daniel Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2019. Chapter
II. Vigor and physical changes in soybean seeds under deterioration by humidity in
preharvest stage. Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. Co-advisers: Felipe
Lopes da Silva and Laércio Junio da Silva.

The exposure of seeds to subsequent cycles of absorption and loss of water in the field favors
the process of deterioration by humidity, making this one of the main factors that affects the
quality. The aim of this work was to evaluate the vigor and physical changes of soybean seeds
submitted to deterioration by humidity in pre harvest stage. Six soybean cultivars (BMX
APOLO, BMX 6563, NS 5959, NA 5909, BMX POTENCIA e TMG 1175) were produced in
greenhouse and submitted to deterioration by a precipitation system, applying 0; 60 (30 + 30);
120 (60 + 60) and 180 (90 + 90) mm of precipitation when the plants reached the RS stage.
After harvest, the seeds were evaluated for vigor (first germination count, accelerated aging,
emergence and tetrazolium), X-ray test and seedling analysis. The vigor of all cultivars
subjected to deterioration by humidity was reduced, being up to 34 and 40 percentage points
by the first count and accelerated aging tests, respectively. The tetrazolium test identified a
negative correlation between moisture damage and seed viability. Relative and integrated
density were not significantly changed with deterioration by humidity, as opposed to moisture
damage. In general, the cultivars BMX 6563 and BMX POTENCIA were more susceptible.
On the other hand, NA 5909 and TMG 1175 were more tolerant to moisture deterioration in
the pre harvest phase. The presence of external moisture damage in soybean seeds is directly

related to reduced vigor.

Keywords: Seedling analysis. Glycine max. Proteins. X-ray. Physiological quality.
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INTRODUCAO

Como uma das culturas agricolas mais importantes a nivel global, a soja (Glycine max
(L) Merril) € diretamente dependente de sementes de alta qualidade, que por sua vez engloba
aspectos fisioldgicos, fisicos e sanitdrios e que de maneira conjunta, contribuem para
obtencdo de sementes de alto vigor e melhor desempenho no campo (FRANCA-NETO et al.,
2016).

A qualidade fisiol6gica das sementes de soja é méaxima no estddio R7, quando o
conteddo de matéria seca, a germinagdo e o vigor atingem valores miximos. Todavia, em
razdo do elevado teor de 4gua das sementes neste estadio, o ponto de colheita recomendado é
o estddio R8, quando 95% das vagens apresentam coloracao tipica de vagem madura (FEHR;
CAVINESS, 1977). Ap6s a maturidade fisioldgica, alteracdes degenerativas comecam a
ocorrer nas sementes, de modo que a qualidade das mesmas pode ser mantida ou decrescer,
dependendo principalmente das condi¢cOes ambientais no periodo que antecede a colheita
(FEHR; CAVINESS, 1977; BHATIA et al., 2010; FRANCA-NETO et al., 2016).

Neste contexto, a ocorréncia de chuvas ou flutuag¢des didrias de umidade relativa do ar,
especialmente associadas a altas temperaturas, resulta na deterioracdo e reduz a qualidade das
sementes, sobretudo em regides tropicais (SHELAR, 2008; MALIK, 2013; MARCOS
FILHO, 2015; PITOL, 2016; MATHIAS et al., 2017). Sob essas condicdes, ¢ comum
observar danos por umidade nas sementes de soja, caracterizados pela presenca de rugas ou
rompimento do tegumento na regido oposta ao hilo ou sobre o eixo embriondrio, € que sdao
diretamente relacionados a reducdo da qualidade fisiolégica das sementes (FORTI et al.,
2013; MARCOS FILHO, 2015; FRANCA-NETO et al., 2016).

A deteccdo destes danos comumente € feita pelo teste de tetrazdlio, enquanto a
qualidade de sementes € avaliada por meio do teste de germinacdo e complementada por
outros testes de vigor (FRANCA NETO et al., 1999; MARCOS FILHO, 2015b; BASSO et
al., 2018; PEREIRA et al., 2019). Embora eficientes estes testes apresentam algumas
limitagdes, como o maior tempo para obtencdo de resultados e serem destrutivos, nao
permitindo assim a reutilizacdo das sementes em outras andlises. Neste sentido, a técnica de
raios X surge como alternativa vidvel para avaliacdo do vigor de sementes, uma vez que é
classificada como simples, rdpida e nao destrutivel, sendo baseada na absor¢cdo desses raios
pelos tecidos, que por sua vez sdo transpostos para a imagem em tons de cinza (RAHMAN;

CHO, 2016; ABUD; CICERO; GOMES JUNIOR, 2018; NORONHA; MEDEIROS;
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PEREIRA, 2018; MEDEIROS et al., 2018b; SEVERIANO et al., 2018b). Forti et al. (2013)
utilizaram a técnica de raios X e concluiram que sementes de soja com danos por umidade
apresentaram menor qualidade fisiolégica quando comparadas as sementes sem danos. Estes
autores também concluiram que os testes de raios X e tetrazdlio podem ser utilizados com
eficiéncia na andlise dos efeitos da deterioracdo por umidade em campo. No entanto, apesar
dessas vantagens, este teste também apresenta limitacdes, como a subjetividade de
interpretagdo, morosidade e necessidade de mao-de-obra qualificada. Neste contexto, o uso do
software ImageJ® busca superar essas limitacOes e tem sido recentemente utilizado como
ferramenta para andlise semi-automatizada de imagens radiogrificas de sementes de vdrias
espécies (ABUD; CICERO; GOMES JUNIOR, 2018; NORONHA:; MEDEIROS; PEREIRA,
2018; MEDEIROS et al., 2018).

