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RESUMO

SILVA, Martha Freire da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2020.
Armazenabilidade, envelhecimento e classificacio do vigor de sementes de soja por
espectroscopia do infravermelho préximo. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientador:
Felipe Lopes da Silva.

O répido declinio na qualidade fisioldgica das sementes de soja € um grave problema para empresas
e agricultores. A reducdo na qualidade das sementes acontece ainda no campo ou durante o
armazenamento, sendo essencial a utilizacao de testes rdpidos e assertivos, que possam inferir sobre
o vigor e/ou potencial de armazenamento das sementes. Desta forma, esse trabalho teve por
objetivos: 1) avaliar a eficiéncia de diferentes tempos de envelhecimento artificial na predi¢do da
armazenabilidade de sementes de cultivares de soja; i1) analisar o efeito do envelhecimento natural
e artificial na composi¢do bioquimica, qualidade fisiologica e tolerancia a deterioragcdo de sementes
de soja; e iii) averiguar o potencial da espectroscopia do infravermelho préximo (NIR) para
identificar niveis de vigor em sementes de soja. Sementes recém-colhidas de seis cultivares de soja
foram submetidas ao envelhecimento natural (armazenamento por oito meses sob condi¢do
refrigerada e ndo refrigerada) e artificial (envelhecidas a 41° C pelos periodos de 48, 96 e 144
horas) e analisadas quanto a germinagdo e vigor. As sementes recém-colhidas, armazenadas por
oito meses na condi¢do nao refrigerada e envelhecidas artificialmente a 41 °C por 96 horas foram,
ainda, avaliadas quanto ao teor de Oleo, proteina, conteido de malonaldeido, 4cidos graxos
palmitico, estedrico, oleico, linoleico e linolénico e analisados os espectros NIR das sementes. O
envelhecimento artificial, a temperatura de 41°C por 96 horas apresenta potencial para ser utilizado
na predicdo do desempenho de sementes de soja no armazenamento. Quanto maior o conteido de
acido graxo oleico e de proteina solivel e menor o de acido linoleico e linolénico, maior € a
qualidade fisiologica e potencial de armazenamento das sementes de soja. Os comprimentos de
ondas da regido do infravermelho préximo de maior importancia para a classificacdo do vigor das
sementes apresentam relacdo com o contetido de 6leo e proteina das sementes. A espectroscopia

NIR apresenta potencial para ser utilizada na classificacdo do vigor de sementes de soja.

Palavras-chave: Deterioracdo. Vigor. Armazenamento. Oleo. Proteina. NIR.



ABSTRACT

SILVA, Martha Freire da, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, October, 2020. Storage
potential, aging and vigor classification of soybean seeds by near infrared spectroscopy.
Adviser: Laércio Junio da Silva. Co-adviser: Felipe Lopes da Silva.

Fast decline in physiological quality of soybean seeds is a serious problem for seed companies and
farmers. Reduction in seeds quality can happen at the field level or during the storage, being
essential the use of fast and assertive tests, that can infer on the vigor and / or potential of seed
storage. Thus, this work aimed to: 1) evaluate the efficiency of different times of artificial aging in
predicting the storage of soybean seeds cultivars; i1) to analyze the effect of natural and artificial
aging on the biochemical composition, physiological quality and tolerance to deterioration of
soybean seeds; and iii) to investigate the potential of near infrared spectroscopy (NIR) to identify
vigor levels in soybean seeds. Freshly harvested seeds from six soybean cultivars were submitted
to natural aging (storage for eight months under refrigerated and unrefrigerated condition) and
artificial aging (aging at 41° C for 48, 96 and 144 hours) and analyzed for germination and vigor.
Freshly harvested seeds, stored for eight months in unrefrigerated condition and artificially aged at
41 °C for 96 hours, were also evaluated for oil, protein, malondialdehyde content, palmitic, stearic,
oleic, linoleic and linolenic fat acids and analyzed the NIR spectra of seeds. Artificial aging at
temperature of 41 °C for 96 hours has the potential to be used to predict the performance of soybean
seeds in storage. The higher the content of oleic fatty acid and soluble protein and the lower the
proportion of linoleic and linolenic acid, the greater the physiological quality and storage potential
of soybean seeds. The oil and protein content are related to the physiological quality of the seeds
and the wavelengths in the NIR region of greatest importance for the classification of seed vigor
are also related to these compounds. NIR spectroscopy has the potential to be used in the

classification of vigor of soybean seeds.

Keywords: Deterioration. Vigor. Storage. Oil. Protein. NIR.
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INTRODUCAO GERAL

A soja [Glycine max (L.) Merrill]] ¢ uma cultura de extrema importancia para o
agronegocio mundial. A produ¢do de graos na ultima safra foi de 362,075 milhdes de toneladas,
em uma area plantada de 125,691 milhdes de hectares no mundo (USDA, 2020). Devido ao
melhoramento genético, a grande diversidade do uso da oleaginosa e ao aumento da demanda
global por alimentos e produtos derivados da soja, a produgao e area destinada ao cultivo vem
aumentando anualmente (USDA, 2020).

A qualidade fisiol6gica das sementes €, sem duvida, um dos principais fatores
responsaveis pelo sucesso das lavouras de soja. Sementes de elevada qualidade apresentam bom
desempenho em campo, rdpida emergéncia e estabelecimento de plantas, mesmo sob condi¢des
ambientais ndo favordveis (EBONE et al., 2020). O uso de sementes com elevada qualidade
permite o acesso aos avangos genéticos, com garantias de qualidade e tecnologias de adaptagdo
nas diversas regioes, assegurando maiores produtividades (FRANCA-NETO et al., 2016). Por
outro lado, a utilizacdo de sementes de baixa qualidade geralmente acarreta crescimento inicial
lento, falhas no estande de plantas e baixa tolerancia aos estresses bidticos e abidticos. Isso
contribui para o aumento do custo de producio e reducio da produtividade da cultura (EBONE
et al., 2020).

Dentre os atributos relacionados a qualidade fisiologica das sementes destacam-se a
germinacdo e o vigor, que sdo maximos no ponto de maturidade fisiol6gica (TRIPATHI;
KHARE, 2016). A partir deste ponto, geralmente observa-se diversas alteracdes metabolicas e
quedas nos parametros de qualidade, ocasionadas pelo processo de deterioracdo, que pode ser
mais rdpido ou lento, dependendo das caracteristicas genéticas e das condi¢des as quais as
sementes permanecem expostas (NAGEL et al., 2014). Sendo assim, as sementes apresentam o
seu maximo potencial fisiolégico quando ainda estdo na planta e as condicdes de campo ou de
armazém contribui para a perda de qualidade.

O armazenamento de sementes de soja no Brasil € praticamente obrigatorio, ja que o
periodo de colheita, que se inicia em fevereiro, ndo coincide com o de plantio, que se da,
geralmente, a partir de outubro. Sendo assim, as sementes normalmente permanecem
armazenadas, pelo menos, por um periodo de oito meses. Dessa forma, as sementes ficam
propensas a deterioracdo, o que, muitas vezes, incorre na reducdo do vigor e, em ultima

instancia, na perda da viabilidade. Como consequéncia, apos o plantio, sdo evidenciadas falhas
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de estande, emergéncia desuniforme e desenvolvimento comprometido das plantas.

A longevidade das sementes durante o armazenamento € controlada geneticamente
(SANO et al., 2016) e € altamente influenciada pela qualidade inicial das sementes, histdrico,
conteddo de dgua e composicdo quimica das sementes, bem como pelos agentes bidticos,
umidade relativa, temperatura e duragdo do armazenamento (KHATUN et al., 2009; SINGH et
al., 2011). Alguns autores citam a presenca de marcadores moleculares de longevidade de
sementes (NAIK et al., 2019; SANO et al., 2016; TRIPATHI; KHARE, 2016) e que a aquisicao
de longevidade ocorre durante o processo de maturacao (LIMA et al., 2017; SANO et al., 2016).
Porém, as bases genéticas do controle da longevidade das sementes de soja ainda precisam ser
elucidadas.

O processo de deterioracio das sementes ird ocorrer independentemente das condigdes
de armazenamento (BEWLEY et al., 2013). No entanto, o ambiente no qual as sementes sdo
expostas afeta a intensidade e velocidade da deterioracdo. O armazenamento inadequado pode
promover a elevacdo da temperatura, aumento de acidez, intensificacdo da respiragdo,
degradacao das reservas, alteragcdo das fracoes dos dcidos graxos, decomposicao de membranas,
peroxidacdo dos lipideos, dentre outros fatores, que culminam em perda de vigor e da
capacidade germinativa (KRZYZANOWSKI et al., 2018; SIMIC et al., 2007; SINGH et al.,
2017).

A viabilidade das sementes de soja durante o armazenamento ¢ curta em comparagao as
demais culturas (NAIK et al., 2019; SHELAR et al., 2008). Esta baixa longevidade pode estar
associada ao teor de 6leo e propor¢ao de acidos graxos das sementes. Sabe-se que a composi¢ao
bioquimica da semente exerce influéncia sobre o processo de deterioragdo e afeta a sua
qualidade e longevidade (SINGH et al., 2017). O grande efeito dos compostos bioquimicos na
longevidade ¢ relacionado as propriedades de sorcdo, aos sitios potenciais para ataques de
radicais livres e a presenga de compostos protetores nas sementes (SINGH et al., 2017), o que
varia de acordo com o tipo e quantidade de reserva predominante (NAGEL; BORNER, 2010),
bem como com as fragdes de compostos que compdem a semente (SINGH et al., 2017). Desta
forma, os genotipos podem apresentar variagdo na sua composi¢ao quimica, que pode refletir
na qualidade fisiologica e grau de tolerancia a deterioragdo das sementes (NAIK et al., 2019).

Devido a expansdo da fronteira agricola de producio de soja no Brasil, sobretudo para
as regides mais quentes e umidas, tém sido ainda mais perceptivel esta perda diferencial de

vigor das sementes entre gendtipos. Empresas tém relatado que sementes de determinadas
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cultivares, que apresentam elevado vigor apés a colheita, perdem totalmente a viabilidade apds
poucos meses de armazenamento, enquanto outras apresentam manutencio ou reduzida queda
de vigor. Assim, a identificacdo dos genétipos de melhor e pior desempenho no armazenamento
surge como uma grande necessidade, sendo imprescindivel, portanto, a adocdo de testes
rapidos, que sejam executados nas sementes recém-colhidas e que possam predizer o potencial
de armazenamento dos lotes.

Técnicas de envelhecimento artificial podem ser utilizadas para presumir o
envelhecimento natural, que ocorre durante o armazenamento (BALESEVIC-TUBIC et al.,
2010; DELOUCHE; BASKIN, 1973; SHABAN, 2013). O envelhecimento artificial consiste
em manter as sementes sob altas temperatura e umidade relativa, o que promove ripida
deterioragdo (DELOUCHE; BASKIN, 1973). A temperatura, a umidade, tempo de exposi¢ao e
eficacia do método de envelhecimento artificial como preditor de longevidade de sementes,
depende de variados fatores, dentre eles, da espécie e cultivar (FANTAZZINI et al., 2018).

Outra técnica com potencial para averiguar as diferencas na qualidade fisiologica e que
tem potencial para ser utilizada como teste rdpido para predicdo do vigor de sementes € a
espectroscopia do infravermelho préximo (NIR) (AMBROSE et al., 2016; BAZONI et al.,
2017; FAN et al., 2020; GAITAN-JURADO et al., 2008; KUSUMANINGRUM et al., 2018;
HUANG et al., 2013; MAYRINCK et al., 2020; QI et al., 2011; SHRESTHA et al., 2016;;
SHETTY et al., 2012; YASMIN et al., 2019; ZHANG et al., 2020). A radiacdo da regido
eletromagnética do infravermelho préximo (700-2500 nm) € absorvida pela dgua e compostos
organicos como carboidratos, proteinas, 6leos ou dlcoois (AGELET; HURBURGH JR., 2014).
A energia absorvida por uma amostra, calculada a partir da radiacao transmitida ou difusamente
refletida, pode estar relacionada ao contetido de compostos (AGELET; HURBURGH JR.,
2014). Assim, as técnicas espectroscopicas vibracionais permitem explorar as diferengas na
composi¢do  bioquimica, que podem estar relacionadas com a viabilidade
(KUSUMANINGRUM et al., 2018), vigor (FAN et al., 2020), bem como permitir evidenciar
diferengas entre sementes envelhecidas e ndo envelhecidas (AMBROSE et al., 2016).

Visto a necessidade de obtencdo de testes ripidos, com resultados que permitam
identificar diferencas no vigor das sementes e que tenham correlacdo com o desempenho
durante o armazenamento, este trabalho teve como objetivos:

1 - Avaliar a eficiéncia de diferentes tempos de envelhecimento artificial na predi¢do da

armazenabilidade de sementes de soja, utilizando-se o método GGE biplot.
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2 - Analisar o efeito do envelhecimento natural e artificial sobre a qualidade fisioldgica
e composicdo bioquimica das sementes de cultivares de soja e verificar a influéncia da
composi¢do bioquimica na qualidade fisioldgica e tolerincia a deterioracao.

3 - Averiguar o potencial da espectroscopia NIR para identificar niveis de vigor em

sementes de soja.
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Capitulo I. Envelhecimento artificial para predicio da armazenabilidade de sementes de

soja, via GGE biplot.

RESUMO

A identificac@o de gendtipos quanto a tolerancia das sementes a deterioragdo no armazenamento
surge como uma grande necessidade. Assim, torna-se imprescindivel a ado¢do de testes rapidos
e assertivos que quando aplicados as sementes recém-colhidas possam predizer o seu potencial
de armazenamento. Dentre as metodologias potencialmente utilizadas para simular o
desempenho de sementes no armazenamento estd o envelhecimento artificial. A relacdo entre
diferentes ambientes de envelhecimento, bem como entre o desempenho das sementes de
genGtipos sob multi ambientes podem ser investigadas por meio da andlise de GGE biplot.
Assim, este trabalho teve como objetivo analisar a efici€éncia de diferentes tempos de
envelhecimento artificial na predi¢do do desempenho das sementes apds o armazenamento
utilizando-se o método GGE biplot. Sementes de seis cultivares de soja foram submetidas ao
armazenamento, sob condicdo refrigerada e nao refrigerada; e envelhecimento artificial, sendo
envelhecidas artificialmente pelos periodos de 48, 96 e 144 horas. As sementes recém-colhidas
e apoOs o envelhecimento natural e artificial foram submetidas a testes de germinagdo e vigor.
Os ensaios foram analisados separadamente, por meio de testes de médias, andlise de regressao
e de identidade de modelos, e em conjunto, utilizando-se o GGE biplot. O envelhecimento
artificial, a temperatura de 41°C por 96 horas apresenta potencial para ser utilizado na predi¢ao
do desempenho de sementes de soja no armazenamento. O método GGE biplot permite analisar
as relacdes entre os ambientes de envelhecimento e visualizar o ranqueamento dos genétipos

quanto ao desempenho das sementes submetidas ao envelhecimento natural e artificial.

Palavras-chave: Glycine max L. Merrill. Deterioracdo de sementes. Longevidade. Qualidade

fisiologica de sementes. Vigor de sementes. Teste de identidade de modelos.
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Chapter 1. Artificial aging to predict soybean seed storage, using GGE biplot.

ABSTRACT

The identification of genotypes regarding the tolerance of seeds to deterioration in storage
appears as a great need. Thus, it is essential to adopt rapid and assertive tests that, when applied
to freshly harvested seeds, can predict their storage potential. Among the methodologies
potentially used to simulate the performance of seeds in storage is artificial aging. The
relationship between different aging environments, as well as between the performance of
genotype seeds under multi environments can be investigated through the GGE biplot analysis.
Thus, this work aimed to analyze the efficiency of different artificial aging times in predicting
seed performance after storage using the GGE biplot method. Seeds of six soybean cultivars
were submitted to storage, under refrigerated and unrefrigerated conditions; and artificial aging,
being artificially aged for periods of 48, 96 and 144 hours. The freshly harvested seeds and after
natural and artificial aging were submitted to germination and vigor tests. The assays were
analyzed separately, using means tests, regression analysis and model identity test, and together,
using the GGE biplot method. Artificial aging at temperature of 41 ° C for 96 hours has the
potential to be used to predict the performance of soybean seeds in storage. The GGE biplot
method allows analyzing the relationships between aging environments and visualizing the
ranking of genotypes regarding the performance of seeds when subjected to natural and

artificial aging.

Keywords: Glycine max L. Merrill. Deterioration of seeds. Longevity. Physiological quality of

seeds. Seed vigor. Model identity testing
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1. INTRODUCAO

A qualidade fisioldgica das sementes ¢ um dos principais fatores responsaveis pelo
sucesso das lavouras de soja, porém ela é gradualmente perdida apds a maturidade fisiologica,
ainda no campo ou durante o armazenamento (SHELAR et al., 2008). Nessas condigdes, as
sementes ficam propensas a deteriora¢ao, com redugdo do vigor e, em ultima instancia, perda
da viabilidade. Como consequéncia, apos o plantio, sdo evidenciadas falhas de estande,
emergéncia ¢ desenvolvimento desuniforme das plantas, o que compromete a produtividade
(EBONE et al., 2020).

O processo de deterioracdo das sementes ¢ progressivo e irreversivel (BEWLEY et al.,
2013). No entanto, o ambiente no qual as sementes sdo expostas exerce muita influéncia sobre
a intensidade e velocidade desse processo (SINGH et al., 2017). Além disso, existem diferencas
entre espécies e cultivares quanto a tolerancia a deterioracdo (NAIK et al., 2019; SANO et al.,
2016; TRIPATHI, KHARE, 2016), que promove rapida ou lenta redug@o no vigor das sementes
durante o armazenamento.

O réapido declinio no vigor das sementes no armazenamento implica em prejuizos para
os produtores e empresas. Desta forma, a identificacdo dos lotes de sementes com alta e baixa
tolerancia a deterioragdo no armazenamento surge como uma grande necessidade, sendo
imprescindivel o desenvolvimento e adog¢ao de testes rapidos e assertivos que quando aplicados
as sementes recém-colhidas possam predizer o seu potencial de armazenamento.

Técnicas de envelhecimento artificial tém sido utilizadas em estudos sobre os
mecanismos ligados ao envelhecimento natural das sementes (BALESEVIC-TUBIC et al.,
2010; DELOUCHE; BASKIN, 1973). O envelhecimento artificial promove estresse, devido a
exposicao de altas temperatura e umidade relativa as sementes, o que acarreta rapida
deterioragao (DELOUCHE; BASKIN, 1973). A temperatura, umidade, tempo de exposicao e
eficicia do método de envelhecimento artificial como preditor da armazenabilidade de
sementes depende de variados fatores, dentre eles, da espécie e da cultivar (FANTAZZINI et
al., 2018).

O teste de envelhecimento acelerado indicado para sementes de soja, utilizando-se
temperatura de 41 °C por 48 horas (MCDONALD; PHANEENDRANATH, 1978), ¢ utilizado
rotineiramente por empresas para avaliacdo do vigor das sementes. Segundo alguns autores, o

desempenho das sementes apoOs este teste apresenta alta correlagdo com o potencial de
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armazenamento destas (BALESEVIC-TUBIC et al. 2010; DELOUCHE, BASKIN, 1973;
TIAN; LEI, 2008), podendo indicar quais lotes apresentam maior ¢ menor tolerancia a
deterioragdo. Porém, a eficiéncia dessa metodologia em predizer a armazenabilidade das
sementes de diferentes genotipos de soja precisa ser melhor entendida, especialmente para
sementes de cultivares mais recentes.

Novas técnicas tém sido utilizadas para analise de dados em que o efeito do gendtipo e
do ambiente podem ser investigados. Dentre essas técnicas, destaca-se o método GGE biplot.
Este método foi desenvolvido para representar graficamente resultados da andlise de
componentes principais ou de decomposicao de valores singulares, em que a relagdo entre os
genotipos e ambientes pode ser visualizada pelo produto de vetores e pelo cosseno do angulo
entre dois vetores (YAN; KANG, 2003). O GGE biplot permite avaliar o desempenho de
cultivares em distintos ambientes, analisando-se o efeito aditivo do gendtipo (G) ao efeito
multiplicativo da interacdo do genotipo-ambiente (GE) e submetendo-os a andlise de
componentes principais (YAN et al., 2000). E uma técnica bastante utilizada em estudos de
melhoramento envolvendo a cultura da soja (DALO et al., 2019; WOYANN et al., 2020),
principalmente quando se deseja selecionar ambientes representativos e discriminatorios e
indicar gendtipos estaveis e adaptados a ambientes especificos (YAN, HOLLAND, 2010).
Ainda, ¢ utilizada em alguns estudos para verificar a influéncia ambiental e genotipica nos
niveis de micronutrientes em sementes de feijado (PHILIPO et al., 2020) e para verificar a
adaptabilidade e estabilidade de cultivares de soja para produgdo e qualidade de sementes
(SILVA et al., 2017). Embora ainda pouco explorada em estudos na area de sementes, ¢ uma
ferramenta com potencial para ser utilizada, uma vez que permite analisar a associac¢do entre os
genotipos, entre os ambientes e a interacdo entre estes (YAN; HOLLAND, 2010). Desta forma,
essa analise pode auxiliar nos estudos que visam analisar as relagdes entre os ambientes de
envelhecimento natural e artificial e comparar o desempenho das sementes de gen6tipos nestes
ambientes.

Visto a necessidade de desenvolver ou adaptar testes rapidos que possam ser preditivos
do potencial de armazenamento das sementes e a importancia da associacao de analises que
permitam explorar as relagdes entre os gendtipos e os ambientes de estudo, este trabalho teve
como objetivo avaliar a eficiéncia de diferentes tempos de envelhecimento artificial na predi¢ao

da armazenabilidade de sementes de soja, utilizando-se o método GGE biplot.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao e Visao Geral do Experimento

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pesquisa de Sementes e no Laboratorio
de Soja da Universidade Federal de Vicosa. Sementes comerciais de seis cultivares de soja,
produzidas na safra 2018/2019, foram analisadas quando recém-colhidas e apds serem
submetidas ao envelhecimento natural e artificial. Os nomes comerciais das cultivares nao
foram divulgados, sendo denominados nesta pesquisa como GEN1, GEN2, GEN3, GEN4,
GENS e GENG6. Os resultados de desempenho das sementes dos gen6tipos sob estas condigdes

foram analisados individual e conjuntamente.

2.2 Envelhecimento Natural: Armazenamento

As sementes recém-colhidas das seis cultivares foram acondicionadas em sacos de papel
Kraft Multifolha (devidamente lacrados e identificados) e armazenadas pelo periodo de 8
meses, sendo submetidas ao armazenamento por oito meses, sob condi¢ao refrigerada, ambiente
refrigerado (17 =3 °C/ 70 + 5% de UR) e, ndo refrigerado, ambiente galpao (13,8 - 30,7 °C e
50 - 92% de UR), na cidade de Passo Fundo, RS, Brasil.

Foi avaliado o desempenho fisiologico das sementes das cultivares quando recém-
colhidas (inicial) e apds o armazenamento na condi¢do refrigerada (8m-refri) e ndo refrigerada

(8m-galpdo).

2.3 Envelhecimento Artificial

Para o envelhecimento artificial, as sementes recém-colhidas foram distribuidas sobre
bandejas de tela metalica acopladas a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de 4gua destilada ao
fundo (DELOUCHE; BASKIN, 1973). As sementes foram mantidas sob umidade relativa de
100%, a temperatura de 41 °C, durante os periodos de 48, 96 e 144 horas. Para o tratamento
controle, utilizou-se as sementes sem a exposicao ao envelhecimento artificial. Este tratamento
foi denominado tempo 0.

Ap6s o envelhecimento, as sementes foram deixadas sobre bancada, em ambiente de
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laboratério, para secagem natural até que atingisse a umidade inicial (aproximadamente 12%)

e, em seguida, foram realizadas as avaliacoes fisiologicas.

2.4 Avaliacoes Fisiologicas

As sementes envelhecidas, natural e artificialmente, e as do tratamento controle
(denominadas de inicial, para as sementes armazenadas, ¢ tempo 0, para as envelhecidas

artificialmente) foram submetidas aos seguintes testes e determinagdes:

2.4.1 Grau de Umidade - O grau de umidade foi realizado imediatamente antes da
execugdo dos testes, sendo determinado pelo método da estufa, a 105 + 3 °C, durante 24 h,

utilizando-se quatro repeticdes de 50 sementes cada (BRASIL, 2009).

2.4.2 Germinacdo - Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes cada. As
sementes foram semeadas em papel germitest umedecido com um volume de dgua equivalente
a 2,5 vezes o peso do substrato seco ¢ mantidas em germinador a 25 °C. Foram realizadas
avaliagdes com registro da porcentagem das plantulas normais no 5° e 8° dias apds a semeadura

(BRASIL, 2009)

2.4.3 Primeira Contagem de Germinacio - Foi realizada juntamente com o teste de
germinacao, sendo o registro da percentagem de plantulas normais computado no 5° dia apos a

instalacao do teste.

2.4.4 Envelhecimento Acelerado - Foram utilizadas quatro repetigdes de 50 sementes
cada. As sementes foram distribuidas em camada tinica sobre bandeja de tela metalica acoplada
a caixa tipo gerbox que continha, ao fundo, 40 mL de 4gua destilada. As caixas foram tampadas,
para se obter 100% de UR em seu interior, ¢ mantidas em camara tipo BOD a 41 °C por 48
horas (MCDONALD; PHANEENDRANATH, 1978). Apds esse periodo, as sementes foram
submetidas ao teste de germinagdo e a porcentagem de plantulas normais foi avaliada no 5° dia

apos o inicio do teste (BRASIL, 2009).

2.4.5 Condutividade Elétrica - Quatro repeticdes de 50 sementes foram pesadas e
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colocadas em copos plasticos contendo 75 mL de 4dgua destilada (ISTA, 1995). Em seguida, o
conjunto foi mantido em camara BOD a 25 °C, durante 24 horas (VIEIRA; CARVALHO, 1994).
Apos esse periodo, foi determinada a condutividade elétrica da solu¢do, por meio de um

condutivimetro.

2.4.6 Emergéncia de Plantulas - Quatro repeticoes de 50 sementes foram semeadas em
bandejas de poliestireno contendo dois litros de areia como substrato. O substrato foi
inicialmente umedecido até atingir 80% da capacidade de retencdo de agua e irrigado
diariamente. Foram realizadas contagens didrias do numero de plantulas emergidas até o 12°
dia apos a semeadura. Os dados das contagens foram utilizados para a obtengdo de indices de

uniformidade, velocidade, tempo médio e porcentagem de emergéncia, com o auxilio do pacote

SeedCalc do Software R (SILVA et al., 2019).

2.4.7 Crescimento de Pliantulas - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 20 sementes
cada, semeadas equidistantemente sobre duas folhas de papel germitest, umedecidas com agua
destilada na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel seco (NAKAGAWA, 1999).
Posteriormente, foram confeccionados rolos, acondicionados em germinador, 25 °C, onde
permaneceram por trés dias. Apos esse periodo, as plantulas foram escaneadas e, com o auxilio
do Software VigorS®, foram mensurados o comprimento de raiz e de parte aérea. Os dados de
comprimento foram utilizados para o célculo de indices de crescimento (SAKO et al., 2001),
uniformidade (CASTAN et al., 2018; SAKO et al., 2001), e vigor corrigido (MEDEIROS;
PEREIRA, 2018) obtidos por meio do pacote SeedCalc do Software R (SILVA et al., 2019). As
mesmas plantulas utilizadas para a mensuragdo do comprimento foram utilizadas para a
obtenc¢do da massa seca de plantulas. A massa seca foi obtida apos a secagem das plantulas em
estufa com circulagdo de ar forgada, a 70 °C por 72 horas. O material foi pesado em balanca

analitica com precisdo de 0,001 g e os resultados expressos em mg! plantula.
2.5 Envelhecimento Natural x Artificial via GGE Biplot
As sementes das seis cultivares foram analisadas nos cinco ambientes de envelhecimento:

armazenamento refrigerado, armazenamento nao refrigerado, e sob envelhecimento artificial

pelos periodos de 48, 96 e 144 horas. As relagdes entre as cultivares e ambientes foram
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analisadas por meio do GGE biplot.

2.6 Analises Estatisticas

Os dados obtidos nos testes conduzidos com as sementes envelhecidas natural e
artificialmente foram submetidos a metodologia de Singh (1981), para verificar quais as
variaveis que apresentaram maiores contribuicdes para distinguir os tratamentos.
Permaneceram nas andlises subsequentes apenas as variaveis que apresentaram contribui¢ao
acima de 1%.

Para o envelhecimento natural (armazenamento), foi adotado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6 x 3, com quatro repeti¢des. Os
tratamentos consistiram em seis cultivares e trés tipos de ambientes (sementes recém-colhidas,
inicial; ap6s oito meses de armazenamento sob condicdo refrigerada, 8 m - refri, e apos oito
meses sob condi¢do ndo refrigerada, 8m - galpdo). A significancia das fontes de variacdo foi
examinada pela estatistica F (p < 0,05) e as médias comparadas pelo teste Tukey, a 5% de
probabilidade. As andlises foram efetuadas com o auxilio do Software R (R CORE TEAM,
2020).

Para o envelhecimento artificial, foi adotado o delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 6 x 4, com quatro repeti¢cdes. Os tratamentos consistiram em
seis cultivares de soja e quatro tempos de envelhecimento (0, 48, 96 e 144 horas). Os dados
foram submetidos a analise de variancia e as médias dos tempos de envelhecimento, para cada
cultivar, foram submetidas a analise de regressdo. As curvas obtidas foram submetidas ao teste
de identidade de modelos, por meio do Programa GENES (CRUZ, 2016).

A fim de se investigar o comportamento das sementes das cultivares sob os diferentes
ambientes de envelhecimento e verificar qual dos ambientes de envelhecimento artificial
apresenta maior correlagdo com os ambientes de envelhecimento natural, foi realizada a analise
de GGE biplot. Para isso, foram utilizados os dados de ambos os ensaios, envelhecimento
natural e artificial, exceto os dados do tratamento controle (sementes ndo envelhecidas).

Inicialmente, os dados das variaveis foram padronizados pela equacao: Xi= (X - p)/o.
Em que, X; ¢ a média da repeticdo padronizada, X ¢ a média da repeti¢do, 1 ¢ a média geral da
variavel e 6 € o desvio padrao geral da variavel. Por meio do produto dos valores padronizados

de todas as variaveis que apresentaram contribui¢ao acima de 1% pelo método Singh (1981),
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foi obtida uma tnica variavel, denominada Indice de Desempenho, para cada tratamento. A
variavel condutividade elétrica, por ser inversamente proporcional ao vigor das sementes, foi
multiplicada por 1/CE.

Foi testada a interagdo entre as seis cultivares e os cinco ambientes de envelhecimento
(teste F, p < 0,05) e gerados graficos pelo método GGE biplot. Foram realizadas analises de
discriminacao e representatividade de ambientes, do desempenho e estabilidade das cultivares
em relagdo a média dos ambientes e o ranqueamento de desempenho das sementes das
cultivares em cada ambiente de envelhecimento, conforme metodologia proposta por Yan

(2001).

3. RESULTADOS

As variaveis germinagdo (G), primeira contagem de germinacao (PC), envelhecimento
acelerado (EA), condutividade elétrica (CE), massa seca de plantula (MSP), comprimento de
plantula (CP), indices de uniformidade de plantulas (Unif 1 e Unif 2), crescimento (CRE),
vigor corrigido (VC), porcentagem de emergéncia (EM), indice de velocidade de emergéncia
(IVE), tempo médio para 50% das sementes germinarem (Tso) e a taxa média de germinacao
(TMG) foram obtidas tanto para o experimento de armazenamento, quanto para o de
envelhecimento artificial. A fim de identificar as variaveis com maiores contribuicoes relativas

para distinguir os tratamentos, foi realizado o teste de Singh (1981) (Tabela 1).

Tabela 1. Contribuicdo relativa das varidveis (%) para distinguir os tratamentos no experimento de
envelhecimento natural (armazenamento) e envelhecimento artificial, seguindo a metodologia de Singh (1981).

Variavel Envelhecimento Natural Envelhecimento Artificial
G 2,48 16,92
PC 0,00 0,00
EA 2,05 9,94
CE 0,25 2,94
MSP 1,62 0,41
CP 0,00 0,00
Unif_1 0,00 0,00
Unif_2 0,00 0,51
CRE 0,00 0,00
vC 92,74 55,49
EM 0,00 0,00

IVE 0,00 13,70
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T50 0,10 0,08
T™MG 0,77 0,00

G = germinagdo, PC = primeira contagem de germinagdo, EA = envelhecimento acelerado, CE = condutividade
elétrica, MSP = massa seca de plantula, CP = comprimento de plantula, Unif_1 e Unif_2 = indices de
uniformidade de plantulas, CRE = crescimento, VC = vigor corrigido, EM = porcentagem de emergéncia, IVE
= indice de velocidade de emergéncia, Tso - tempo médio para 50% das sementes germinarem, TMG = taxa média
de germinacdo.

O VC foi a variavel de maior importancia, apresentando contribuicao relativa de cerca
de 92%, para o envelhecimento natural, e 55% para o envelhecimento artificial. Algumas
variaveis tiveram pouca (< 0,51%) ou nenhuma contribuicdo para a diferenciacdo dos
tratamentos. Assim, permaneceram nas analises subsequentes apenas aquelas que apresentaram
contribui¢ao maior que 1%, sendo elas a G, EA, MSP e VC para o envelhecimento natural e G,
EA, CE, MSP, VC e IVE para o artificial.

O grau de umidade das sementes, na condi¢do inicial, apds o armazenamento e apds o

envelhecimento artificial, no momento da execucdo dos testes, foi de 11,69 + 0,62 %.

3.1 Envelhecimento Natural: Armazenamento

Considerando o envelhecimento natural, que ocorre durante o armazenamento,
observamos que houve reducdo na germinagdo e no vigor das sementes das cultivares, em
propor¢ao distinta entre os ambientes de armazenamento (Figura 1).

As sementes da cultivar GEN1 ndo apresentaram redugdo na germinagao,
independentemente do tipo de armazenamento, refrigerado ou galpdo. No entanto, houve queda
na germinacao para as sementes de todas as demais cultivares. Ainda, foi observado diferencas
entre os ambientes, refrigerado e galpdo, para as cultivares GEN3, GENS5 e GENG6. Para estas
cultivares, houve menor reducdo da germinacdo no ambiente refrigerado, quando comparado
ao ambiente galpao.

As sementes da cultivar GEN2, diferentemente das demais cultivares, ndo apresentaram
redugdo na germinacao apds o teste de envelhecimento acelerado, o que indica elevado vigor
dessas sementes.