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi avaliar o vigor e as alteracdes fisicas por
meio do teste de raios X em sementes de diferentes cultivares de soja submetidas a

deterioracdo por umidade na fase de pré-colheita.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido utilizando as sementes colhidas no experimento relatado
no capitulo 1 com as cultivares de crescimento indeterminado BMX 6563 (GM = 6,3); BMX
APOLO (GM = 5,5); BMX POTENCIA (GM = 6,7); NA 5909 (GM = 5,9); NS 5959 (GM =
5,9) e TMG 1175 (GM = 7,5) (Tabela 1). Os tratamentos de precipitacdo também foram os
mesmos descritos no capitulo 1, sendo de O (controle); 60 (30+30); 120 (60+60) e 180
(90+90) mm.

Ap6s serem colhidas e secas em ambiente de laboratério, as sementes de cada
tratamento foram submetidas a avaliagdes fisiologicas, fisicas e bioquimicas descritas a

seguir:

L. Avaliacoes fisioldgicas
Primeira contagem de germinacao

Quatro repeticoes de 50 sementes de cada tratamento foram distribuidas em rolos de
papel toalha, umedecidos com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel
seco. Os rolos foram mantidos em germinador a 25 °C e as avaliagdes efetuadas no quinto dia

ap6s a montagem, de acordo com os critérios estabelecidos pelas Regras para Andlises de
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Sementes (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem média de

plantulas normais (Figuras 6 e 7).

Envelhecimento acelerado

Foi conduzido com quatro repeti¢cdes de 50 sementes para cada tratamento, que foram
colocadas em caixas “gerbox’ sobre uma tela, contendo 40 mL de 4gua e mantidas em BOD a
41 °C durante 48 horas (MARCOS FILHO, 1999). Apés esse periodo, as sementes foram
colocadas para germinar a 25 °C conforme descrito para o teste de primeira contagem de

germinacdo (BRASIL, 2009) e a avaliacdo realizada no quinto dia apds a instalacdo do teste.

Emergéncia de plantulas

Foi conduzido em bandejas contendo solo e areia na propor¢do 3:1. As bandejas foram
mantidas em casa de vegetacdo. As irrigacdes foram feitas de acordo com a necessidade
visando manter o solo préximo a capacidade de campo. Foram utilizadas 200 sementes, com
quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. Foram efetuadas contagens didrias de
plantulas normais (Figura 20) emergidas até a estabilizacdo. Foram avaliados a porcentagem

de emergéncia e o indice de velocidade de emergéncia (IVE) (MAGUIRE, 1962).

Figura 20 - Emergéncia de plantulas de soja em casa de vegetacdo. A) Plantulas recém-
emergidas B) Plantulas mais desenvolvidas. Setas: padrdao de plantulas normais adotado.
Fotos: Daniel Teixeira Pinheiro.

Teste de tetrazolio

Foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes, que foram pré-condicionadas em
papel-toalha umedecido com 4gua destilada por um periodo de 16 horas, em germinador com
temperatura ajustada para 25 °C. As sementes foram transferidas para copos plasticos, com

volume de 50 mL, sendo totalmente submersas em solu¢do de tetrazdlio (2-3-5, trifenil cloreto
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N

de tetrazdlio), a concentracdo de 0,075% e mantidas a temperatura de 40 °C por,
aproximadamente, 3,5 h no interior de uma camara de germinac¢do, na auséncia de luz. Apds o
processo de coloracdo, as sementes foram lavadas com 4gua corrente e mantidas submersas
até o momento da avaliacdo. Posteriormente, as sementes foram avaliadas individualmente,
seccionando-as longitudinalmente e simetricamente, com o auxilio de lamina e classificadas
de acordo com os critérios propostos por Franca Neto et al. (1999). Além disso, foi avaliada a
porcentagem de danos por umidade, caracterizados por lesdes simétricas em ambos os

cotilédones no lado oposto ao hilo (KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA-NETO, 1999).

Analise computadorizada de imagens de plantulas (ImageJ®)

Foram utilizadas as mesmas sementes que posteriormente advindas do teste de raios X
(avaliagdes fisicas), sendo distribuidas em linha disposta no ter¢o superior de duas folhas de
papel para germinagcdo e cobertas com uma terceira folha. O substrato foi previamente
umedecido com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. Os rolos
contendo as sementes foram mantidos em germinador a 25 °C por trés dias. Ao final deste
periodo, a aquisi¢do de imagens de plantulas foi realizada por scanner (HP, Scanjet 200), em
que as plantulas de cada repeticao foram digitalizadas com uma resolucdo de 200 dpi.

Para uso no ImageJ®, as imagens foram inseridas no software e ap0s ajustes de escala,
foi demarcado individualmente o hipocétilo e a parte radicular de cada plantula. A partir
destes dados, foi gerado para cada repeti¢ao os indices de crescimento e uniformidade, a partir
de equacdes propostas por Sako et al. (2001), além do indice de vigor corrigido, proposto por
Medeiros e Pereira (2018). Os resultados de comprimento foram expressos em milimetros por
plantula e os indices em valores adimensionais, podendo variar de 1 a 1000, quanto maior o

valor, melhor € o desempenho para aquela caracteristica.

IL. Avaliacoes fisicas

Teste de raios X

Foram utilizadas as mesmas sementes que posteriormente foram submetidas a andlise
de plantulas, com quatro repeticOes de 10 sementes. As sementes foram fixadas de forma
ordenada sobre pldstico adesivo, para possibilitar posterior identificacdo individual nas
andlises subsequentes. Em seguida, foram geradas as imagens radiograficas usando

equipamento Faxiton, modelo MX-20 (Faxitron X-ray Corp. Wheeling, IL, U.S.A),
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submetendo-se as sementes a radiacdo por 5 segundos, 23 kV e uma distancia focal de 41,6
cm. As imagens digitais geradas foram salvas em computador e analisadas de forma semi-

automatizada pelo software Imagel ® para a obtencdo das seguintes varidveis:

Densidade relativa: Definida como a soma dos valores cinza de todos os pixels na area

selecionada dividida pelo nimero de pixels da selecdo (GEIGER; BLEM; LUDWIG, 2016).