O armazenamento promoveu redu¢do na massa seca das plantulas e no indice de vigor
corrigido das sementes em todas as cultivares. No entanto, ndo foram observadas diferencas

entre os ambientes refrigerado e galpao.
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Figura 1. Germinagao (G), envelhecimento acelerado (EA), massa seca de plantulas (MSP) e vigor corrigido (VC)
de sementes de cultivares de soja recém-colhidas (Inicial) e apds oito meses de armazenamento sob condicao
refrigerada (8m-Refri) e ndo refrigerada (8m-Galpdo). *** Médias seguidas pela mesma letra maidscula,
comparando-se o periodo inicial e apds o armazenamento, 8 m-Refri e 8m-Galpao, e mintiscula, comparando-se
os gen6tipos em cada ambiente, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

As sementes de todas as cultivares apresentaram elevada qualidade fisiologica quando
recém-colhidas (Figura 1). No entanto, houve diferengca na germinagdo e vigor inicial das
sementes das cultivares. As sementes recém-colhidas da cultivar GEN3 apresentaram a maior
porcentagem de germinacdo, enquanto as das cultivares GEN4 e GEN5 G e VC. As sementes
de GEN1 apresentaram maior vigor apos o teste de EA e MSP, enquanto as das cultivares GEN4
e GENG6 foram as que demonstraram o menor vigor apds o teste de EA. Nao houve diferenca
na MSP entre as cultivares quando recém-colhidas.

ApoOs o armazenamento, as sementes da cultivar GEN1 apresentaram a maior
porcentagem de germinagdo, em ambos os ambientes de armazenamento, enquanto, as
sementes dos gendtipos GEN4 e GEN6, no ambiente refrigerado, e, GEN5 e GEN6, no
ambiente galpao, foram as que apresentaram menor germinagao.

Os valores obtidos para o teste de EA ndo diferiram entre os ambientes refrigerado e
galpdo, para todas as cultivares. No entanto, apdés o armazenamento, GEN1 e GEN2
apresentaram maiores médias de plantulas normais e, GEN3 e GENG6, as menores médias nesse
teste.

Houve drastica redugao do VC com o armazenamento das sementes sob ambas as
condi¢des, refrigerada e galpao. Apds o armazenamento, as sementes das cultivares GEN1 e
GEN4 foram as que apresentaram maiores indices de VC, e GEN3, no ambiente refrigerado, e

GENS e GEN6, no ambiente galpao, os menores. Em relagdo a MSP, as sementes da cultivar
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GENI1, no ambiente refrigerado, foram as que apresentaram a maior média, ndo havendo
diferenca para as demais cultivares e ambientes.

Verificamos que cada teste elencou de maneira distinta as cultivares em relagao a
qualidade fisiologica das sementes apds o armazenamento. No entanto, de maneira coincidente,
independentemente do tipo de teste adotado, apds o armazenamento, as sementes da cultivar

GEN1 apresentaram maior qualidade fisiologica, e as da cultivar GEN6, a menor.

3.2 Envelhecimento Artificial

Os dados obtidos das cultivares apds o envelhecimento artificial das sementes nos
tempos 0 (controle), 48, 96 e 144 horas, evidenciam queda no vigor com o aumento do tempo

de exposicdo ao envelhecimento (Figura 2).
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Figura 2. Germinagao (G), envelhecimento acelerado (EA), vigor corrigido (VC), massa seca de plantulas (MSP),
condutividade elétrica (CE) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de diferentes cultivares de
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soja submetidas a diferentes tempos de envelhecimento artificial (EA — Horas).

Por meio do teste de identidade de modelos, foi possivel observar que as sementes de
todas as cultivares apresentaram respostas idénticas, com redugdo das variaveis G, EA e VC,
com o aumento do tempo de envelhecimento. Portanto, foi obtida uma curva tnica com os
dados de todas as cultivares para essas variaveis (Figura 2). Verificamos que, dentre essas
variaveis, foi observada queda mais acentuada nos valores de VC com aumento do tempo de
envelhecimento.

Houve diferenca entre as cultivares quanto a MSP, CE e IVE, quando as sementes foram
submetidas ao envelhecimento artificial (Figura 2). As sementes da cultivar GENI1
apresentaram reducdo menos acentuada da MSP, em relagdo ao demais cultivares, enquanto
para GENG6, as sementes apresentaram aumento mais acentuado da condutividade elétrica.

Dentre os testes de vigor aplicados, o IVE, obtido no teste de emergéncia, foi o indice
que permitiu evidenciar melhor as diferencas no vigor das sementes entre as cultivares (Figura
2). Pelos dados do IVE, observamos que GENI foi a cultivar cujas sementes tiveram menor
reducdo no vigor, enquanto para GENG6, as sementes apresentaram maior reduc¢ao da qualidade
fisiolégica com o envelhecimento artificial. As demais cultivares tiveram comportamento
intermediario entre GEN1 e GENG6. Estes resultados sdo similares aos observados apds o
armazenamento, em que as sementes de GEN1 apresentaram a maior qualidade fisioldgica e as

de GEN6, a menor (Figura 1).

3.3 Envelhecimento Natural x Artificial via GGE Biplot

Neste estudo, foram analisados, de forma conjunta, o desempenho das sementes de
seis cultivares de soja apos o envelhecimento artificial - por 48, 96 e 144 horas — e
envelhecimento natural — armazenamento por oito meses nas condi¢des refrigerada e galpao
(Figura 3). Cada tempo de envelhecimento, juntamente com as duas condi¢des de
armazenamento, foram considerados um ambiente independente para a analise do GGE biplot.
O desempenho das sementes dos genotipos foi medido por meio do indice de desempenho,
construido pela multiplicacdo das varidveis de maior importancia.

Verificamos que mais de 95% da variagdo total dos dados foi explicada pelos dois
primeiros componentes principais (Figura 3). Isso evidencia que esta analise foi precisa e

acurada.
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Figura 3. Analise de GGE biplot dos dados de qualidade fisioldgica obtidas para sementes de seis cultivares de
soja apoOs o armazenamento (envelhecimento natural) e diferentes tempos de envelhecimento artificial. 8M-Galp -
armazenadas por oito meses na condi¢do nao refrigerada, galpdo; 8M-Refri - armazenadas por oito meses em
ambiente refrigerado; 48 h EA - 48 horas de envelhecimento artificial; 96 h EA - 96 horas de envelhecimento
artificial; ¢ 144 h EA - 144 horas de envelhecimento artificial. A — andlise da capacidade de descriminagéo e
representatividade dos ambientes de envelhecimento, considerando os envelhecimentos natural e artificial; B -
analise dos gendtipos em relacdo ao ambiente 8 M — Refri; C - analise dos gendtipos em relagdo ao ambiente 8 M
— Galp; D - analise dos genotipos em relagdo ao ambiente 48 h EA; E - analise dos genotipos em relagdo ao 96 h
EA; F - analise dos genétipos em relagdo ao ambiente 144 h EA.

A Figura 3A apresenta a analise da capacidade de discriminagdo e representatividade
dos ambientes, bem como da estabilidade e desempenho das sementes dos genotipos em relagao
aos ambientes de envelhecimento. O eixo ATC (average tester cordinate) representa o €ixo
médio dos ambientes, definido pelas médias do PC1 e PC2 relacionado a todos os ambientes
testados. O eixo ATCx passa pela origem do biplot e a seta representada sobre ele ¢ definida
como o marcador do ambiente médio. Quanto menor a distancia da proje¢ao do genotipo sobre
o marcador, melhor ¢ o desempenho da cultivar. Desta forma, evidenciamos que as sementes
da cultivar GEN1 apresentaram o maior e as de GEN6 o pior desempenho, quando considerados
todos os ambientes de envelhecimento. O eixo ATCy, que também passa pela origem e ¢
perpendicular ao ATCx, além de representar a linha ténue para definir os genotipos com
desempenho acima (a esquerda da linha) e abaixo da média (a direita da linha), também ¢ uma

coordenada representativa para a estabilidade dos gendtipos. Quanto mais proximo da origem
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em relagdo a ATCy, maior ¢ a estabilidade do genotipo nestes ambientes. Assim, evidencia-se
que GENG foi a cultivar mais estavel e GEN3 a que obteve menor estabilidade. Isso significa
que as sementes de GEN6 sempre apresentaram baixo desempenho, independentemente do
ambiente, enquanto as de GEN3 apresentaram maior ou menor desempenho, dependendo do
ambiente a que foram submetidas.

O tamanho do vetor do ambiente, projetado em ATCX, representa a capacidade que o
ambiente apresenta para distinguir o desempenho dos genotipos (Figura 3A). Nota-se, portanto,
que o envelhecimento por 48 horas foi o ambiente que permitiu maior discriminagdo dos
genotipos, seguidos dos ambientes de armazenamento na condi¢do galpdo, armazenamento em
ambiente refrigerado, envelhecimento artificial por 96 e 144 horas, respectivamente. Assim,
verificamos que, quanto mais drastico o envelhecimento artificial, menor foi a capacidade do
ambiente para discriminar as cultivares.

O angulo entre os vetores dos ambientes evidencia a relacdo entre eles, sendo que quanto
menor, mais associados. Desta forma, notamos que o envelhecimento artificial das sementes
por 96 horas apresentou maior associacao ao armazenamento das sementes por oito meses, em
ambos os ambientes, refrigerado e galpao (Figura 3A).

Quando analisados o desempenho das cultivares em cada ambiente de envelhecimento:
ambiente de armazenamento na condi¢do refrigerada (Figura 3B), sob armazenamento na
condicdo galpao (Figura 3C) e apds o envelhecimento artificial por 48 horas (Figura 3D), 96
horas (Figura 3E) e 144 horas (Figura 3F), notamos que o ranqueamento das cultivares foi
diferente em todos os ambientes. Verificamos que apds o armazenamento das sementes por oito
meses sob condicdo refrigerada, as cultivares GEN1 e GEN4 apresentaram maiores indice de
desempenho, seguido das cultivares GEN2, GEN5 e GEN3, que ndo diferiram entre si e da
cultivar GEN6, cujas sementes apresentaram o pior desempenho (Figura 3B). No
armazenamento das sementes no ambiente galpdo, as cultivares GEN1 e GEN4 apresentaram
desempenho acima da média, seguido de GEN2, que ndo diferiu de GENS, e das cultivares
GEN3 e GENG6, respectivamente (Figura 3C). Quando foi aplicado o envelhecimento artificial
por 48 horas, as cultivares GEN1 e GEN3 apresentaram desempenho acima da média, seguidos
de GENS, GEN4, GEN2 e GENG6, respectivamente (Figura 3D). J4 no ambiente 96 horas de
EA, as cultivares GEN1 e GEN4 foram os que se apresentaram maiores indices, seguido de
GEN3, GENS5, GEN2 e GENG6 (Figura 3E). Apos o envelhecimento artificial por 144 horas, as
cultivares GEN4, GEN2, GEN1 e GENG6 apresentaram desempenho acima da média e apenas
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as cultivares GEN5 e GEN3, abaixo da média (Figura 3F). Embora nenhum dos ambientes
tenha ranqueado as cultivares de maneira idéntica, os ambientes que apresentaram o
ranqueamento mais similar foram os ambientes de armazenamento sob condicao refrigerada e
galpao e o envelhecimento artificial por 96 horas, que foram também os que apresentaram maior

correlacdo entre si (Figura 3A).

4. DISCUSSAO

Dentre as varidveis utilizadas para analisar a qualidade fisioldgica das sementes no
envelhecimento natural e artificial, o VC foi a que apresentou maior grau de importancia para
distinguir o desempenho das cultivares. O vigor corrigido € calculado a partir do indice de vigor
(SAKO et al., 2001), sendo proposto por Medeiros e Pereira (2018). O diferencial deste indice,
em relagdo a outros testes (VIEIRA; CARVALHO, 1994) e indices de vigor (SAKO et al.,
2001), ¢ que engloba parametros relacionados a germinacao das sementes e ao crescimento e
uniformidade das plantulas (MEDEIRO; PEREIRA, 2018). Entendemos que cada teste de vigor
utilizado em nossa pesquisa analisa de forma isolada uma determinada caracteristica e que este
indice permite analisar, de maneira combinada, tanto o potencial de germinagdo quanto o
desempenho das plantulas. Assim, o VC se destacou na diferenciagdo dos tratamentos.

Neste trabalho, nos observamos que houve diferenca de germinacdo e vigor das
sementes entre as cultivares, tanto em relagdo ao tempo de envelhecimento quanto aos
ambientes de armazenamento. Inicialmente, as sementes das cultivares GEN4 e GENS
apresentaram o menor percentual de germinagdo e menor indice de vigor corrigido e as de
GENG6 e GEN4 apresentaram o menor vigor apos o teste de envelhecimento acelerado. Apos o
armazenamento, todas as cultivares apresentaram drastica reducao no desempenho de plantulas,
constatado pela acentuada queda de VC e de MSP (Figura 1). Com os testes de G, EA e VC, foi
possivel observar que as sementes dos genotipos GEN1, GEN4 ¢ GEN2 mantiveram elevada
qualidade fisiologica ap6s o envelhecimento natural, independentemente do ambiente de
armazenamento. Por outro lado, as sementes da cultivar GEN3 obtiveram alta germinagao apos
0 armazenamento, mas dréstica queda no vigor, evidenciada pelos testes de EA e VC. As
sementes da cultivar GEN6 foram as que apresentaram a menor germinagdo e vigor apds o
armazenamento em ambas as condi¢des, o que pode ser reflexo do menor vigor inicial,

detectado pelo EA (Figura 1). Por outro lado, a cultivar GEN1, que teve a maior qualidade
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fisioldgica inicial, foi a que apresentou maior tolerancia a deterioragdo no armazenamento.

De acordo com Shelar et al. (2008), a manutencdo da viabilidade e vigor durante o
armazenamento esta estritamente associada a qualidade inicial das sementes. Vergara et al.
(2019) comprovaram que o desempenho de lotes de sementes de soja armazenadas por 120 e
180 dias de armazenamento, teve alta correlagdo com sua qualidade inicial, ou seja, os lotes que
apresentaram menores niveis de germinagdo inicial apresentaram maior heterogeneidade em
campo e menor tolerancia a deterioragdo no armazenamento.

Embora o vigor inicial das sementes seja decisivo para maior longevidade das sementes
no armazenamento, evidenciamos que, a cultivar GEN3, que apresentou alta germinagdo e vigor
das sementes inicialmente, apresentou dréstica reducao do vigor com o armazenamento (Figura
1). Ja a cultivar GEN4, que teve germinagdo e vigor inicial bastante similar ao da Cultivar
GENG®6, apresentou menor redugdo no vigor, comparado a maior parte das cultivares (Figura 1).
Esses resultados nos levam a inferir sobre distintos niveis de tolerancia a deterioragdo das
sementes entre as cultivares.

De acordo com Naik et al. (2016), a constituicao genética de cada cultivar pode levar a
maior tolerancia ou susceptibilidade a deterioracao, que leva a maior ou menor longevidade das
sementes no armazenamento. O grau de tolerancia a deterioragdo das sementes ¢ um atributo
genético (SHELAR et al., 2008), que depende da habilidade das sementes de resistir a
degradagdo, bem como dos mecanismos de protecio que elas apresentam (BALESEVIC-
TUBIC et al., 2010).

A aquisi¢do da longevidade se da durante o processo de maturacao, tendo inicio no final
da fase de enchimento de graos, estendendo-se até que as sementes atinjam o estado seco (LIMA
et al., 2017). Alguns estudos sugerem que as sementes adquirem maior longevidade durante a
maturacao tardia, apos o ponto de maturidade fisiologica (BASSO et al., 2018; LIMA et al.,
2017). E provéavel que exista um programa transcricional pos-abscisdo, que esteja associado a
expressdo de genes que codificam chaperonas, como as proteinas de choque térmico, a
repressao de genes de cloroplasto, ao aumento da propor¢do de oligossacarideos da familia
rafinose e a sinalizagao por acido abscisico (LIMA et al., 2017). Além disso, a longevidade esta
associada a caracteristicas fisicas (TRIPATHI; KHARE, 2016) e quimicas das sementes
(SINGH et al., 2017), bem como as condi¢des as quais elas permanecem expostas no
armazenamento (NAGEL et al., 2014).

Neste estudo, as sementes de todas as cultivares apresentaram igual ou maior qualidade
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fisioldgica apds o armazenamento no ambiente refrigerado (17 +£3 °C / 70 = 5% de UR), em
comparagao a condi¢do galpao (Figura 1). As sementes que foram armazenadas sob condi¢ao
ndo refrigerada (galpdo) foram submetidas a maior amplitude térmica e higroscopica
(temperatura entre 8,8 e 30,7 °C e UR de 50 a 92%) e ficaram expostas a alta temperatura e
umidade relativa, principalmente nos dois Gltimos meses de armazenamento.

O armazenamento sob alta temperatura e/ou alta umidade relativa pode promover a
elevacao da temperatura da massa de sementes, aumento de acidez, intensificacao da respiragao,
degradacdo das reservas, alteracdo das fragdes dos acidos graxos, decomposi¢ao de membranas,
peroxidagdo dos lipideos, dentre outros fatores, que culminam em perda de vigor e da
capacidade germinativa (SINGH et al., 2017; SIMIC et al., 2007). A perda da viabilidade
geralmente ocorre em Ultima instancia, sendo o vigor das sementes primeiramente afetado com
a deterioracao no armazenamento (BEWLEY et al., 2013), conforme foi evidenciado neste
trabalho (Figura 1). Esta reducdo do vigor afeta o desempenho das plantulas, ja que a
deterioragdo compromete a mobilizagao de reservas dos tecidos de armazenamento para o €ixo
embrionario (MOHAMMADI et al., 2011), o que leva a reducdo do crescimento e
uniformidade, reduzindo a massa seca das plantulas e o vigor (Figura 1).

Por outro lado, o armazenamento sob mais baixa temperatura ¢ umidade, como sob
condicdo refrigerada (Figura 1), pode auxiliar na manuten¢do ou menor redu¢do da viabilidade
e vigor das sementes durante o armazenamento (SHELAR et al., 2008). No entanto,
independentemente das condi¢des de armazenamento, € notéria a diversidade genética que
existe entre genotipos de soja quanto a longevidade das sementes (NAIK et al., 2016), conforme
observado no presente trabalho (Figura 1).

Neste sentido, o ajuste de metodologias de testes ja existentes ou o desenvolvimento de
novos testes, com capacidade para predizer a armazenabilidade das sementes de diferentes
cultivares, de forma rapida e assertiva, € de extrema importancia. O teste de envelhecimento
acelerado, utilizando-se 41 °C por 48 h tem sido utilizado para diversas culturas (BALESEVIC-
TUBIC et al., 2010; DELOUCHE; BASKIN, 1973; MCDONALD; PHANEENDRANATH,
1978; SHABAN, 2013; TIAN, LEI, 2008). No entanto, nem sempre essa metodologia reflete o
desempenho de gendtipos quando submetidos a longos periodos de armazenamento. Freitas et
al. (2006), encontraram correlacdo entre 48 horas de envelhecimento e a germinacdo de
sementes de algoddo apenas para sementes armazenadas até seis meses. Para longevidade apds

10 meses, o tempo de envelhecimento com maior correlagdo foi de 96 horas. Patil et al. (2017)
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discutem que o tempo de envelhecimento artificial ideal para a predi¢do do desempenho de
sementes de soja no armazenamento depende, inclusive, da cultivar.

Neste estudo, verificamos que o envelhecimento artificial ¢ um teste rapido potencial
para ser utilizado para verificar a tolerancia das sementes de cultivares de soja a deteriorag@o
no armazenamento. Identificamos que as sementes de todas as cultivares apresentaram reducao
de vigor com o aumento do tempo de exposicao ao envelhecimento artificial, de forma mais ou
menos acentuada dependendo da cultivar (Figura 2). Com os dados de MSP, CE e IVE foi
possivel classificar as sementes das cultivares em maior (GEN1) e menor (GEN6) nivel de
qualidade fisiologica.

Testamos os tempos de envelhecimento artificial de 48, 96 e 144 horas, a fim de verificar
qual destes apresenta maior associagdo com os ambientes de armazenamento e, para isso,
utilizamos a analise GGE biplot. Por meio desta andlise, evidenciamos o desempenho e
estabilidade das cultivares e a representatividade e habilidade de discrimina¢do dos ambientes
em diferenciar as cultivares, bem como realizamos o ranqueamento de desempenho das
cultivares em cada ambiente de envelhecimento, conforme metodologia proposta por Yan
(2001). Assim, encontramos que as sementes da cultivar GEN1 apresentaram a maior e GEN6
a menor qualidade fisiologica, em todos os ambientes de envelhecimento, evidenciando a
assertividade dessa andlise em verificar o desempenho das sementes.

A grande vantagem do método GGE ¢ que ele permite a visualizagdo da relagdo dos
genotipos e da interacdo dos gendtipos e ambientes, por meio de um grafico biplot de facil
interpretagdo (SILVA; BENIN, 2012). Sdo inimeras as analises que podem ser realizadas com
o GGE biplot e, de acordo com o objetivo da pesquisa, podem ser explorados os estudos com
determinado foco, tais como: verificar a performance de diferentes cultivares em um dado
ambiente; analisar a adaptacdo de uma cultivar em diferentes ambientes; comparar dois ou mais
cultivares; identificar o melhor cultivar em cada ambiente; verificar a média de desempenho e
estabilidade de cultivares e a representatividade e capacidade de discriminagdo de ambientes;
ranquear cultivares baseado no desempenho médio e na estabilidade ou categorizar o ambiente
baseado na sua habilidade de discriminacdo e representatividade (YAN, 2001), realizar a
formacdo de mega-ambientes e de agrupamento de genotipos melhores adaptados (Yan et al.,
2000), dentre outros.

Desta forma, o GGE biplot ¢ uma ferramenta de andlise bastante util e utilizada no

melhoramento de soja (DALO et al., 2019; WOYANN et al., 2020), sendo ja também abordada
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em alguns trabalhos relacionados a qualidade de sementes, com énfase em melhoramento
(PHILIPO et al., 2020; SILVA et al., 2017). No entanto, para avaliacao da qualidade fisiologica
de sementes sob ambientes de envelhecimento, para o melhor do nosso conhecimento, este ¢ o
primeiro estudo a utilizar esta técnica.

Embora a analise de GGE biplot ndo seja ainda muito adotada em estudos envolvendo
a avaliagdo do desempenho de sementes de cultivares sob diferentes ambientes, nds exploramos
neste trabalho as associagdes entre as sementes de diferentes cultivares sob distintas condigdes
de envelhecimento, evidenciando as relagdes entre os ambientes e cultivares. Entendemos que
esta analise tem potencial para ser aplicada em trabalhos na area de qualidade fisioldgica de
sementes.

Constatamos que 96 horas ¢ o tempo de envelhecimento artificial cujo efeito sobre a
qualidade das sementes mais se assemelha ao armazenamento de oito meses sob condig¢ao
refrigerada e galpao, devido a proximidade dos vetores destes ambientes (Figura 3A). Na
metodologia GGE biplot, o angulo entre dois vetores pode ser utilizado como medida de
associac¢do, sendo que o cosseno do angulo entre dois ambientes corresponde a correlacdo entre
eles (SILVA; BENIN, 2012). Além disso, o ranqueamento dos genotipos nestes ambientes
também foi similar (Figura 3). Em contrapartida, o indice de desempenho obtido com o
envelhecimento por 48 horas, muitas vezes descrito como preditor de longevidade de sementes
(DELOUCHE; BASKIN, 1973), ndo foi o que apresentou a maior associagdo com os resultados
obtidos para as cultivares no armazenamento (Figura 3). Outros autores também encontraram
que 48 horas de envelhecimento artificial ndo foi o melhor tempo de envelhecimento para
predicao do desempenho de sementes no armazenamento (FANTAZZINI et al., 2018; FREITAS
et al., 2006; PATIL et al., 2017), o que reforca a nossa evidéncia da necessidade de ajuste do
tempo de envelhecimento artificial para a predi¢ao da armazenabilidade de sementes de soja de
maneira mais assertiva. Acreditamos, ainda, que pode ser que o tempo de envelhecimento
precise ser ajustado de acordo com os gendtipos utilizados, conforme foi relatado nos estudos
de Fantazzini et al. (2018) e Patil et al. (2017).

Neste trabalho, o envelhecimento artificial das sementes por 96 horas a 41 °C foi o mais
promissor para se inferir sobre o desempenho das sementes de cultivares de soja apds o
armazenamento por oito meses em condi¢do refrigerada e ndo refrigerada. No entanto,
entendemos que ha necessidade de mais estudos, com maior nimero de cultivares e de lotes,

além de avaliar outras metodologias de envelhecimento artificial, com diferentes tempos,
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temperaturas e uso de solugdo salina, para refinar essa metodologia. No entanto, acreditamos
que o presente trabalho apresenta relevancia e significa um avango nas pesquisas sobre
deterioragdo de sementes, ja que comprova a eficiéncia do uso do envelhecimento artificial
como preditor da longevidade de sementes de soja e do uso do GGE biplot como método a

auxiliar nesses estudos.

5. CONCLUSOES

O envelhecimento artificial, a temperatura de 41 °C por 96 horas, apresenta potencial
para ser utilizado na predicdo da tolerdncia de sementes de soja a deterioracio no
armazenamento.

O método GGE biplot permite analisar as relacdes entre os ambientes de
envelhecimento e visualizar o ranqueamento dos genotipos quanto ao desempenho das

sementes quando submetidas ao envelhecimento natural e artificial.
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Capitulo I1. Papel da composiciao bioquimica na tolerancia a deterioracao de sementes de

soja sob envelhecimento natural e artificial.

RESUMO

O ripido declinio na qualidade fisiolégica das sementes durante o armazenamento € um grave
problema para as empresas e produtores. A reduc¢do da qualidade das sementes pode estar
associada a sua constituicdo bioquimica. No entanto, a relacdo entre a composicdo e os
mecanismos ligados a perda de viabilidade e vigor das sementes de soja durante o
envelhecimento ainda permanece nao elucidada. Desta forma, este trabalho teve por objetivo
analisar o papel da composi¢do bioquimica das sementes de cultivares de soja na qualidade
fisiolégica e na tolerancia a deterioragdo em decorréncia do envelhecimento natural e artificial.
Sementes de seis cultivares de soja foram analisadas inicialmente e apds serem submetidas ao
envelhecimento natural, armazenamento por oito meses, e artificial, utilizando-se temperatura
de 41 °C e 100% umidade relativo por 96 horas. Foram realizados testes de grau de umidade,
germinacdo e vigor e mensurados o teor de 6leo, proteina total, proteina soluvel, malonaldeido
e dos 4cidos graxos palmitico, estedrico, oleico, linoleico e linolénico das sementes. Verificou-
se que o envelhecimento natural e artificial reduz a qualidade fisioldgica e altera a composicao
bioquimica das sementes. No entanto as respostas ao envelhecimento natural e artificial sdo
distintas, sendo o envelhecimento artificial mais drastico que o natural para reducdo da
qualidade das sementes. O teor de 6leo associado a composicdo dos dcidos graxos leva a maior
ou menor deterioragdo das sementes. Quanto maior o conteido de dcido graxo oleico e de
proteina solivel, e menor o de 4cido linoleico e linolénico, maior € a qualidade fisiologica e

potencial de armazenamento das sementes de soja.

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill. Armazenamento. Longevidade. Vigor. Anélise de

Componentes Principais.
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Chapter II. Role of biochemical composition in tolerance to deterioration of soybean

seeds under natural and artificial aging.

ABSTRACT

Fast decline in the physiological quality of seeds during storage is a serious problem for
companies and producers. Reduction in seed quality may be associated with its biochemical
constitution. However, the relationship between the composition and the mechanisms linked to
the loss of viability and vigor of soybean seeds during aging remains unclear. Thus, this work
aimed to analyze the role of the biochemical composition of soybean seed cultivars in the
physiological quality and tolerance to deterioration after natural and artificial aging. Seeds of
six soybean cultivars were analyzed freshly harvested and after being subjected to natural aging,
storage for eight months, and artificial aging, using a temperature of 41 °C and 100% relative
humidity for 96 hours. Moisture content, germination and vigor tests were carried out and the
oil content, total protein, soluble protein, malonaldehyde and palmitic, stearic, oleic, linoleic
and linolenic fatty acids were measured. It was found that natural and artificial aging reduces
the physiological quality and alters the biochemical composition of the seeds. However, the
responses to natural and artificial aging are different, with artificial aging being more drastic
than natural to reduce seed quality. The oil content associated with the composition of fatty
acids leads to greater or lesser deterioration of the seeds. The higher the content of oleic fatty
acid and soluble protein, and the lower the amount of linoleic and linolenic acid, the greater the

physiological quality and storage potential of soybean seeds.

Keywords: Glycine max (L.) Merrill. Storage. Longevity. Vigor. Principal Component
Analysis.
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1. INTRODUCAO

A soja [Glycine max (L.) Merrill] ¢ uma cultura de extrema importadncia para o
agronegdcio mundial. Os seus graos sdo considerados importante fonte de 6leo e proteina
(SINGH et al., 2017), o que os torna matéria prima diversificada, sendo utilizados tanto para a
industria alimenticia, com a producao de farelo para o consumo animal e de soja in natura e
seus derivados para o consumo humano, como para a industria de biocombustiveis (YILMAZ
et al., 2018), cosméticos (SUH, 2017), tinturas (MU et al., 2019), plésticos biodegradaveis
(GHOSAL et al., 2020), pneus (BRACE, 2019), dentre outros.

Por sua renomada importancia, a obtencao de altas produtividades tem sido foco dos
produtores, sendo a qualidade fisioldgica das sementes imprescindivel para se atingir estande
de plantas adequado e, consequentemente, elevadas taxas produtivas da cultura (EBONE et al.,
2020).

Dentre os atributos relacionados a qualidade fisioldgica das sementes destaca-se a
germinagdo € o vigor, que sdo maximos no ponto de maturidade fisiologica (TRIPATHI;
KHARE, 2016). A partir deste ponto ocorrem diversas alteragdes metabolicas, que geralmente
incorrem em quedas nos parametros de qualidade, ocasionadas pelo processo de deterioracao,
que pode ser mais rapido ou lento dependendo da constituicdo genética das sementes e das
condicdes as quais elas permanecem expostas (NAGEL et al., 2014).

Hé evidéncias de que o desempenho das sementes de cultivares sob envelhecimento
natural pode ser simulado pelo envelhecimento artificial (FREITAS et al., 2006). Ambos os
envelhecimentos contribuem para a redu¢do da qualidade fisioldgica das sementes (BEWLEY
et al., 2013). Porém, a velocidade e intensidade do processo de envelhecimento depende de
varios fatores, entre eles as condi¢des ambientais, a espécie e a cultivar (FANTAZZINI et al.,
2018).

As sementes oleaginosas sdo as mais afetadas pelo envelhecimento e a soja ¢ descrita
como uma das culturas cujas sementes mais sofre com a deterioragdo (NAIK et al., 2019;
SHELAR et al., 2008). Com o envelhecimento das sementes, ocorre aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio e disfun¢do mitocondrial, o que leva a deterioragdo (XIN et al.,
2014). O envelhecimento ocasiona, ainda, aumento da peroxidacdo lipidica e da condutividade
elétrica, enquanto promove a reducdo da germinagdo, vigor, contetido de agucares totais,

proteinas soluveis e da atividade enzimatica (CHANDEL et al., 2015), o que culmina na perda



44

da qualidade, com redu¢ao da germinagdo e do vigor das sementes.

O rapido declinio da qualidade fisioldgica das sementes de soja geralmente ¢ atribuido
ao seu alto teor de 6leo (SINGH et al., 2017). Esta rapida deterioragao das sementes se da
principalmente devido a peroxidacdo de lipideos (BEWLEY et al., 2013). As sementes de soja
apresentam altos niveis de dcidos graxos poli-insaturados, que apresentam grande propensao a
peroxidacao nao enzimatica (autoperoxidacao) e enzimatica (lipoxigenases), o que resulta em
rapido declinio da qualidade das sementes (SINGH et al., 2017).

Muitos fatores contribuem para a predisposi¢cdo das sementes a deterioragdo, dentre eles
o fator genético apresenta grande importancia (SHABAN, 2013; TRIPATHI; KHARE, 2016).
Assim, alguns genotipos apresentam maior longevidade das sementes que outros (SHABAN,
2013), independente das condigdes a que sao submetidos.

A composi¢do bioquimica da semente, que esta estritamente associada ao componente
genético, também exerce influéncia sobre o processo de deterioragdo e afeta a sua qualidade e
longevidade (SINGH et al., 2017). O grande efeito dos compostos bioquimicos na longevidade
¢ relacionado as propriedades de sor¢do, aos sitios potenciais para ataques de radicais livres e
a presenca de compostos protetores nas sementes (SINGH et al., 2017), o que varia de acordo
com o tipo e quantidade de reserva predominante nas sementes (NAGEL; BORNER, 2010),
bem como com as fragcdes de compostos que as compdem (SINGH et al., 2017).

Sabe-se que a composi¢do bioquimica apresenta relacdo com a qualidade fisiologica e
longevidade das sementes (SINGH et al., 2017). No entanto, ainda permanece por ser elucidado
os mecanismos ligados a rapida perda de viabilidade e vigor de sementes de determinadas
cultivares de soja durante o armazenamento, bem como da capacidade das sementes de
determinadas cultivares se manterem viaveis mesmo quando sob condi¢des ambientais nao
ideais. Desta forma, este trabalho teve por objetivos analisar o papel da composicao bioquimica
das sementes de cultivares de soja na qualidade fisiologica e na tolerancia a deterioracdo em

decorréncia do envelhecimento natural e artificial.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Sementes e no Instituto de Biotecnologia
Aplicado a Agropecuaria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa. Foram utilizadas
sementes de seis cultivares de soja, as quais foram denominadas GEN1, GEN2, GEN3, GEN4,



45

GENS e GENG6. As sementes foram analisadas quando recém-colhidas e, entdo, submetidas ao
armazenamento (envelhecimento natural) e envelhecimento artificial.

Para o envelhecimento natural, as sementes foram acondicionadas em sacos de papel
Kraft Multifolha, devidamente lacrados e identificados, e submetidas a0 armazenamento sob
condicdo ndo refrigerada, em galpdo de sementes, na cidade de Passo Fundo, RS, Brasil, por
oito meses. Durante esse periodo, que se estendeu dos meses de abril a dezembro, as
temperaturas minima ¢ maxima observadas foram de 8,8 e 30,7 °C, respectivamente, ¢ a
variacdo de umidade relativa (UR) do ambiente foi de 50 a 92%.

Para o envelhecimento artificial, as sementes foram distribuidas sobre bandejas de tela
metdlica acopladas a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de agua destilada ao fundo, sendo
mantidas sob umidade relativa de 100% a 41 °C, pelo periodo de 96 horas. Apods o
envelhecimento, as sementes foram deixadas sobre bancada em ambiente de laboratorio para
secagem natural até que atingissem a umidade inicial (aproximadamente 12%).