Densidade Integrada: Soma dos valores dos pixels na imagem ou sele¢do, isto é equivalente

ao produto de area e valor cinza médio (densidade relativa).

Dano por umidade: Foram quantificadas as sementes com auséncia ou presenca de dano por
umidade, com os dados em porcentagem (%). Os danos foram -caracterizados pelo

enrugamento do tegumento do lado oposto ao hilo (Figura 21).

Figura 21 - Imagens de raios X em escala de cinza de sementes de soja com
auséncia (A) e presenca (B) de dano por umidade. Seta: Enrugamento do
tegumento caracterizando o dano por umidade.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 6x4, sendo seis variedades de soja e quatro niveis de precipitacao simulada (0; 60; 120
e 180 mm) com 4 repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA).
Depois de confirmar a distribui¢do normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk, as médias
foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Foi realizada também andlise multivariada de componentes principais (PCA) para
todas as avaliagOes realizadas. Uma matriz “n x p” foi obtida, onde n corresponde ao nimero

de tratamentos (n = 24) e “p” o nimero de varidveis analisadas (p = 13). Os autovalores e
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autovetores foram calculados a partir das matrizes de covariancia e plotados em graficos
bidimensionais (diagrama de ordenacdo de categorias e circulo de correlacdes), geradas a
partir do pacote factoextra (KASSAMBARA; MUNDT; 2016). A correlagao de Pearson (r)
foi realizada para os dados do teste de tetrazélio (viabilidade e danos por umidade) e para os
dados obtidos nas demais avaliacdes realizadas. O software estatistico R foi utilizado em

todas as analises (R CORE TEAM, 2018).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacdo significativa entre os niveis de precipitacdo e as cultivares para a
primeira contagem de germinacdo, envelhecimento acelerado, emergéncia de plantulas e
indice de velocidade de emergéncia (IVE). Na primeira contagem de germinacdo, observam-
se reducdes significativas na porcentagem de plantulas normais de todas as cultivares com a
aplicacdo dos niveis de precipitacdo. Essas reducdes foram mais evidentes nas cultivares
BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA, sendo de 27 e 34 pontos percentuais (p.p.) quando se
compara o maior nivel de precipitacdo (180 mm) e o controle (0 mm). Por outro lado, a
cultivar TMG 1175 s6 apresentou reducao significativa a 180 mm, sendo de somente 12 p.p.
com relacdo ao controle (0 mm). As informagdes obtidas no teste de primeira contagem
podem ser utilizadas como um teste de vigor, uma vez que permite inferir sobre a velocidade
de germinacao (Nakagawa et al., 1999). Desta forma, pode-se concluir que todas as cultivares
tiveram sua velocidade de germinacdo reduzida, principalmente nos maiores niveis de
precipitacao (120 e 180 mm) (Tabela 7).

No teste de envelhecimento acelerado, observa-se que houve diferenca significativa
entre as cultivares mesmo sem aplicacdo da precipitacdo (0 mm), sendo maior para as
sementes da BMX APOLO e menor para NA 5959 e BMX POTENCIA, respectivamente.
Com a aplicacdo das precipitagdes, todas as cultivares apresentaram reducdes significativas na
porcentagem de plantulas normais, principalmente nos niveis de 120 e 180 mm. Quando se
compara o maior nivel de precipitacao (180 mm) com o controle (0 mm), observa-se que a

cultivar BMX APOLO apresentou a maior redugdo, sendo de 40 p.p. (Tabela 7).
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Tabela 7 - Valores médios obtidos nos testes de primeira contagem de germinagdo,
envelhecimento acelerado, emergéncia de plantulas e indice de velocidade de emergéncia de
plantulas (IVE) de seis cultivares de soja, submetidas a diferentes niveis de precipitacao.

BMX BMX BMX NA NS T™MG
6563 APOLO POTENCIA 5909 5959 1175
Precipitacao
(mm) Primeira contagem de germinagdo (%)
0 92 Aa 85 Aa 87 Aa 88 Aa 88 Aa 89 Aa
60 79 Bb 79 Ab 72 Bb 79 Bb 82 Aab 88 Aa
120 68 Cc 72 Bb 68 Bc 79 Bb 71 Bb 85 Aa
180 65 Cc 65 Bc 53 Cd 77 Ba 70 Bb 77 Ba
M¢édia 76 75 70 81 78 85
CV (%) 9,17
Precipitacao
(mm) Envelhecimento acelerado (%)
0 76 Abc 86 Aa 72 Ac 74 Ac 82 Aabc 84 Aab
60 58 Be 69 Bab 61 Bbc 65 Bbc 74 Ba 68 Bab
120 55 Bb 65 Ba 60 Bab 59 Bab 66 Ca 65 Ba
180 55 Bb 46 Cc 58 Bab 59 Bab 65 Ca 62 Bab
Média 61 67 63 64 72 70
CV (%) 6,40
Precipitacao
(mm) Emergéncia de plantulas (%)
0 90 Aab 92 Aab 93 Aab 90 Aab 88 Ab 97 Aa
60 84 Aa 83 Ba 88 Aba 85 ABa 83 Aa 91 ABa
120 84 Aa 82 Ba 85 Ba 82 Ba 84 Aa 88 Ba
180 75 Bb 78 Bed 77 Cb 89 Aba 85 Aabc 80 Cbcd
Média 83 84 86 87 85 89
CV (%) 4,42
Precipitacao
(mm) IVE
0 3,72 Abc 395 Aab 3,78 Abc 3,43 ABc 3,85 Abc 4,34 Aa
60 3,42 Abb 3,27 Bb 391 Aa 3,36 Bb 3,60 Abab 3,65 Bab
120 329 Bca 3,37 Ba 3,67 Aa 321Ba 3,46 ABa 3,53 Bca
180 299Cc 2,99 Bce 2,92 Bbc 3,78 Aa 3,42 Babc 3,22 Cbc
Média 3,36 3,40 3,57 3,45 3,58 3,69
CV (%) 6,25

Letras diferentes maidsculas na coluna (entre niveis de precipitacdo) e mindsculas na linha (entre cultivares)
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. CV: Coeficiente de variacio.

A reduc¢do do vigor por meio do envelhecimento artificial é associada diretamente a

maior produgdo e concentracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) (BAILLY, 2004;

SHARMA et al., 2012; KUMAR et al.,, 2015; DENG et al., 2017). As mitocOndrias
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constituem o processo respiratdrio e consequentemente sao os principais locais de producdo
de EROS e as principais organelas expostas aos danos oxidativos (RATAJCZAK et al.,
2019). Neste contexto, Xin et al. (2014) avaliaram os efeitos da deterioracdo em sementes de
soja e observaram significativa reducdo da quantidade de mitocOndrias vidveis em células
embriondrias submetidas ao envelhecimento acelerado. Desta forma, o processo de
envelhecimento inibe a biogénese e a restauracdo mitocondrial durante a embebicdo das
sementes, 0 que por sua vez afeta diretamente a sintese e a producdo de ATP, reduzindo a
energia disponivel para o desenvolvimento do embrido (YIN et al., 2009; XIN et al., 2014;
JIANG et al., 2018). E importante destacar que neste trabalho, as sementes foram submetidas
a um duplo processo de deterioragdo, por meio das precipitacdes aplicadas ainda na planta
(pré-colheita) e envelhecimento acelerado, onde as sementes foram submetidas a alta
temperatura e umidade relativa.

Com excecdo das cultivares NA 5909 e NS 5959, a emergéncia de plantulas foi
reduzida significativamente com a aplicacdo dos niveis de precipitacdo. As demais cultivares
apresentaram comportamento semelhantes, com redugdes de aproximadamente de 15 p.p.
comparando-se 0o maior nivel de precipitagdo (180 mm) com o controle (0 mm). Além de
reduzir a porcentagem, a deterioracdo por umidade causou redugdo significativa do IVE,
indicando menor velocidade de emergéncia (Tabela 7).

De maneira semelhante ao relatado, ja foi observado que a deterioracdo de sementes
de soja por meio da combinagdo de precipitagdes (30 mm) e épocas de armazenamento (0, 90
e 180 dias) contribuiu para reducdo tanto na porcentagem de emergéncia quanto do IVE,
sobretudo em cultivares com menores teores de lignina no tegumento (CASTRO et al., 2016).
Em sementes de soja submetidas ao atraso de colheita no campo, a redu¢do da porcentagem e
da velocidade de emergéncia foi observada principalmente apos 15 dias de atraso na colheita,
reduzindo o vigor de maneira significativa (ZUFFO et al., 2017).

A emergéncia de plantulas bem sucedida se dd por meio da combinacdo da
porcentagem e da velocidade, que por sua vez estdo diretamente relacionadas a fatores como
mobilizacdo de reservas ao embrido, enfraquecimento das paredes celulares do tegumento,
balanco hormonal e outros (SORIANO et al., 2014; PEAUCELLE; WIGHTMAN; HOFTE,
2015; ZADNIKOVA et al., 2015; DE WIT; GALVAO; FANKHAUSER, 2016; FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016; WARPEHA; MONTGOMERY, 2016; PHAM et al., 2018). Em
espécies epigeas como a soja, estes e outros fatores em conjunto serdo preponderantes para o

alongamento celular e formagdo da alca cotiledonar, que ird atuar no rompimento da
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superficie do solo e protecdo do meristema apical da plantula (FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2016; BASSO et al., 2018). Desta forma, pode-se compreender que a deterioracdo por
umidade pode ter afetado diversos processos fisioldgicos que levaram a menor porcentagem e
velocidade de emergéncia das plantulas de soja.

A deterioracdo por umidade induzida pelas precipitacdes causou tanto a reducdo da
viabilidade quanto aumento significativo dos danos por umidade nas sementes de soja
avaliados por meio do teste de tetrazdlio. A redugdo da viabilidade das sementes foi mais
evidente nas cultivares BMX 6563 e BMX POTENCIA, com valores significativos de até 40
p.p. (Figura 22).
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Figura 22 - Viabilidade (A) e danos por umidade (B) avaliados pelo teste de tetrazélio em
sementes de soja submetidas a diferentes niveis de precipitacio. Médias seguidas com a
mesma letra maidsculas entre os niveis de precipitacio e minusculas entre cultivares nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A cultivar TMG 1175 foi a tnica entre as avaliadas na qual ndo houve diferenca
significativa tanto para a viabilidade quanto para os danos por umidade nas sementes
submetidas as precipitacdes (Figura 22). Estes resultados corroboram os observados para o
vigor, sendo que em geral, as cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA apresentaram maior
e TMG 1175 menor suscetibilidade a deterioragdo por umidade, respectivamente.

Em um contexto geral, é possivel observar que a medida que a viabilidade (Figura
22A) das sementes foi reduzida, os danos por umidade (Figura 20B) foram maiores. Essa
tendéncia foi confirmada por meio da correlacdo de Pearson entre estes parametros, sendo
possivel observar correlacdo negativa e significativa para os trés niveis de precipitacao

aplicados (60, 120 e 180 mm) (Figura 23).
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Figura 23 - Correlagdo de Pearson obtida entre a viabilidade, danos por umidade e e
viabilidade das sementes de soja submetidas a diferentes niveis de precipitacdo. ™ *: ndo
significativo e significativo a 5% pelo teste t (p < 0,05), respectivamente.