As sementes recém-colhidas, envelhecidas artificialmente e armazenadas por oito meses
foram submetidas aos seguintes testes e determinagdes:

2.1. Grau de Umidade - O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa, a
105 £ 3 °C, durante 24 h, sendo utilizadas quatro repeticoes de 50 sementes cada (BRASIL,
2009). O teor de agua foi medido imediatamente apds o envelhecimento e antes da execugdo
dos testes.

2.2. Germinagdo - Foram utilizadas quatro repeticoes de 50 sementes cada. As sementes
foram semeadas em papel germitest umedecido com volume de dgua equivalente a 2,5 vezes o
peso do substrato seco e mantidas em germinador a 25 °C. Foram realizadas avaliagdes com
registro da porcentagem das plantulas normais no 5° e 8° dias apds a semeadura (BRASIL,
2009).

2.3. Envelhecimento Acelerado - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes
cada. As sementes foram distribuidas em camada Unica sobre bandeja de tela metalica acoplada
a caixa tipo gerbox que continha, ao fundo, 40 mL de dgua destilada. As caixas foram tampadas,
para se obter 100% de UR em seu interior, ¢ mantidas em BOD a 41 °C por 48 horas
(MCDONALD; PHANEENDRANATH, 1978). Apds esse periodo, as sementes foram
submetidas ao teste de germinacdo e a porcentagem de plantulas normais foi avaliada no 5° dia

apos a semeadura.
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2.4. Crescimento de plantulas - Foram utilizadas quatro repeticdes de 20 sementes,
semeadas equidistantemente sobre duas folhas de papel germitest, umedecido com 4gua
destilada na proporc¢do de 2,5 vezes o peso do papel seco (NAKAGAWA, 1999). As sementes
foram colocadas para germinar, em rolos de papéis umedecidos, e mantidas em germinador, a
25 °C, por trés dias. As plantulas foram escaneadas e, com o auxilio do Software VigorS®,
foram mensurados o comprimento de raiz e de parte aérea. Os dados de comprimento,
juntamente com os de germinagdo, foram utilizados para o cédlculo de indice Vigor Corrigido
(VC) (MEDEIROS; PEREIRA, 2018), obtido por meio do pacote SeedCalc do programa R
(SILVA et al., 2019).

2.5. Massa seca de plantulas - As mesmas plantulas utilizadas para a determinacgdo do
comprimento foram utilizadas para a obtencdo da massa seca de plantulas. A massa seca foi
obtida apds a secagem das plantulas em estufa com circulagdo de ar forcada, a 70 °C por 72
horas.

2.6. Indice de Velocidade de Emergéncia - Quatro repeti¢cdes de 50 sementes foram
semeadas em bandejas de poliestireno contendo dois litros de areia como substrato. O substrato
foi inicialmente umedecido até atingir 80% da capacidade de reten¢do de 4gua e irrigado
diariamente. Foram realizadas contagens didrias do nimero de plantulas emergidas até o 12°
dia ap6s a semeadura. Os dados das contagens foram utilizados para a obtencio do indice de
velocidade de emergéncia, conforme proposto por Maguire (1962).

2.7. Condutividade Elétrica - Quatro repeticoes de 50 sementes foram pesadas e
colocadas em copos plésticos contendo 75 mL de dgua destilada, sendo mantidos em BOD a 25
°C, durante 24 horas (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). Apés esse periodo, foi determinada
a condutividade elétrica da solug¢do, utilizando-se condutivimetro modelo DIGIMED-DM 32.

2.8. Teor de Oleo e de Proteina Total - Foram utilizadas trés repeticdes de 50 sementes
cada. As sementes foram liofilizadas e trituradas em moinho de facas, sendo retirada uma
aliquota de 10 g do po da semente triturada por amostra. Os teores de dleo e de proteina total
foram determinados por espectroscopia no infravermelho préximo (NIR), por meio do
Equipamento Analisador FT-NIR, Thermo Scientific, modelo Antaris II.

2.9. Contetido de Proteina Soluvel - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 10 sementes
cada. As sementes foram embebidas por 16 horas. Os tegumentos foram retirados € os embrides
das sementes liofilizados € moidos em moinho de bolas para obtencdo de pd fino. Uma

subamostra de 100 mg do material moido foi utilizada para cada uma das repeticdes de cada
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tratamento. A determinagdo do teor de proteina soldvel foi realizada conforme a metodologia
descrita por Bradford (1976), utilizando-se BSA como padrdo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm.

2.10. Contetido de Malonaldeido (MDA) - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 10
sementes por tratamento. Para o preparo das amostras, as sementes foram embebidas por 16
horas, os tegumentos retirados e os embrides liofilizados e moidos em moinho de bolas para
obtencdo de p6 fino. Utilizou-se 200 mg do material moido por amostra. A cada amostra foram
adicionados 1,8 mL de 4cido tricloroacético (TCA 0,1%, p/v), seguido de homogeneizacao. O
homogeneizado foi centrifugado a 19.000 g, durante 15 min., a 4 °C. Apds este procedimento,
500 pL do sobrenadante foi coletado e adicionado a 1,5 mL de solucdo de acido tiobarbituirico
(TBA 0,5% em TCA 20%). Para composi¢ao do 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,
sob agitacdo (CAKMAK; HORST, 1991). Apés este periodo, efetuou-se banho de gelo, para
parar a reacdo. Foram retiradas aliquotas de 250 pL e realizadas leituras em espectrofotdmetro
nos comprimentos de onda de 532 nm e 600 nm. Os calculos da concentracdo de MDA foram
realizados de acordo com Heath e Packer (1968), utilizando-se o coeficiente de extingdo molar
de 155 mM™! cm™!.

2.11. Teor de Acidos Graxos - O teor dos dcidos graxos estedrico, palmitico, oleico,
linoleico e linolénico na fracdo de 6leo da soja foi determinado por cromatografia gasosa.
Foram utilizadas 10 sementes por tratamento, sendo realizadas trés repeticdes por tratamento.
As sementes foram liofilizadas e trituradas em moinho de facas, sendo 150 mg do material
moido utilizado por amostra. As amostras foram colocadas em microtubos, onde foram
adicionados 1 mL de hexano, e mantidas a 4 °C por 16 h. Apods esse periodo, a fracdo lipidica
foi vertida em tubos e o solvente foi evaporado por borbulhamento de N2. Para obten¢ao de
ésteres metilicos, foi utilizada a metodologia descrita por Jham et al. (1982). Apds o preparo
das amostras, aliquotas foram injetadas em cromatografo a gids CG-17A, equipado com
amostrador automdtico (Shimadzu, modelo AOC-17) e integrador (Shimadzu, modelo C-R7A).
A coluna capilar Carbowax (30m x 0,32mm) foi mantida a 225 °C, com temperatura do injetor
e detector sendo 245 °C e 280 °C, respectivamente. O gds nitrogénio foi utilizado como
portador, na vazao de 1,1 mL min’!.

2.12. Analise estatistica - O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, em esquema fatorial 6 x 3, sendo seis genotipos e trés tipos de envelhecimento:
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sementes ndo envelhecidas (recém-colhidas), envelhecidas naturalmente (armazenadas durante
oito meses), e envelhecidas artificialmente (em BOD, a 41 °C e 100% UR, por 96 horas). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (p < 0,05). Para verificar o desempenho dos genétipos e as relacdes entre as varidveis
fisiolégicas e bioquimicas, os dados obtidos da avaliacdo fisiolégica e da composi¢dao
bioquimica das sementes foram submetidos a andlise de componentes principais (PCA). Foram
ainda obtidos os coeficientes de correlacao de Pearson, cuja significancia foi avaliada pelo teste

t (p <0,05). O programa R 4.0.0 (R CORE TEAM, 2020) foi utilizado para a execugao destas

analises.

3. RESULTADOS

O grau de umidade inicial das sementes foi de 11,8 + 0,9 %. Apds o armazenamento, as
sementes apresentaram teor de dgua de 11,46 + 0,8 %, e subsequente ao envelhecimento
artificial, atingiram a umidade de 30,2 £ 2,5 %. No momento da execucao dos testes, a umidade

das sementes foi de 11,69 + 0,62 %.

A qualidade fisiolégica das sementes foi reduzida apds o envelhecimento natural e

artificial (Figura 1).
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Figura 1. Germinagéo (G), envelhecimento acelerado (EA), massa seca de plantulas (MSP), vigor corrigido (VC),
indice de velocidade de emergéncia (IVE) e condutividade elétrica (CE), em sementes de soja ap6s serem colhidas
(inicial) e submetidas ao envelhecimento natural, armazenamento por oito meses (8 meses), e artificial,
envelhecimento por 96 horas (96 h EA). *** Médias seguidas pela mesma letra maidscula, comparando-se o
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periodo inicial e os envelhecimentos, e mindscula, comparando-se os genétipos em cada ambiente, ndo diferem
entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Ap6s o armazenamento por oito meses, as sementes da cultivar GEN1 nao tiveram
queda de germinacdo, em relagdo a condi¢do inicial, diferentemente das demais cultivares
(Figura 1). As sementes da cultivar GEN2 mantiveram o vigor elevado apds serem
armazenadas, conforme observado pelo teste de EA. O IVE ndo diferiu entre a condi¢ao inicial
e apOs o armazenamento, para as sementes das cultivares GEN1, GEN2, GEN4 e GENS. Ainda,
a CE das sementes na condi¢do inicial foi similar as armazenadas para todas as cultivares. No
entanto, o VC foi drasticamente reduzido em todos as cultivares, evidenciando reducdo do
desempenho das plantulas e, consequentemente, queda no vigor das sementes apds o
armazenamento.

Houve diferenca de desempenho entre as cultivares apds o envelhecimento natural das
sementes (Figura 1). Todas as cultivares apresentaram alta qualidade fisiol6gica das sementes
quando recém-colhidas. No entanto, apds serem submetidas ao armazenamento, as sementes da
cultivar GEN1 apresentaram menor reducdo da qualidade fisiolégica, enquanto as sementes da
cultivar GENG apresentaram redu¢do mais dréstica.

ApOs serem submetidas ao envelhecimento artificial, houve redu¢do na germinacdo e
no vigor das sementes, com queda nos parametros de G, EA, MSP, VC, IVE e aumento da CE
das sementes de todas as cultivares (Figura 1).

O desempenho das sementes de algumas cultivares foi similar quando foram submetidas
ao envelhecimento artificial e natural. Nao houve diferenca na germinacao das sementes entre
o envelhecimento natural e artificial para as cultivares GEN3, GEN4, GENS5 e GEN6. Da
mesma forma, apods o teste de EA, as sementes das cultivares GEN3 e GENG6 apresentaram igual
desempenho quando submetidas aos dois tipos de envelhecimento. Houve, ainda, reducdo de
MSP na mesma proporg¢ado para as cultivares GEN1, GEN2 e GEN4 e diminui¢do do VC em
igual intensidade para GEN2, GEN3 e GEN4. Entretanto, o envelhecimento artificial propiciou
maior aumento de CE e redu¢do mais acentuada no IVE nas sementes de todos os cultivares,
em comparagdo as armazenadas (Figura 1). Desta forma, sugere-se que os dois processos de
envelhecimento ocorrem por mecanismos distintos.

Por meio da andlise de componentes principais (PCA), foi constatado, ainda, nitida
diferen¢a de qualidade fisiol6gica das sementes recém-colhidas, envelhecidas artificialmente e

armazenadas (Figura 2A).
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Figura 2. Biplot da andlise de componentes principais (A) e contribuigcdo das varidveis fisiolégicas para a andlise
de PCA (B) de sementes de soja recém-colhidas (em roxo) e submetidas ao envelhecimento natural (em verde) e
artificial (em laranja). VC = vigor corrigido; MSP = massa seca de plantulas; G = germinag¢ao; CE = condutividade
elétrica; IVE = indice de velocidade de emergéncia; EA = envelhecimento acelerado.

Mais de 90% da variacdo total dos dados fisioldgicos foi explicada pelos dois
primeiros componentes (Figura 2A), sendo VC, MSP, G e CE as varidveis fisiologicas que
mais contribuiram para a diferenciagdo dos tratamentos (Figura 2B).

As cultivares foram agrupadas de acordo com o tipo de envelhecimento a que foram
submetidas, exceto a cultivar GEN6 ap6és o armazenamento por oito meses, que teve
comportamento atipico, estando mais similar as cultivares que foram submetidas ao
envelhecimento artificial por 96 horas (Figura 2A). As sementes envelhecidas por 96 horas e
a cultivar GEN6 apds o armazenamento apresentaram maiores valores de CE (Figura 2A).
Para o agrupamento das cultivares armazenadas por oito meses, o IVE foi a variavel mais
importante (Figura 2A).

A fim de investigar o efeito da composicdo bioquimica das sementes na qualidade
fisioldgica e na tolerancia a deterioragdo durante o envelhecimento natural e artificial, foram
analisados o teor de proteina total, 6leo, proteina solivel, conteido de malonaldeido (MDA)
(Figura 3) e as fracdes dos dcidos graxos: palmitico, estedrico, oleico, linoleico e linolénico das

sementes das diferentes cultivares de soja (Figura 4).
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Figura 3. Teores de proteina total (Prot_Total), proteina solivel (Prot_Solivel), 6leo e malonaldeido (MDA), em
sementes de soja apds serem colhidas (inicial) e submetidas ao envelhecimento natural, armazenamento por oito
meses (8 meses), e artificial, envelhecimento por 96 horas (96 h EA). *** Médias seguidas pela mesma letra
maidscula, comparando-se o periodo inicial e os envelhecimentos, e mintscula, comparando-se os gendtipos em
cada ambiente, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Para as varidveis proteina total, proteina soluvel e MDA houve interacdo significativa
entre as cultivares e os envelhecimentos. No entanto, para as variaveis teor de dleo e contetido
de 4cidos graxos, esta interagdo ndo foi significativa.

Houve reducdo no teor de proteina total apenas para as sementes das cultivares GEN2 e
GENG6 ap6s o envelhecimento artificial. No entanto, foi observada reducdo acentuada no
conteddo de proteina soluivel para todas as cultivares apds o armazenamento. As sementes da
cultivar GEN6 foram as que apresentaram o menor teor de proteina total € o menor contetido
de proteina soldvel, inicial e apds o envelhecimento artificial. O envelhecimento das sementes
promoveu aumento do teor de 6leo para todos os genétipos, sendo maior nas sementes da
cultivar GEN6. Houve reducdo no contetido de MDA das sementes das cultivares GENS e
GENG, ap6s o envelhecimento artificial, e nas sementes das cultivares GEN1, GEN3, GENS e
GENG6 apds o armazenamento (Figura 3).

As sementes das cultivares GEN1 e GEN3 apresentaram as maiores proporcoes de
acido oleico e as menores dos &dcidos linoleico e linolénico (Figura 4). Por outro lado, as

sementes da cultivar GEN6 apresentaram o maior teor de dacido linoleico (Figura 4).
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Figura 4. Teores de dcido graxo estedrico, palmitico, oleico, linoleico e linolénico em sementes de cultivares de
soja recém-colhidas e submetidas ao envelhecimento artificial e natural. *** Nao houve diferenca estatistica entre
as sementes no periodo inicial, apds o armazenamento (8 meses) e apds o envelhecimento artificialmente (96 h de
EA) para nenhuma cultivar. Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade.

Por meio da andlise de PCA, utilizando-se todas as varidveis (fisiologicas e
bioquimicas), foi constatado que o teor de &4cido graxo oleico foi a varidvel de maior
importancia para explicar as diferencas entre os tratamentos, seguidas das varidveis VC, G,
IVE, MSP, EA, 4cido linolénico, CE e proteina solivel. Foi também evidente a distin¢do entre
as sementes recém-colhidas e envelhecidas, mas ndo foi nitida a distin¢do entre as sementes

envelhecidas natural e artificialmente (Figura 5).
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Figura 5. Andlise de componentes principais (A) e de contribuicdo das varidveis (B) para verificar a relacéo entre
as varidveis fisioldgicas e bioquimicas e o desempenho de sementes de soja recém-colhidas (em roxo) e submetidas
ao envelhecimento natural (em verde) e artificial (em laranja).
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Para verificar a relagdo entre as varidveis bioquimicas e fisioldgicas, foram analisados
conjuntamente os dados das sementes recém-colhidas e envelhecidas natural e artificialmente

(Figura 6A) e separadamente apenas das sementes recém-colhidas (Figura 6B), envelhecidas

natural (Figura 6C) e artificialmente (Figura 6D).
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Figura 6. Correlagdo entre as varidveis fisiolgicas e composicdo bioquimica de sementes de soja: sementes
recém-colhidas e envelhecidas natural e artificialmente (A); sementes recém-colhidas (B); sementes submetidas
ao armazenamento (C); e sementes submetidas ao envelhecimento artificial (D).

Considerando apenas as correlagdes significativas de alta magnitude (>80%), houve

correlagdo positiva entre as varidveis G, MSP e VC; VC e MSP; MDA e proteina soltvel e
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negativa entre IVE e CE; e 4cido oleico e os dcidos graxos linoleico e linolénico, quando
analisadas conjuntamente as sementes recém-colhidas e envelhecidas natural e artificialmente
(Figura 6A).

Para as sementes recém-colhidas (Figura 6B), observou-se que quanto maior a
propor¢do de 4cido oleico e quanto menor a proporcdo de 6leo e dos dcidos linoleico e
linolénico, maior € a germinagdo e o vigor das sementes, constatado pelo teste de EA.