O teste de tetraz6lio é baseado na modificacdo da coloracdo dos tecidos vivos da
semente por meio da reacdo das enzimas desidrogenases, catalisadoras da respiragdo celular,

com o sal de tetrazdlio. Com esta reacdo, € formado um composto de coloracdo avermelhada,
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ndo difusivel, denominado formazan (FRANCA-NETO ef al, 1999). As diferencas de
coloracdo observadas permitem diferenciar os tecidos vivos, deteriorados e mortos,
possibilitando a classificacdo das sementes em vidveis ou ndo vidveis (BRASIL, 2009). Neste
contexto, a medida que a deterioracdo foi intensificada nas sementes de soja, foram
observados danos por umidade caracterizados pelas estrias no lado oposto ao hilo, bem como
maior propor¢do e intensidade de tecidos com coloragdo vermelha intensa (indicando maior

intensidade respiratdria) e tecidos brancos (mortos) (Figura 24).
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Figura 24 - Intensidade da deteriorag¢do avaliada por meio do teste de tetrazdlio. Fotos: Paulo
Hilst. Tratamento da imagem: Daniel Pinheiro.

O enrugamento do lado oposto ao hilo caracteristico de dano causado pela umidade se
d4 devido ao rompimento de “células em forma de ampulheta” que atuam amenizando a
expansdo, contracdo e rompimento das células parenquimadticas do tegumento quando
submetidas a ciclos subsequentes de hidratacdo e desidratacdo (FORTI et al., 2013). Desta
forma, as células cotiledonares ficam mais expostas ao ambiente e o processo de deterioracao
se estende a toda semente (Figura 24).

De maneira semelhante, Huth et al. (2016) observaram danos em sementes de soja

submetidas a deterioracdo por umidade, sobretudo em sementes expostas a variagdes didrias
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da umidade relativa. Também avaliando a deterioracio em sementes de soja, Forti et al.
(2013) reforcam que sementes caracterizadas com danos por umidade pelo teste de tetrazdlio
apresentam menor potencial fisioldgico, de acordo com a extensdo e localiza¢do destes danos.
A deterioracdo de sementes de soja pelo atraso de colheita também foi responsavel pela
reducdo da viabilidade e do vigor, que foram relacionados principalmente aos danos por
umidade e por percevejo, identificados pelo teste de terazélio (ZUFFO et al., 2017). Castro et
al. (2016) reforcam que os danos por umidade avaliados pelo teste de tetrazdlio em sementes
de soja estdo diretamente associados a redu¢do do vigor das sementes e pode variar, dentre
outros fatores, com o teor de lignina no tegumento.

Avaliando as andlises fisicas por meio do teste de raios X, observa-se que houve
interacdo significativa entre os fatores precipitacdo e cultivares com relacdo a densidade
integrada e danos por umidade. A densidade relativa foi a tnica varidvel na qual a interacdo

ndo foi significativa (Tabela 8).

Tabela 8 - Densidade relativa, densidade integrada e danos por umidade obtidas por meio do
teste de raios X em sementes de seis cultivares de soja submetidas a diferentes niveis de
precipitacao.

BMX BMX BMX NA NS T™G
6563 APOLO POTENCIA 5909 5959 1175
Precipitacao
(mm) Densidade relativa (cinza.pixel'l) Média
0 192,61 198,93 191,62 194,85 191,77 191,02 | 19347 A
60 192,22 199,83 190,18 196,77 191,51 188,34 | 193,14 A
120 191,55 200,72 189,79 193,92 194,20 189,51 | 193,28 A
180 194,06 196,42 185,95 194,25 192,78 185,76 | 191,54 A
Média 192,61 b 198,98 a 189,39 ¢ 19495b 192,57b 188,66 ¢
CV (%) 1,37
Precipitacao
(mm) Densidade integrada (cinza.pixel'l.mmz'l) Média
0 7447 Aa 7616 Aa 7427 Aa 7476 Aa 7362 Aa 6551 Aa | 7313,17
60 7135 Aa 7447 ABa 6904 ABa 7401 Aa 7042 Aa 6270 Ab | 7033,17
120 7025 Aab 7540 ABa 7003 ABab 7233 Aa 7233 Aa 6608 Ab | 7060,00
180 7015 Aab 6915 Ba 6600 Bbc 7317 Aab 7317 Aab 6009 Ac | 6855,83
Média 7155,50 7379,50 6983,50 7356,75  7356,75  6359,50
CV (%) 5,00
Precipitacao
(mm) Dano por umidade (%) Média
0 23 Ca 5 Bab 5 Cab 5 Cab 3Cb 3Bb 7
60 58 Ba 20 Bcd 53 Bab 38 Bbc 18 Cd 13 Bd 33
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120 68 Abb 48 Ab 75 Aa 40 Bb 45 Bb 40 Ab 53

180 80 Aa 43 Ac 75 Aab 60 Abc 68 Ac 48 Ac 62
Média 57,25 29,00 52,00 35,75 33,50 26,00
CV(%) 23,96

Letras diferentes maitisculas na coluna (entre niveis de precipitagdo) e mindsculas na linha (entre cultivares)
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. CV: Coeficiente de variacao.

Por meio das andlises fisiologicas, observou-se que as precipitacdes aplicadas
impactaram negativamente o potencial fisiolégico das sementes de soja, juntamente com a
ocorréncia de danos por umidade. Como destacado no teste de tetrazdlio, os danos por
umidade em sementes de soja causam enrugamento nos cotilédones, fissuras no tegumento e
pode causar a morte dos tecidos e comprometer os atributos relacionados a integridade fisica
das sementes, carateristica essas que tém sido avaliadas por técnicas de raios X (FORTI et al.,
2013).