Considerando as sementes mantidas sob armazenamento por oito meses, envelhecidas
naturalmente, houve correlacao negativa entre os teores do dcido oleico com os 4cidos linoleico
e linolénico (Figura 6C). O envelhecimento artificial por 96 horas, no entanto, evidenciou
correlagdo negativa e significativa apenas entre os teores de dcido oleico e linolénico e, em
adicional, mostrou correlagdo positiva entre a CE e o 4cido linoleico; e negativa entre a proteina

solivel e CE (Figura 6D).

4. DISCUSSAO

O teor de dgua das sementes recém-cohidas e envelhecidas natural e artificialmente, no
momento da execu¢do dos testes, estava em torno de 12%. A uniformidade deste parametro é
importante para que nao haja interferéncia nos resultados obtidos, ja que o teor de dgua afeta o
metabolismo das sementes (RAVENEAU et al., 2017).

No presente estudo, houve diferenca de desempenho entre as cultivares apds o
armazenamento, sendo que as sementes da cultivar GENI1 apresentaram menor reducdo
enquanto as da cultivar GEN6 apresentaram a maior redu¢do na qualidade fisioldgica (Figura
1). Esse comportamento distinto entre as cultivares pode estar relacionado as suas diferengas
genotipicas, uma vez que a longevidade das sementes durante o armazenamento é controlada
geneticamente (SANO et al., 2016). No entanto, o potencial de armazenabilidade das sementes
€ também influenciado pela sua qualidade inicial, histérico, conteido de dgua e composicao
bioquimica, bem como pelos agentes bidticos, umidade, temperatura e duragdo do
armazenamento (SINGH et al., 2017).

Neste trabalho, as sementes foram armazenadas sob condi¢ao ndo refrigerada, em que a
temperatura variou de 8,8 a 30,7 °C e aumidade relativa do ambiente de 50 a 92%, tendo médias
altas de temperatura e umidade nos meses de novembro e dezembro. Quando as sementes sdo

armazenadas em ambientes com umidade elevada, elas absorvem dgua, aumentam o grau de
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umidade em seu interior, o que leva ao aumento da atividade de enzimas hidroliticas, da
respiragdo e da propor¢do de 4dcidos graxos livres (SINGH et al., 2017). Temperaturas elevadas
também promovem aumentos nas taxas metabdlicas e nas reagdes enzimaticas, acelerando o
processo de deterioracdo (SINGH et al.,, 2017). O armazenamento inadequado, sob altas
temperaturas e/ou alta umidade relativa, pode promover a elevaciao da temperatura da massa de
sementes, aumento de acidez, intensificacio da respiracdo, degradacdo das reservas, alteracao
das fracdes dos dcidos graxos, decomposi¢ao de membranas, peroxidagdo dos lipideos, dentre
outros fatores (BEWLEY et al., 2013; SIMIC et al., 2007; SINGH et al., 2017), que culminam
em perda de vigor e da capacidade germinativa das sementes (Figura 1).

Além das condi¢des ndo ideais de armazenamento, o envelhecimento artificial também
promove reducdo na qualidade fisiolégica das sementes. NOs observamos que, quando
submetidas ao envelhecimento artificial, as sementes também apresentaram reducio no vigor
(Figura 1). O envelhecimento artificial, também conhecido como envelhecimento acelerado,
baseia-se na aplicacdo de altas temperatura e umidade as sementes, promovendo rapida
deterioragdo (DELOUCHE; BASKIN, 1973), sendo possivel, subsequentemente, a inferéncia
sobre o vigor e a capacidade de armazenamento das sementes.

Nesta pesquisa, as sementes foram envelhecidas sob temperatura de 41°C e UR 100%,
pelo periodo de 96 horas. Testes preliminares constataram que o tempo de 96 horas de
envelhecimento artificial apresentou alta correlacdo com os resultados obtidos apds oito meses
de armazenamento. Freitas et al. (2006) também encontraram alta correlacdo entre o
envelhecimento artificial a 41 °C por 96 horas e o desempenho de sementes de algodao em
armazenamento superior a 10 meses.

Para algumas varidveis avaliadas no presente trabalho, as sementes de algumas
cultivares apresentaram o mesmo desempenho quando submetidas ao envelhecimento natural
e artificial (Figura 1). No entanto, por meio dos testes de CE e IVE, foi possivel observar
diferengas entre os dois tipos de envelhecimentos. Apds o envelhecimento artificial, as
sementes de todas as cultivares apresentaram acentuado aumento na condutividade elétrica e
maior decréscimo no IVE, quando comparado ao armazenamento.

A andlise de PCA realizada com os dados das variaveis fisiologicas, também
evidenciou nitida distin¢do entre o envelhecimento natural e artificial (Figura 2A). Por meio
desta andlise, evidenciamos que as cultivares se agruparam de acordo com o tipo de

envelhecimento a que foram submetidas e que a cultivar GEN6, ap6s o armazenamento por
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oito meses, teve comportamento atipico, estando similar as cultivares que foram submetidas
ao envelhecimento artificial por 96 horas. Conforme constatado pelos teste de CE, IVE
(Figura 1) e pela analise de PCA (Figura 2A), evidenciamos que o envelhecimento artificial
foi mais dréstico que o envelhecimento natural. Portanto, para as sementes da cultivar GEN6
o processo de deterioracdo foi mais drastico durante o armazenamento, comparado as demais
cultivares.

As sementes envelhecidas por 96 horas e a cultivar GEN6 apds o armazenamento
apresentaram maiores valores de CE. O teste de CE evidencia o grau de estruturacdo das
membranas celulares durante o processo de embebicdo (BEWLEY et al., 2013). Desta forma,
quanto maior a CE, ou seja, quanto maior a lixiviagdo de exsudatos das sementes, menor € o
grau de integridade das membranas, podendo indicar a ocorréncia de deteriora¢do e,
consequentemente, menor vigor das sementes (PRIESTLEY; LEOPOLD, 1979). A grande
influéncia da CE para a cultivar GEN6 apos o armazenamento pode ser indicativa da maior
sensibilidade desta cultivar a deterioracdo, com reducdo da integridade das membranas
celulares, que pode justificar o pior desempenho das sementes no armazenamento e apds o
envelhecimento artificial. O aumento da CE est4 relacionado a peroxidagdo de lipidios de
membranas, apontado como o principal mecanismo de deterioracdo de sementes oleaginosas
(MCDONALD, 1999; VIJAYAKUMAR et al., 2019).

Além disso, o IVE foi a variavel mais importante para o agrupamento das cultivares
armazenadas por oito meses (Figura 2A), demonstrando que, mesmo com a redugdo da
qualidade fisioldgica dessas sementes, a alta velocidade de emergéncia das plantulas aponta
maior qualidade fisiologica comparado as sementes envelhecidas artificialmente.

Os resultados dos testes de avaliagao da qualidade fisioldgica das sementes e a analise
de PCA nos leva a inferir que, embora haja grande similaridade entre os dois envelhecimentos,
o envelhecimento artificial e o natural sdo incitados por mecanismos distintos. As sementes
apoOs o armazenamento apresentaram umidade de 11,46 + 0,8 %, enquanto sob envelhecimento
artificial atingiram teor de agua de 30,2 + 2,5 %. Essa alta umidade atingida pelas sementes,
em combinacao com a alta temperatura do ambiente por subsequentes horas (96 h), favorece
a intensificacao da respiracao, propiciando o acumulo de espécies reativas de oxigé€nio, que
acarreta reacOes deletérias e promove a desestabilizacdo de membranas e o aumento do grau
e velocidade dos processos de deterioragdo (BEWLEY et al., 2013; XIN et al., 2014). Desta

forma, observamos que o envelhecimento artificial promoveu danos as membranas das
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sementes, que culminou com o aumento da CE e reducdo do IVE, que ndo foram observados
nas sementes apos o armazenamento (Figura 1).

Apesar de o envelhecimento artificial das sementes ser utilizado para predicdo do
desempenho durante o envelhecimento natural, ainda permanece incerto o quanto esses dois
processos de envelhecimento se assemelham (RAJJOU et al., 2008). Priestley e Leopold
(1980) e Shaban (2013) citam que os envelhecimentos natural e artificial ndo acontecem na
mesma ordem e magnitude. Machado Neto et al. (2001) discutem que padrdes de degradacao
de proteinas no envelhecimento artificial e natural sdo provavelmente incitados por diferentes
mecanismos fisiologicos. Freitas et al. (2006) descrevem que ndo foi possivel estabelecer
correlagdo entre o envelhecimento natural e artificial para as alteracdes no contetdo de
lipidios e na atividade da lipoxigenase em sementes de algoddo. Por outro lado, Sung (1996)
afirma que ambos os envelhecimentos afetam a peroxida¢do de lipidios e a inibicdo da
atividade de enzimas. Rajjou et al. (2008) também evidenciam diversos eventos moleculares
similares entre ambos os tipos de envelhecimentos. No entanto, independente da intensidade
e do modo de agdo, tanto o envelhecimento artificial como o natural promovem deterioragao,
0 que culmina em reducdo da viabilidade e do vigor das sementes (FREITAS et al., 2006;
MACHADO NETO et al., 2001; RAJJOU et al., 2008), conforme foi evidenciado neste
trabalho (Figura 1).

O processo de deterioracdo das sementes, seja ele incitado pelo envelhecimento natural
ou artificial, estd associado as condicdes as quais as sementes sdo expostas e a genética que elas
apresentam, sendo a composi¢do bioquimica um dos fatores que mais afeta a qualidade e a
longevidade das sementes (SANO et al., 2016; SHABAN et al., 2013; TRIPATHI; KHARE,
2016).

Constatamos que existe variagdo na composi¢cao bioquimica entre as cultivares de soja
e que esta variacdo pode explicar as diferencas de desempenho entre as cultivares, seja quando
recém-colhidas, ou envelhecidos natural e artificialmente (Figuras 3, 4, 5 e 6). As sementes da
cultivar GEN6, que apresentaram o pior desempenho apds o armazenamento (Figura 1),
continham o menor teor de proteina total e de proteina solivel antes de serem envelhecidas.

Além disso, observamos que as proteinas soltiveis sdo bastante propensas a degradacao
durante o envelhecimento. Enquanto o teor de proteina total foi reduzido apenas para as
cultivares GEN2 e GENG6, quando sob envelhecimento artificial, houve redug@o acentuada nos

niveis de proteina soltvel para todas as cultivares apds o armazenamento e para a cultivar GEN6
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apo6s o envelhecimento artificial (Figura 4). A reducdo no conteido de proteina solivel pode
ser atribuida a reacdo de Amadori e Maillard, que tem como consequéncia a agregacdo e perda
da solubilidade de proteinas soluveis, conforme resultados obtidos por Castellion et al. (2010).
Estes autores encontraram reducdo no teor de proteina soldvel apds o armazenamento de
sementes de quinoa e atribuiram a maior longevidade das sementes de alguns genétipos durante
o envelhecimento natural ao maior teor de proteina solivel nas sementes recém-colhidas.
Assim, foi sugerida uma correlagdo entre a estabilidade das proteinas e a vida ttil das sementes.
Mathias et al. (2019) também ressaltam que o contetido de proteina soldvel pode ser utilizado
como indicador de qualidade fisiol6gica das sementes de soja.

Notamos que, enquanto o teor de proteina soluvel foi drasticamente reduzido nas
sementes apds 0 armazenamento, houve manutengdo de niveis elevados apds o envelhecimento
artificial, para a maioria das cultivares (Figura 3). Isso pode estar ligado & maior taxa metabdlica
das sementes durante o processo de envelhecimento artificial. Nesta condi¢do, as sementes
foram mantidas sob elevada temperatura e umidade relativa (41 °C e 100% UR por 96 horas) e
atingiram umidade aproximada de 30%. Possivelmente, o elevado teor de dgua favoreceu a
intensificacdo do metabolismo, com sintese de proteinas, incluindo enzimas de mobilizacdo de
reservas e ligadas aos mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo, 0 que nio ocorreu
durante o envelhecimento natural, em que as sementes possuiam reduzido teor de 4gua
(aproximadamente 12%). Neste caso, as taxas metabdlicas sdo bastante reduzidas (BEWLEY
et al., 2013) e, diferentemente do envelhecimento artificial, durante o armazenamento
predominam os processos de deterioracao ligados a oxidacdo de dcidos graxos (SINGH et al.,
2017) e a degradacio de proteinas por meio das reacdes de Amadori e Maillard (CASTELLION
et al., 2010).

Constatamos que houve aumento no teor de 6leo com o envelhecimento e que a cultivar
GENG6 apresentou a maior propor¢do de 6leo em relacdo as demais cultivares (Figura 3).
Embora nao seja esperado o aumento do teor de 6leo com o envelhecimento das sementes,
Priestley e Leopold (1979) também encontraram resultados semelhantes em sementes de soja.
O teor de 6leo é inversamente proporcional a germinagado e ao vigor (Figura 6B), o que pode
também justificar o pior desempenho das sementes de GEN6, em relagdo as demais cultivares.

ApO6s o envelhecimento natural e artificial, evidenciamos que o conteido de MDA das
sementes se manteve igual ou sofreu reducdo em relacdo as sementes antes do envelhecimento

(Figura 3). O MDA ¢ um produto secundério, gerado com a oxidacao dos acidos graxos poli-
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insaturados, cuja determinac¢do, em amostras bioldgicas, € indicativa do grau de estresse
oxidativo (LIMA; ABDALLA, 2001). Por ser um produto originado da peroxidacao lipidica,
espera-se que haja aumento da sua produg@o com o envelhecimento das sementes. No entanto,
neste trabalho, nao foi constatado o incremento no MDA com o envelhecimento. Ataide et al.
(2012), que também encontraram reducdo de MDA em sementes de Pterogyne nitens apos 72
horas de envelhecimento, justificam esta queda por duas razdes, possiveis: morte das células e
consequente degradacdo do composto, e a¢do de enzimas do complexo antioxidativo, que tem
sua atividade aumentada sob estresse oxidativo e que atuam em a¢@o contraria a peroxidacgao.

Embora tenhamos encontrado resultados conflitantes para o teor de 6leo e contetdo de
MDA, a andlise de contribui¢do das varidveis para a PCA com os dados de todo o experimento
mostra que estas caracteristicas nao tiveram grande importincia para a diferenciacdo dos
tratamentos (Figura 5B). Ambas as varidveis tiveram importancia menor que a importancia
média ao considerar todas as varidveis.

Evidenciamos que as cultivares GEN1 e GEN3, que tiveram pouca reducio da qualidade
fisiolégica das sementes apOs o envelhecimento natural e artificial (Figura 1), apresentaram as
maiores proporcoes de dcido oleico e as menores dos dcidos linoleico e linolénico (Figura 4).
Por outro lado, as sementes da cultivar GEN6 apresentaram o maior teor de dcido linoleico
(Figura 4) e a maior reducdo na qualidade fisiologica apds ambos os envelhecimentos (Figura
1).

As sementes de soja apresentam em média cerca de 20% de 6leo em sua constituicao,
sendo o 6leo composto principalmente pelos dcidos graxos palmitico (16:0), estedrico (18:0),
oleico (18:1), linoleico (18:2) e linolénico (18:3). A porcentagem desses cinco dcidos graxos
no 6leo de soja sdo, em média, 10%, 4%, 18%, 55% e 13%, respectivamente (CLEMENTE;
CAHOON, 2009), mas existe variacdo de concentracdo entre variedades comerciais
(TAMAGNO et al., 2020), conforme também observado no presente trabalho (Figura 4). A
composi¢do de 4cidos graxos € o fator mais importante para determinar a susceptibilidade do
6leo a oxidacdo (MORELLO et al., 2004), sendo que o grau de insaturacdo dos acidos graxos
tem influéncia significativa na sua degradacdo (PRIESTLEY, 1986). Trabalhos anteriores
evidenciaram que a viabilidade de sementes de soja no armazenamento estd associada a
oxidagdo de dcido graxos insaturados, principalmente a do 4cido linoleico (TATIC et al., 2012).

As andlises das correlagdes deste trabalho apontam para relagdo inversa entre o acido

graxo oleico e os acidos graxos linoleico e linolénico (Figura 6). Os 4cidos linoleico e linolénico
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destacam-se como 0s mais susceptiveis a degradacdo oxidativa enzimética e ndo enzimatica
(SINGH et al., 2017) e, portanto, as sementes que apresentaram maiores proporc¢oes destes
dcidos graxos, apresentaram, também, maior propensdo a deterioragdo. Oliveira et al. (2006)
constataram que o baixo teor de dcido linolénico presente na fracdo 6leo da semente de soja
favorece a producdo de sementes de melhor qualidade. Wang et al. (2019), trabalhando com
sementes de amendoim, evidenciaram que as sementes com maior teor de acido oleico
apresentaram menor reducio da qualidade fisiol6gica durante o armazenamento.

As sementes oleaginosas, de modo geral, apresentam baixa longevidade e podem sofrer
intensa deterioracdo com o envelhecimento. A soja estd entre as oleaginosas cujas sementes
mais deterioram durante o armazenamento (NAIK et al., 2019; SHELAR et al., 2008), o que
pode estar associado ao seu alto teor de dcido graxo linoleico, que, conforme dados obtidos com
o presente trabalho, tem relacdo inversa com o potencial de germinagdo e o vigor das sementes.

Enquanto alto teor de proteina soluvel pode ser indicador de manutengao da qualidade
fisiologica em sementes envelhecidas de soja (MATHIAS et al., 2019), alta CE evidencia
maior grau de deterioragcdo e menor vigor das sementes (BEWLEY et al., 2013). O aumento
da CE pode ser consequéncia da peroxida¢ao dos acidos graxos insaturados, como o acido
linoleico, presente nas membranas (SINGH et al., 2017), o que pode justificar a correlagao

positiva entre o teor de 4cido linoleico e os valores de CE (Figura 6).