Nas radiografias geradas das sementes, o dano por umidade é caracterizado pelo
enrugamento visivel no tegumento, nos cotilédones ou na prépria regido do eixo embriondrio
das sementes (Figura 21). Esse enrugamento pode apresentar diferentes intensidades e, quanto
mais expressivo € o nivel deste enrugamento ao longo da semente, maior a chance de reducao
da qualidade fisioldgica da semente (PINTO et al., 2009).

Observou-se que com o aumento da precipitacdo houve incremento na ocorréncia do
dano por umidade nas sementes em todos os tratamentos, com propor¢des variadas em fungdo
da cultivar analisada. As cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA apresentaram 57 e 70
pontos percentuais de incremento comparando-se o maior nivel de precipitacdo (180 mm)
com o controle (0 mm). As cultivares BMX APOLO e TMG 1175 foram as que menos
apresentaram danos por umidade no maior nivel de precipitacdo (180 mm). De maneira geral,
esses resultados estdo de acordo com os observados nas analises fisioldgicas, onde BMX 6563
e BMX POTENCIA foram mais e TMG 1175 menos suscetiveis  deterioracio por umidade,
respectivamente (Tabela 8).

A andlise de sementes por meio de imagens de raios X tem apresentado potencial na
avaliacdo da qualidade, bem como na fenotipagem eficiente de forma ndo destrutiva,
fornecendo caracteristicas internas e anatdomicas (ELMASRY et al, 2019). Embora a
avaliacdo visual da radiografia quando feita por analista seja a abordagem mais simples e
mais sensivel, pode se tornar um processo moroso, sujeito a erros e impraticivel em grande

escala (MEDEIROS et al., 2019). Portanto, o uso de varidveis obtidas por meio de softwares
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apresentam grande potencial para otimizacdo do processo de aquisicdo de informagdes das
radiografias, reduzindo substancialmente a subjetividade inerente ao analista. Dentre essas
variaveis, a densidade relativa tem se destacado em trabalhos realizados com sementes de
espécies olericolas, gramineas forrageiras e florestais (ABUD; CICERO:; GOMES JUNIOR,
2018; MEDEIROS et al., 2018; MEDEIROS et al., 2019). Desta forma, foram realizadas
avaliacdes visuais para identificar a ocorréncia de dano por umidade de cada tratamento e,
andlises com software para quantificar a intensidade desse dano ao longo das sementes por
meio da densidade. A aplicacdo das precipitacdes ocasionou em reducdo da densidade
integrada somente nas cultivares BMX APOLO e BMX POTENCIA, no maior nivel de
precipitacao (180 mm). A densidade relativa ndo foi reduzida significativamente em nenhuma
das cultivares analisadas. No entanto, considerando os valores absolutos, vale ressaltar que
tanto a densidade relativa quanto integrada foram reduzidas com a aplicacdo das precipitacoes

(Tabela 8), conforme ilustrado pela figura 25.
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Figura 25 - Representacao de diferentes niveis de dano por umidade em sementes de soja por
meio de imagens de raios X em escala de cinza (A) e representacdo da densidade de tecido em
escala de cores (B).
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Considera-se que zonas préximas ao branco na escala de cinza (Figura 25A) e
vermelha na escala de cores (Figura 25B) indicam tecidos mais densos, respectivamente
(Figura 25). A diferenciac@o da densidade tecidual em sementes com diferentes intensidades
de deterioracdo ocorre devido a resisténcia varidvel a passagem dos raios X, em que os foétons
podem ser transmitidos, espalhados (dispersaio de Compton) ou absorvidos (colisdo
fotoelétrica) quando colidem sobre um objeto (KOTWALIWALE et al., 2014). Portanto, é
possivel constatar visualmente que de maneira geral, o incremento do dano por umidade
propiciou uma tendéncia na reducio da densidade tecidual das sementes. Esse € o primeiro
trabalho que realiza esse tipo de abordagem em sementes de soja utilizando a técnica de raios
X. A reducgdo de densidade tecidual observada com o incremento do dano por umidade pode
estar relacionada com a separacao dos tecidos da epiderme e da hipoderme, expondo o tecido
do parénquima subjacente ou o cotilédone a danos fisicos, propiciando, por sua vez, a
deterioracdo parcial dos seus tecidos (FORTI et al., 2013), conforme foi abordado
anteriormente pelo teste de tetrazolio (Figuras 22, 23 e 24).

Por meio da andlise computadorizada de plantulas, observa-se que somente o indice de
vigor corrigido (IVC) apresentou interacdo significativa entre os fatores precipitagdo e
cultivares. Em geral, a deterioracdo por umidade provocada pela aplicacdo das precipitacdes
acarretou nas reducdes do comprimento da parte aérea, raiz e total de plantulas em todas as
cultivares analisadas (Tabela 9).

Tabela 9 - Comprimento da parte aérea, raizes e total; indice de uniformidade (IU) e indice de
vigor corrigido (IVC) obtidos através da andlise computadorizada de imagens de plantulas.