5. CONCLUSOES

A qualidade fisioldgica das sementes de soja € reduzida com o envelhecimento natural
e artificial. No entanto, o processo de deterioracdo se dd por mecanismos distintos nestas
condic¢des, sendo a reducdo da qualidade das sementes mais drdstica com o envelhecimento
artificial.

A composicao bioquimica das sementes, que estd estritamente associada a sua qualidade
fisiolégica e ao seu potencial de armazenamento, € alterada pelo envelhecimento natural e
artificial.

O teor de 6leo, associado a composicao dos 4cidos graxos, leva a maior ou menor
suscetibilidade a deterioracdo das sementes durante o envelhecimento. Quanto maior o
conteddo de dcido graxo oleico e de proteina solivel, e menor o de dcido graxo linoleico e

linol€énico, maior € a qualidade fisiologica e o potencial de armazenamento das sementes de
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soja.
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Tabela 1. Germinagdo (G), Envelhecimento Acelerado (EA), Vigor Corrigido (VC), Massa Seca de Plantulas (MSP), Indice de Velocidade de Germinacao (IVE) e Condutividade
Elétrica (CE) de sementes de cultivares de soja recém-colhidas (inicial) e submetidas ao envelhecimento natural (8 meses) e artificial (96 h EA) V.

G (%) EA (%) MSP (mg planta™) vC IVE CE (mS cm! g")

Gendtipos Inicial 8 Meses 96 h EA Inicial 8 Meses 96 h EA Inicial 8 Meses 96 h EA Inicial 8 Meses 96 h EA Inicial 8 Meses 96 EA  Inicial 8 Meses 96 h EA
GEN1 96Aa 92Aa 75Ba  97Aa 82Ba  54Cab 25,86Aa 16,93Ba 12,83Ba  800,12Aa 49290Ba  331,12Ca 11,50Aa 11,99Aa 7,75Ba 81,76Bab 83,85Bb  119,70Ac
GEN2 92Aa 72Bb 58Cb 86Aab 85Aa 38Bc 20,57Aa 11,26Ba 9,27Bb  773,58Aab 288,96Bbc 218,71Bbc  8,87Abc 9,17Aab 545Bbc 94,89Ba 96,13Bab  145,26Aa
GEN3 98Aa 75Bb  69Bab  96Aa 45Bc  54Bab 22,40Aa 11,11Ba 7,54Cb 781,84Aab 24446Bc 234,29Bbc  9,56Abc 8,24Babc 6,40Cab 64,44Bb 78,28Bb  114,66Ac
GEN4 89Aa 74Bb  70Bab 83Ab 76Aa 62Ba 2326Aa 11,06Ba 8,89Bb  665,51Ac 363,89Bb 295,77Bab  9,05Ac 9,87Abc 6,09Bab 79,35Bab 95,84ABab 110,11Ac
GENS5 88Aa 60Bc  65Bab 85Aab 57Bb 39Cc 24,44Aa 11,75Ba  8,86Cb 697,59Abc 321,11Bbc 245,35Cabc  9,61Abc 9,71Abc 6,34Bab 73,05Bab  84,19Bb  123,63Abc
GENG6 90Aa  65Bbc 61Bb  82Ab 45Bc  49Bbc 26,37Aa 12,08Ba 8,21Cb 718,20Aabc 278,00Bbc 197,75Cc 10,25Aab  6,88Bc  4,60Cc  96,30Ba 118,02Ba  176,16Aa
CvV 7,56% 8,30% 17,35% 9,85% 8,18% 11,05%

I/ Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha, comparando os ambientes (inicial, 8 meses e 96 h EA), e mintiscula na coluna, comparando os gendtipos em cada ambiente, nio diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2. Teores de proteina total, proteina solivel, de 6leo e de malonaldeido (MDA) em sementes de cultivares de soja recém-colhidas (inicial) e submetidas ao envelhecimento
natural (8 meses) e artificial (96 h EA) V.

Proteina Total (%) Proteina Solivel (mg g') Oleo (%) MDA (nmol g'' MS)
Genétipo Inicial 8 Meses 96 h EA Inicial 8 Meses 96 h EA Inicial 8 Meses 96 h EA Total Inicial 8 Meses 96 h EA
GEN1 32,43Ab 3435Aabc  3441Aa  22,63Aab  7,39Ba  2228Aa 16,13 17,34 18,49 17,32abc 39,91Ab  34,02Bab  4320Aa
GEN2 31,58Ab 3345Abc  3043Bbc  2547Aa  7,39Ba  2374Aa 16,71 16,78 14,18 15.89c  4330Aab  3894Aa 41,77Aa
GEN3 33,62Aab 34,83Aabc  34,14Aa  26,62Aa  11,52Ba 27.87Aa 16,07 1691 17,78 16,92bc  43,53Aab  35,15Bab  43,60Aa
GEN4 35,70Aa 36,57Aa 3444Aa  2439Aa  795Ba  2331Aa 17,07 18,76 18,24 18,03ab  4351Aab  39,34Aa 42,76Aa
GENS 33,179Aab  3587Aab  32,95Aab  27.82Aa  7,07Ba  2575Aa 17,17 18,20 17,05 1747abc  47,82Aa  31,56Cb 42,30Ba
GEN6 32,00Ab 32,81Ac¢ 29,14Bc  17,66Ab  12,66Ba  11,52Bb 17,29 20,70 19,02 19.07a  43,59Aab 37,11Bab  39,83ABa
Total 16,73B 18,11A 1747 AB
CV (%) 3,35 14,53 8,42 6,72

I Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha, comparando os ambientes (inicial, 8 meses e 96 h EA), e mindscula na coluna, comparando os genétipos em cada ambiente, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Teores de dcidos graxos palmitico, estedrico, oleico, linoleico e linolénico em sementes de cultivares de soja recém-colhidas (inicial) e submetidas ao envelhecimento
natural (8 meses) e artificial (96 h EA)".

Genétipo Palmitico (%) Estearico (%) Oleico (%) Linoleico (%) Linolénico (%)

Inicial 8 Meses 96 hEA Total Inicial 8 Meses 96 hEA Total Inicial 8 Meses 96 hEA Total Inicial 8 Meses 96hEA  Total Inicial 8 Meses 96 hEA Total
GEN1 9,55 9,79 9,76 9,69¢ 4,30 4,47 4,17 43la 28,62 29,66 30,33 29,54a 51,17 50,32 53,26  51,58cd 6,37 5,76 5,71 5,95b
GEN2 10,92 11,07 11,03 11,00b 3,72 3,74 3,78 3,75b 22,76 22,89 2346 23,03b 5590 @ 55,69 55,07  5555ab 6,71 6,61 6,67 6,66a
GEN3 9,37 9,58 9,50 9,48¢c 3,77 3,78 3,68 3,74b 31,93 30,82 31,10 31,282 49,07 4991 49,85 49,61d 5,86 591 5,87 5,88b
GEN4 11,68 11,80 12,36 11,94a 4,23 4,15 5,13 451a 22,59 2345 2549 2384b 54,63 53,94 50,57 53,04bcd 6,86 6,66 6,45 6,65a
GENS5 10,49 10,56 10,58 10,54b 4,06 4,08 4,09 4,07ab 2339 24,04 2335 23,590 55,03 @ 54,79 55,13 5498abc 7,00 6,52 6,86 6,80a
GEN6 9,77 9,43 9,78 9,65¢ 4,39 4,51 4,32 440a 22,00 22,65 22,08 2224b 57,35 5721 57,21 57,26a 6,49 6,20 6,62  644ab
Total 10,30 A 10,37A  10,50A 4,07A  4,12A  4,19A 2522A 25,58A  2597A 53,86A 53,64A 53,51A 6,55A  628A  6,36A
Cv 3,29% 11,03% 6,63% 4,52% 7,04%

I Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha, comparando os ambientes (inicial, 8 meses e 96 h EA), e mindscula na coluna, comparando os genétipos em cada ambiente, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Capitulo III. Viabilidade da espectroscopia do infravermelho préximo para classificacao

do vigor de sementes de soja

RESUMO

O processo de deterioragdo das sementes que ocorre com o envelhecimento ocasiona a
perda da sua qualidade fisiolégica. Visto a importincia da utilizacdo de sementes vigorosas e
da necessidade da associagdo de novas técnicas e testes que permitam a distin¢do de niveis de
vigor de sementes de forma ripida e assertiva, a espectroscopia do infravermelho préximo
(NIR) consiste em uma técnica bastante promissora. Desta forma, este trabalho teve por
objetivo investigar a viabilidade do NIR, associado a métodos quimiométricos, para identificar
diferencas nos niveis de qualidade de sementes de soja envelhecidas natural e artificialmente.
Foram utilizadas sementes de seis cultivares de soja, sendo analisadas quando recém-colhidas
e apOs serem submetidas ao envelhecimento natural, armazenamento por oito meses; e artificial,
envelhecimento a temperatura de 41 °C por 96 horas. Foi determinado o grau de umidade e
realizados os testes de germinagdo, envelhecimento acelerado, crescimento e massa seca de
plantulas, indice de velocidade de emergéncia e condutividade elétrica. Também foram
determinados os teores de proteina, 6leo e dos 4cidos graxos palmitico, estedrico, oleico,
linoleico e linolénico. Os espectros NIR foram obtidos das sementes secas e trituradas. Os
diferentes tipos de envelhecimentos promovem deterioracdo em niveis distintos, tendo reflexo
no vigor das sementes, que foram categorizadas em alta qualidade (recém-colhidas), qualidade
intermedidria (as que foram armazenadas) e baixa qualidade (sementes envelhecidas
artificialmente). As regides do espectro eletromagnético entre os comprimentos de ondas de
1000-1200 nm; 1350-1450 nm; 1800-1900 nm e 2300-2400 nm sio importantes para distinguir
os niveis de qualidade das sementes de soja. O teor de 6leo e proteina apresentam relacdo com
a qualidade fisiol6gica das sementes e os comprimentos de ondas de maior importancia para a
classificacdo do vigor das sementes também apresentam relacio com esses compostos. A
espectroscopia NIR em combinagdao com métodos quimiométricos apresenta potencial para ser

utilizada na classifica¢do de sementes de soja quanto ao vigor.

Palavras-chave: NIR. Armazenamento de sementes. Deterioracio de sementes. Vigor de

sementes. Contetudo de 6leo. Conteudo de proteina.
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Chapter III. Feasibility of near infrared spectroscopy to classify vigor of naturally and

artificially aged soybean seeds.

ABSTRACT

The process of deterioration of the seeds that occurs with aging causes the loss of its
physiological quality. Given the importance of using vigorous seeds and the need to associate
new techniques and tests that allow the distinction of seed vigor levels in a fast and assertive
manner, near infrared spectroscopy (NIR) is a very promising technique. Thus, this work aimed
to investigate the viability of the NIR, associated to chemometric methods, to identify
differences in the quality levels of naturally and artificially aged soybean seeds. Seeds from six
soybean cultivars were used, being analyzed when freshly harvested and after being subjected
to natural aging, storage for eight months; and artificial, aging at 41 ° C for 96 hours. The degree
of humidity was determined and tests of germination, accelerated aging, growth and dry mass
of seedlings, emergence speed index and electrical conductivity were performed. Protein, oil
and palmitic, stearic, oleic, linoleic and linolenic fat acids contents were also determined. The
NIR spectra were obtained from the dried and crushed seeds. The different types of aging cause
deterioration at different levels, reflecting on the vigor of the seeds, which were categorized
into high quality (freshly harvested), intermediate quality (seeds stored) and low quality
(artificially aged seeds). The regions of the electromagnetic spectrum between wavelengths of
1000-1200 nm; 1350-1450 nm; 1800-1900 nm and 2300-2400 nm are important to distinguish
the quality levels of soybean seeds. The oil and protein content are related to the physiological
quality of the seeds and the wavelengths of greatest importance for the classification of seed
vigor are also related to these compounds. NIR spectroscopy in combination with chemometric

methods has potential to be used in the classification of soybean seeds for vigor.

Keywords: NIR. Seed storage. Seed deterioration. Seed vigor. Oil content. Protein content.
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1. INTRODUCAO

A qualidade fisiologica das sementes ¢ um dos principais fatores responsaveis pelo
sucesso das lavouras de soja no mundo. Sementes de elevada qualidade apresentam bom
desempenho em campo, rapida emergéncia e estabelecimento de plantas, mesmo sob condigdes
ambientais ndo favoraveis (EBONE et al., 2020). Por outro lado, a utilizagdo de sementes de
baixa qualidade geralmente acarreta crescimento inicial lento das plantas, falhas no estande de
plantas no campo e baixa tolerancia aos estresses bidticos e abidticos (BEWLEY et al., 2013),
0 que, consequentemente, contribui para o aumento do custo de produgdo e queda de
produtividade da cultura.

Visto que o vigor das sementes reduz com o decorrer do tempo e que o plantio de
sementes vigorosas ¢ imprescindivel, torna-se cada vez mais necessario a elaboragdo e
utilizagdo de diferentes métodos para aferir sob a qualidade das sementes de forma rapida e
precisa.

Rotineiramente, a qualidade fisiologica das sementes € avaliada pelos testes de
germinagdo e vigor em laboratério (AMERY et al., 2018). Para soja, os métodos desenvolvidos
para deteccdo do vigor de acordo com as regras da International Seed Testing Association
(ISTA) incluem o teste de germinagdo, tetrazdlio, envelhecimento acelerado, emergéncia,
indice de velocidade de emergéncia, condutividade elétrica e os baseados no desempenho de
plantulas (VIEIRA; CARVALHO, 1994).Estes testes permitem identificar lotes de sementes
que possuem maior probabilidade de apresentar o desempenho desejado durante o
armazenamento € em campo (NAVARRO et al., 2015).

Além destes testes, as propriedades fisicas e quimicas das sementes também podem ser
indicativas do vigor (HAYATI et al., 2020) e a quantificacdo de compostos pode auxiliar na
discriminacdo da qualidade fisioldgica entre lotes de sementes. No entanto, todos estes testes
envolvem procedimentos laboriosos, que demandam muito tempo para preparo, execucao e
andlise, necessitam de mao de obra e experi€éncia do analista € nem sempre representam o
desempenho das sementes em campo (FAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

Desta forma, diante do atual cendrio, de maior preocupacao das empresas que visam a
producdo de sementes de alta qualidade e da maior exigéncia por parte dos agricultores, por
sementes de alto vigor, surge a necessidade da inovagdo nos testes para avaliacdo da qualidade

das sementes. Neste sentido, sugere-se a elaboracio de novos testes e/ou utilizacio de técnicas
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e métodos que demande menos tempo e mao de obra e que permita a avaliacdo da qualidade
fisiol6gica de forma répida e precisa. Dentro deste contexto, a espectroscopia do infravermelho
préximo (NIR), em combinagdo com métodos quimiométricos, surge como técnica promissora
para estes fins (FAN et al., 2020; MAYRINCH et al., 2020).

A obtencdo de espectros NIR € realizada em um instrumento de operag@o simples, capaz
de gerar grande quantidade de informacdes, com tempo de andlise curto e pouca necessidade
de mao de obra (LI et al., 2020). A medicao € considerada de baixo custo, ndao necessita utilizar
produtos quimicos ou reagentes, ndo gera residuos poluentes, utiliza-se pequena quantidade de
amostras, sem necessitar de pré-processamento, podendo, ainda, consistir em uma andlise nao
destrutiva (LI et al., 2020; MAYRINCK et al., 2020).

A radiacdo da regido eletromagnética NIR (780-2500 nm) € absorvida pela dgua e
compostos organicos como carboidratos, proteinas, 6leos ou dlcoois (AGELET; HURBURGH,
2014). A energia absorvida por uma amostra, calculada a partir da radiacdo transmitida ou
difusamente refletida pode estar relacionada ao conteido de compostos (AGELET;
HURBURGH, 2014). As informagdes espectrais obtidas de moléculas organicas extraidas de
leituras no equipamento NIR, quando associadas a métodos quimiométricos, podem permitir
evidenciar diferencas na composicao bioquimica das sementes, que podem estar relacionadas
com a viabilidade (KUSUMANINGRUM et al., 2018) e vigor (FAN et al., 2020).

Virios trabalhos tem sido publicados comprovando a eficiéncia da utilizagdo do NIR
para averiguar diferencas na qualidade das sementes de milho (AMBROSE et al.,2016), soja
(BAZONI et al., 2017; KUSUMANINGRUM et al., 2018; QI et al., 2011), trigo (FAN et al.,
2020; ZHANG et al., 2020), algodao (GAITAN—JURADO et al., 2008; HUANG et al., 2013;
MAYRINCK et al., 2020); espinafre (SHETTY et al., 2012); tomate (SHRESTHA et al., 2016);
melancia (YASMIN et al., 2019), dentre outros. No entanto, os estudos sobre a viabilidade do
NIR para distinguir niveis de vigor em sementes ainda s@o incipientes. A comprovagao da
eficacia desta técnica pode significar um grande avanco em termos de aumentar a eficiéncia e
acurdcia no processo de avaliacdo da qualidade de sementes de soja, o que representa economia
de tempo e recursos. Desta forma, este trabalho teve por objetivo analisar a viabilidade da
espectroscopia NIR, em combinac¢do a métodos quimiométricos, para identificar diferencas nos

niveis de vigor de sementes de soja envelhecidas natural e artificialmente.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa de Sementes e no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria, ambos pertencentes a Universidade Federal de Vigosa.
Foram utilizadas sementes de seis cultivares de soja, os quais foram denominados GENI,
GEN2, GEN3, GEN4, GENS5 ¢ GEN6. As sementes foram analisadas apos serem colhidas e,
entdo, submetidas ao envelhecimento natural e artificial.