BMX BMX BMX NA NS TMG
6563 APOLO POTENCIA 5909 5959 1175
Pregg;;a;gao Comprimento da parte aérea (mm.plﬁntula‘l) Média
0 19,47 29,04 32,45 30,12 26,81 31,31 28,20 A
60 15,46 26,77 25,83 28,09 24,78 27,28 24,70 B
120 12,90 26,30 26,96 25,19 22,40 27,16 23,49 BC
180 13,84 26,16 29,13 20,78 19,85 21,52 21,88 C
Média 1542 ¢ 27,07 ab 28,59 a 26,04 ab  23,46Db 26,82 ab
CV (%) 14,23
Prez;;l);tla;gao Comprimento de raizes (mm.plantula™) Média
0 33,43 55,54 62,07 61,08 51,22 48,92 52,04 A
60 24,60 51,54 50,08 48,96 47,53 41,51 44,04 B
120 21,04 45,10 43,50 38,39 36,51 44,52 38,18 C
180 19,01 40,23 42,30 33,44 30,28 29,11 32,39 D
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Média 24,52 ¢ 48,10 a 49,49 a 4547ab  41,39b 41,02 b

CV (%) 14,89
Pre((sllgllltla;gao Comprimento total (mm.plﬁntula"l) Média
0 52,90 84,58 94,52 91,20 78,03 80,24 80,24 A
60 40,06 78,32 75,91 77,05 72,31 68,79 68,74 B
120 33,94 71,41 70,46 63,57 58,91 71,69 61,66 C
180 32,85 66,39 71,43 54,22 50,13 50,63 54,27 D
Média 39,94 d 75,17 ab 78,08a 71,51 abc 64,84c 67,84 be
CV (%) 13,7
Prealr};:rlrtla)lgao Indice de uniformidade (IU) Média
0 853,51 905,58 918,09 908,93 906,52 934,35 904,50 A
60 900,01 891,06 863,68 897,00 903,07 934,82 898,27 A
120 894,26 920,34 881,41 904,65 933,92 913,92 908,08 A
180 912,69 894,44 887,65 935,60 899,65 924,99 909,17 A
Média 890,12ab 902,86ab  887,71b 911,54ab 910,79ab 927,02 a
CV (%) 4,1
Prezgrlrtla)lgao Indice de vigor corrigido (IVC) Média
0 393,51 Ab 471,31 Aa 512,09 Aa 499,06 Aa 500,72 Aa 468,76 Aa | 474,24
60 337,19 ABc 434,15 ABab 377,47 Bbc 411,05 Bab 452,39 Aa 426,46 Aab | 406,45
120 295,48 Bb 374,35 BCa 356,05 Bab 382,98 Ba 388,36 Ba 424,64 Aa |370,31
180 298,89 Bb 341,77 Cab 280,36 Cb 373,45 Ba 339,67 Bab 329,34 Bab | 327,25
Média 331,27 383,42 381,49 416,63 420,29 412,30
CV (%) 8,48

Letras diferentes maiusculas na coluna (entre niveis de precipitacdo) e minusculas na linha (entre cultivares)
diferem entre si pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. CV: Coeficiente de variacio.

Assim como considerado anteriormente para a emergéncia e o IVE (Tabela 7), a
deterioragdo por umidade pode causar reducdo no comprimento das plantulas por meio de
uma combinacdo de diversos fatores, como o aumento nas taxas respiratérias, degradacao de
reservas, desbalanco hormonal e outros (SORIANO et al, 2014; PEAUCELLE;
WIGHTMAN; HOFTE, 2015; ZADNIKOVA et al., 2015; FINCH-SAVAGE; BASSEL,
2016).

Para o indice de uniformidade (IU) ndo houve diferenca significativa entre os niveis de
precipitacao aplicados. Este resultado indica que apesar de causar queda na germinacdo e do
comprimento das plantulas, a deterioracdo por umidade ndo afetou de forma significativa a
uniformidade das plantulas, ou seja, houve reducdo de crescimento, porém de forma

homogénea dentro de cada tratamento.
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O aumento nos niveis de precipitacdo causou reducdo no indice de vigor corrigido
(IVC) em todas as cultivares analisadas, confirmando os resultados previamente observados
pelos testes de vigor (Tabela 7). As maiores redugdes no IVC foram observadas
principalmente para as cultivares BMX 6563, BMX APOLO e BMX POTENCIA. A cultivar
TMG 1175 teve o IVC reduzido significativamente somente no maior nivel de precipitacdo
aplicado (180 mm). O IVC propde um balizamento mais eficiente dos resultados do indice de
vigor proposto por Sako et al. (2001), uma vez que realiza um ajuste baseado na germinacao,
oferecendo um resultado mais representativo do potencial fisiologico das sementes
(MEDEIROS; PEREIRA, 2018). Portanto, de maneira geral, observando os resultados
apresentados, fica evidente que os danos por umidade observados nas sementes resultaram em
redu¢do do potencial fisiolégico das sementes, bem como, em aspectos fisicos relacionados a
sua integridade tecidual.

A andlise de componentes principais (PCA) permitiu observar que os componentes 1
(PC1) e 2 (PC2) explicaram respectivamente 58 e 15,7% da variabilidade total dos dados,
totalizando 73,7% (Figura 26A).
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Figura 26 - Andlise de componentes principais (PCA) obtida pela combinagdo linear das
varidveis fisiolégicas (germinagdo e vigor), bioquimicas (proteinas e protease) e fisicas (raios
X) em seis cultivares de soja, submetidas a diferentes niveis de precipitagdo. Diagrama de
ordenacdo (A) e circulo de correlagdo (B), PCl1 — Componente principal 1; PC2 —
Componente principal 2; REL. DENS. = Densidade Relativa; INT. DENS. = Densidade
Integrada; MOIST.DAMAGE = Dano por umidade; SL = Comprimento de parte aérea; RL =
Comprimento de raiz; TL = comprimento total; Ul = Indice de uniformidade; CVI = Indice de
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vigor corrigido; FGC — Primeira contagem de germinacdo; AA — Envelhecimento acelerado;
EMERG — Emergéncia; ESI — Indice de Velocidade de Emergéncia; TZ — Teste de tetrazolio.

Pode-se observar por meio do diagrama de ordenacdo (Figura 26A) que todas as
cultivares apresentaram uma tendéncia de agrupamento dos tratamentos controle (0 mm) e do
menor nivel de precipitacdo (60 mm) nos escores positivos do componente 2 (PC2),
correspondente aos locais onde se concentraram as varidveis fisiolégicas (vigor) no circulo de
correlacdo (Figura 26B). Por outro lado, o agrupamento dos maiores niveis de precipitagcdo
aplicados (120 e 180 mm) foi observado nos escores negativos do PC2 (Figura 26A),
correspondente a localizacdo das varidveis de dano por umidade pelo teste de raios X (Figura
26B).

Considerando os vetores de potencial fisiologico (cor verde) no circulo de correlacao
(Figura 26B), observa-se que se encontram opostos aos vetores dos danos por umidade por
meio do teste de raios X (cor vermelha), indicando correlagdo negativa entre estes parametros.
Estes resultados confirmam que a deterioracdo por umidade, sobretudo nos maiores niveis de
precipitacdo (120 e 180 mm), contribuiu para a reducdo do vigor das sementes a0 mesmo
tempo em que favoreceu o aumento dos danos por umidade.

Com relacdo as cultivares, observa-se que em geral, os agrupamentos de NS 5959, NA
5909 e TMG 1175 foram mais centralizados no eixo PCI1, além de préximos dos vetores de
vigor (cor verde) e distantes dos vetores de dano por umidade pelo teste de raios X (cor
vermelha). Por outro lado, as cultivares BMX 6563 ¢ BMX POTENCIA tiveram em geral,
agrupamento mais disperso no diagrama de correlagdo, além de proximos dos vetores de dano
por umidade (Figura 26A). De maneira geral, essas observacdes reforcam os resultados das
andlises fisioldgicas, indicando maior susceptibilidade das cultivares BMX 6563 e BMX
POTENCIA a deterioragdo por umidade na fase de pré-colheita.

A andlise de PCA revelou que os cinco primeiros componentes foram responsaveis por

93,89% da variacao total de todas as varidveis (Tabela 10).
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Tabela 10 - Cargas dos vetores, autovalores e proporcdo de variacdo associada a cinco
componentes principais (PC) da PCA de 13 varidveis associadas a qualidade fisioldgica,
andlises bioquimicas e fisicas em sementes de soja submetidas a diferentes niveis de

precipitacao.

Varidveis PCl1 PC2 PC3 PC4 PC5

DENS.REL 0.11 0.86 036 0.14 0.12
DEN.INT -0.21 0.83 0.20 0.37 -0.10
DANO.UMIDADE -0.89 -0.02 -0.06 0.13 0.36
CPA 0.82 0.17 -0.51 -0.09 -0.01
CR 0.88 031 -0.32 0.01 -0.11
CT 0.87 0.27 -0.39 -0.02 -0.08
IU 0.84 0.12 -0.12 -0.21 0.42
IvC 096 0.19 0.02 -0.08 0.07
PCG 0.74 -0.16 0.59 -0.17 -0.06
EA 0.82 -0.17 0.27 0.18 0.11
EMERG 0.78 -0.37 0.01 0.39 -0.04
IVE 0.70 -0.41 -0.01 0.55 0.07
TZ 0.73 -0.04 0.56 -0.26 -0.03
Autovalor 754 204 144 081 0.38
Variancia (%) 57.99 15.68 11.06 6.24 2.92

Variancia acumulada (%) 57.99 73.67 84.73 90.97 93.89

DENS.REL - densidade relativa; DENS.INT. — densidade integrada;
DANO.UMIDADE - dano por umidade; CPA — comprimento da parte aérea; CR
— comprimento de raizes; CT — comprimento total; [U — indice de uniformidade;
IVC — indice de vigor corrigido; PCG — primeira contagem de germinacao; EA —
envelhecimento acelerado; EMERG — emergéncia; IVE — indice de velocidade de
emergéncia; TZ — teste de tetrazdlio.

A maioria das varidveis foi mais fortemente relacionadas ao PC1, com excecdo das
varidveis fisicas densidade relativa e densidade integrada, que foram mais relacionadas pelo
componente 2 (PC2). Os componentes PC3, PC4 e PC5 em geral, tiveram contribui¢des
menores na variabilidade total dos dados (Tabela 10).

Pela andlise de correlagdo de Pearson, observa-se que as varidveis fisicas, densidade
relativa e integrada ndo foram correlacionadas significativamente com as varidveis
fisiolégicas. No entanto, a varidvel de dano por umidade pelo teste de raios X foi
correlacionada negativa e significativamente com todas as demais varidveis. Pode-se observar
também que, de maneira geral, as varidveis fisioldgicas se correlcionaram positiva e

significativamente entre si (Figura 27).
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Figura 27 - Correlacdo de Pearson (r) entre todas as varidveis analisadas seis cultivares de soja
submetidas a diferentes niveis de precipitacdo. REL. DENS. = Densidade Relativa; INT.
DENS. = Densidade Integrada; MOIST.DAMAGE = Dano por umidade; SL = Comprimento
de parte aérea; RL = Comprimento de raiz; TL = comprimento total; Ul = Indice de
uniformidade; CVI = Indice de vigor corrigido; FGC = Primeira contagem de germinagio;
AA = Envelhecimento acelerado; EMERG — Emergéncia; ESI — Indice de Velocidade de
Emergéncia; TZ — Teste de tetrazdlio. Quadrantes marcados com “X” representam correlagdo
nao significativa a 5% de probabilidade pelo teste t.

Em sintese, essas observacdes confirmam que a presenga de dano por umidade
caracterizado pelo enrugamento e/ou rompimento do tegumento estd diretamente relacionado

a reducao do vigor de sementes de soja.

CONCLUSOES

A deterioracdo por umidade induzida pelas precipitacdes contribui para a reducio do

vigor de sementes de soja. A técnica de raios X combinada a andlises automatizadas de
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imagens apresenta potencial para identificar de maneira rdpida danos fisicos, bem como a
intensidade dos mesmos. A presenga dos danos por umidade na superficie do tegumento das

sementes de soja estd diretamente relacionada a reducao do vigor.
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