Para o envelhecimento natural, as sementes foram acondicionadas em sacos de papel
Kraft Multifolha e submetidas ao armazenamento sob condi¢do nao refrigerada, em galpao, na
cidade de Passo Fundo, RS, Brasil, por oito meses.

Para o envelhecimento artificial, as sementes foram distribuidas sobre bandejas de tela
metalica acopladas a caixas tipo gerbox, contendo 40 mL de agua destilada ao fundo, sendo
mantidas sob umidade relativa de 100% a 41 °C, pelo periodo de 96 horas. Apos o
envelhecimento, as sementes foram deixadas sobre bancada em ambiente de laboratorio para
secagem natural até que atingissem a umidade inicial (aproximadamente 12%).

As sementes recém-colhidas, envelhecidas artificialmente e armazenadas por oito meses
foram submetidas aos seguintes testes e determinagoes:

2.1. Grau de Umidade (U)- O grau de umidade foi determinado pelo método da estufa, a
105 + 3 °C, durante 24 h, sendo utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes cada (BRASIL,
2009).

2.2. Germinacgdo (G) - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes cada. As
sementes foram semeadas em papel germitest umedecido com volume de agua equivalente a
2,5 vezes o peso do substrato seco e mantidas em germinador a 25 °C. Foram realizadas
avaliagdes com registro da porcentagem das plantulas normais no 5° e 8° dias apos a semeadura
(BRASIL, 2009).

2.3. Envelhecimento Acelerado (EA) - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes
cada. As sementes foram distribuidas em camada inica sobre bandeja de tela metélica acoplada
a caixa tipo gerbox que continha, ao fundo, 40 ml de agua destilada. As caixas foram tampadas,
para se obter 100% de UR em seu interior, ¢ mantidas em BOD a 41 °C por 48 horas
(MCDONALD; PHANEENDRANATH, 1978). Apos esse periodo, as sementes foram
submetidas ao teste de germinagdo e a porcentagem de plantulas normais foi avaliada no 5° dia

apos a semeadura.
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2.4. Crescimento de plantulas - Foram utilizadas quatro repeti¢des de 20 sementes,
semeadas equidistantes sobre duas folhas de papel germitest, umedecido com agua destilada na
propor¢ao de 2,5 vezes o peso do papel seco (NAKAGAWA, 1999). As sementes foram
colocadas para germinar, em rolos de papéis umedecidos, € mantidas em germinador, a 25 °C,
por trés dias. As plantulas foram escaneadas e, com o auxilio do Software VigorS®, foram
mensurados o comprimento de raiz e de parte aérea. Os dados de comprimento, juntamente com
os de germinagdo, foram utilizados para o calculo de indice Vigor Corrigido (VC)
(MEDEIROS; PEREIRA, 2018), obtido por meio do pacote SeedCalc do programa R (SILVA
et al., 2019).

2.5. Massa seca de pldantulas (MSP) - As plantulas utilizadas no teste de crescimento
foram utilizadas para a obten¢do da massa seca, obtida apos a secagem das plantulas em estufa
com circulagdo de ar forcada, a 70 °C por 72 horas.

2.6. Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) - Quatro repeticdes de 50 sementes foram
semeadas em bandejas de poliestireno contendo 2 litros de areia como substrato. O substrato
foi inicialmente umedecido até atingir 80% da capacidade de retengdo de agua e irrigado
diariamente. Foram realizadas contagens didrias do numero de plantulas emergidas até o 12°
dia apos a semeadura. Os dados das contagens foram utilizados para a obtengao do indice de
velocidade de emergéncia, conforme proposto por Maguire (1962).

2.7. Condutividade Elétrica (CE) - Quatro repeticdes de 50 sementes foram pesadas e
colocadas em copos plésticos contendo 75 mL de agua destilada, sendo mantidos em BOD a 25
°C, durante 24 horas (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). Apos esse periodo, foi determinada
a condutividade elétrica da solugdo, utilizando-se condutivimetro.

2.8. Teor de Oleo - Foram utilizadas trés repeti¢des de 50 sementes cada. As sementes
foram liofilizadas e trituradas em moinho de facas, sendo retiradas aliquotas de 0,9 g do p6 da
semente triturada por amostra. As amostras foram pesadas, em ‘filter bags’, e secas em estufa
a 105 °C por 3 horas. Apos este procedimento, as amostras foram novamente pesadas e
colocadas no extrator Ankom® XT15, onde foi executada a extracdo do 6leo por 50 min a
90 °C, utilizando-se éter de petroleo como extrator (AOCS, 2009). Apds a extracdo, as amostras
foram removidas do extrator e secas em estufa a 105 °C por 30 minutos. O teor de 6leo foi
calculado com base na diferenga de pesos entre as amostras antes e apds a extragcdo conforme
metodologia AM 5-04 da AOCS (AOCS, 2009).

2.9. Conteudo de Proteina Soluvel — Foram utilizadas quatro repetigdes de 10 sementes
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cada. As sementes foram embebidas por 16 horas. Os tegumentos foram retirados e os embrides
das sementes liofilizados e moidos em moinho de bolas para obtencao de p6 fino. Uma
subamostra de 100 mg do material moido foi utilizada para cada uma das repeticdes de cada
tratamento. A determinag@o do teor de proteina soluvel foi realizada conforme a metodologia
descrita por Bradford (1976), utilizando-se BSA como padrdo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm.

2.10. Teor de Acidos Graxos — O teor dos acidos graxos estearico, palmitico, oleico,
linoleico e linolénico na fracdo de 6leo da soja foi determinado por cromatografia gasosa.
Foram utilizadas 10 sementes por tratamento, sendo realizadas trés repeticdes por tratamento.
As sementes foram liofilizadas e trituradas em moinho de facas, sendo 150 mg do material
moido utilizado por amostra. As amostras foram colocadas em microtubos, onde foram
adicionados 1 mL de hexano, e mantidas a 4 °C por 16 h. Apos esse periodo, a fragao lipidica
foi vertida em tubos e o solvente foi evaporado por borbulhamento de N». Para obtengdo de
¢ésteres metilicos, foi utilizada a metodologia descrita por Jham et al. (1982). Apds o preparo
das amostras, aliquotas foram injetadas em cromatografo a gas CG-17A, equipado com
amostrador automatico (Shimadzu, modelo AOC-17) e integrador (Shimadzu, modelo C-R7A).
A coluna capilar Carbowax (30m x 0,32mm) foi mantida a 225 °C, com temperatura do injetor
e detector sendo 245 °C e 280 °C, respectivamente. O gas nitrogénio foi utilizado como
portador, na vazdo de 1,1 mL min™.

2.11. Espectrocopia do infravermelho proximo (NIR) - Foram utilizadas trés repetigdes
de 50 sementes cada. As sementes foram liofilizadas e trituradas em moinho de facas, sendo
retirada uma aliquota de 10 g do p6é da semente triturada por amostra. Trés espectros foram
coletados por amostra. Cada espectro foi obtido de 32 scans na faixa entre 10.000 - 4000 cm’!
(1.000 — 2.500 nm), com resolu¢do de 4 cm’!. Realizou-se a média e foi obtido um tnico
espectro para cada amostra. As leituras foram realizadas no espectrometro Thermo Scientific,
modelo Antaris II, em modo de reflectancia (R) e os resultados foram expressos em log (1/R).

2.12. Analise estatistica — O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, sendo utilizados seis cultivares e trés tratamentos de
envelhecimento: sementes ndo envelhecidas (recém-colhidas), sementes envelhecidas
naturalmente (armazenadas durante oito meses), e sementes envelhecidas artificialmente (em
BOD, a 41 °C e 100% UR, por 96 horas), totalizando 18 tratamentos e trés repeti¢des cada. Os

tratamentos foram separados em classes, sendo, portanto, investigados apenas os efeitos dos
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envelhecimentos sobre o desempenho fisiologico das sementes. Os dados foram submetidos a
analise de variincia e as médias comparadas pelo teste Tukey, a 5% de probabilidade. Para
verificar a relacdo dos envelhecimentos e das variaveis fisioldgicas e bioquimicas
conjuntamente, foi realizada a andlise de componentes principais (PCA) (JOLLIFFE;
CADIMA, 2016).

Os espectros NIR foram classificados de acordo com o desempenho fisiolégico das
sementes como de alto, intermedidrio e baixo vigor. Com os espectros, inicialmente, foi
realizada uma anélise exploratdria, plotando-se graficos dos espectros originais por tratamento,
da média dos espectros por classe, seguido da PCA (JOLLIFFE; CADIMA, 2016), utilizando-
se os espectros originais. Posteriormente, os dados foram submetidos aos métodos
quimiométricos de pré-tratamentos e constru¢cao de modelos de classificagdo. Foram utilizados
os pré-tratamentos: autoescalar, correcdo do espalhamento multiplicativo (MSC), variacdo
normal padrdo (SNV), e 1° e 2° derivada pelo método Savitzky-Golay, utilizando-se janela de
13 wvariaveis (SAVITZKY; GOLAY, 1964). O nimero de varidveis latentes (VL) foi
determinado por validacio cruzada aleatéria com dez divisdes. Para cada combinagdo de pré-
tratamento, foi gerado um modelo de classificagdao por meio da PLS-DA (BARKER; RAYENS,
2003), utilizando-se 90% dos dados para treinamento e 10% para validacao cruzada. A predi¢ao
de um modelo PLS-DA € um valor nominal de zero ou um. Valores proximos de zero e um
indicam que a amostra ndo estd (0) ou estd (1) na classe modelada. O desempenho dos modelos
foi avaliado pela acuricia, sensibilidade e especificidade para o treinamento e validacdo
cruzada. A acurécia indica uma performance geral do modelo. Dentre todas as classificacdes,
quantas o modelo classificou corretamente (BARKER; RAYENS, 2003). Sensibilidade € o
nimero de amostras previstas para pertencer a classe dividido pelo nimero de amostras que
pertencem a classe. A especificidade é o nimero de amostras que se prevé nio estarem na classe
dividido pelo nimero real que ndo estdo na classe. A acuricia, sensibilidade e especificidade

foram calculados de acordo com as Equagdes (1), (2), (3), respectivamente.

VP+VN
VP+VN+FP+FN

VP
VP+FN

VN
VN+FP

(2) Sensibilidade =

(3) Especificidade =

(1) Acuracia =

Onde, VP ¢ verdadeiro positivo, VN ¢ verdadeiro negativo, FN ¢ falso negativo e FP ¢ falso
positivo. VP ¢ o nimero de amostras que pertencem a classe 1, classificadas como pertencentes

a classe i. VN ¢ o nimero de amostras que ndo pertencem a classe i, classificadas como nao
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pertencentes a classe i. FN ¢ o numero de amostras pertencentes a classe i, ndo classificadas
como pertencentes a classe i. FP ¢ o nimero de amostras que ndo pertencem a classe i,
classificadas como pertencentes a classe i (BARKER; RAYENS, 2003).

Para a constru¢do de modelos de classificacdo via PLS-DA, foi utilizado todo o espectro
NIR, abrangendo a regido entre 1000 - 2500 nm. Foram também identificadas as faixas de
comprimento de onda que representaram importancia acima de 50% para cada classe e os 20
comprimentos de onda mais importantes para o modelo de classificagdo que apresentou melhor
resultado. A importancia de varidvel (varlmp) foi obtida por meio do pacote caret do software
R 4.0.2 (R Core Team, 2020), sendo baseada em somas ponderadas dos coeficientes de
regressao absoluta. Os pesos foram calculados em fun¢do da redugdo das somas dos quadrados
ao longo do niimero de componentes PLS e foram calculados separadamente para cada
resultado.

As andlises dos dados foram realizadas por meio do software R 4.0.2 (R Core Team,

2020), com o auxilio dos pacotes caret, signal, prospectr, nira e patchwork.

3. RESULTADOS

O grau de umidade de todas as sementes foi de aproximadamente 12 % antes da
execugdo dos testes. As sementes recém-colhidas (inicial) apresentaram a maior qualidade
fisiolégica em relagdo aos demais tratamentos, com maior porcentagem de germinacdo (G) e
de plantulas normais ap6s o teste de envelhecimento acelerado (EA), maior indice de velocidade
de emergéncia (IVE), massa seca de plantulas (MSP), vigor corrigido (VC) e menor
condutividade elétrica (CE). Por outro lado, as sementes envelhecidas artificialmente (envArt)
apresentaram o menor desempenho fisiolégico, com menores valores de G, EA, MSP, VC, IVE
e maior CE. As sementes que foram mantidas sob armazenamento natural (arm) apresentaram
desempenho intermedidrio (Figura 1). Assim, as sementes foram classificadas em de alto vigor
(recém-colhidas), vigor intermedidrio (armazenadas) e de baixo vigor (envelhecidas

artificialmente).
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Figura 1. Germinagdo (G), envelhecimento acelerado (EA), vigor corrigido (VC), massa seca de plantulas (MSP),
condutividade elétrica (CE) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de soja recém-colhidas
(inicial), armazenadas por oito meses (arm) e envelhecidas artificialmente a 41 °C por 96 horas (envArt).

O conteddo de proteina solivel (PROT) foi menor nas sementes armazenadas, nao
diferindo entre as sementes recém-colhidas e envelhecidas artificialmente. No entanto, o teor
de d6leo foi maior nas sementes armazenadas e envelhecidas artificialmente. Nao houve
diferenca significativa no contetdo dos dcidos graxos palmitico, estedrico, oleico, linoleico e

linolénico entre as sementes com diferentes niveis de vigor (Figura 2).
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Figura 2. Teores de Proteina (PROT), 6leo e acidos graxos palmitico (PALM), estedrico (ESTEA), oleico
(OLEIC), linoleico (LINLC) e linolénico (LINLN) em sementes soja recém-colhidas (inicial), armazenadas por
oito meses (arm) e envelhecidas artificialmente a 41 °C por 96 horas (envArt).

Na anélise conjunta dos dados fisiol6gicos e bioquimicos (Figura 3), cerca de 79% da
variagdo total dos dados pdde ser explicada pelos trés primeiros componentes principais. Nesta
andlise, as varidveis mais importantes para distinguir os tratamentos foram o contetudo de acido
graxo oleico, vigor corrigido, indice de velocidade de emergéncia, germinacao, teor de dleo,
massa seca de plantulas, teor de 4cido linolénico, conteido de proteina e envelhecimento

acelerado, respectivamente (Figura 3).
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Foi possivel evidenciar separacdo entre as sementes recém-colhidas (ficaram mais
concentradas do lado direito), das que foram envelhecidas artificial e naturalmente (lado
esquerdo). No entanto, ndo houve grande distincdo entre as sementes que foram armazenadas
das que foram envelhecidas artificialmente, quando analisados o vigor e os resultados das

andlises bioquimicas conjuntamente (Figura 3).
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Figura 3. Biplot da andlise de componentes principais (PCA) (A) e contribuicdo das varidveis fisioldgicas e
bioquimicas (B) para distin¢do entre os tratamentos. Oleic = dcido oleico; VC = vigor corrigido; IVE= indice de
velocidade de emergéncia; G= germinacdo; MSP = massa seca de plantulas; LINLN = 4cido linolénico; PROT =
proteina: EA = envelhecimento acelerado; CE = condutividade elétrica; LINLC = 4cido linoleico; PALM = 4cido
palmitico; ESTEA = 4cido estedrico.

Por meio dos espectros NIR, foi possivel evidenciar diferengas entre os trés niveis de

qualidade fisioldgica das sementes em fun¢do dos tipos de envelhecimentos (Figura 4).
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Figura 4. Espectros originais (A) e médias dos dados espectrais por classe (B). Em roxo, sementes recém-colhidas
(alto vigor); em verde, sementes armazenadas por oito meses (vigor intermedidrio); e, em rosa, sementes
envelhecidas artificialmente a 41°C por 96 horas (baixo vigor).
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Mais de 99% da variacdo dos dados espectrais pdde ser explicada pelos dois primeiros
componentes na andlise de PCA utilizando-se os espectros originais, que evidenciou a distin¢dao

entre os niveis de vigor das sementes (Figura 5).
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Figura 5. Anélise de componentes principais (PCA). (A) Scores e (B) Loadings da PCA dos dados espectrais
originais de sementes de soja de alto vigor (recém-colhidas), vigor intermedidrio (armazenadas por oito meses) e
baixo vigor (envelhecidas artificialmente a 41°C por 96 horas). Os scores se referem ao agrupamento das amostras
e os loadings das varidveis.

Os espectros foram submetidos a diferentes tipos de pré-tratamentos e por meio do
método PLS-DA foram obtidos modelos de classificacio dos trés niveis de qualidade
fisiolégica das sementes: alto vigor (recém-colhidas), vigor intermedidrio (sementes

armazenadas) e baixo vigor (sementes envelhecidas artificialmente) (Tabela 1).

Tabela 1. Numero de varidveis latentes (VL) que maximiza o modelo, acucdria, sensibilidade (Sn) e especificidade
(Sp) para o conjunto de dados de treinamento e validag¢do cruzada dos modelos de classificacdo gerados por meio
da andlise PLS-DA com diferentes tipos de pré-tratamentos.

Treinamento Validaciao Cruzada
Pré-tratamentos VL Acucdria Sn Sp Acucdria Sn Sp
Espectro original 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9815 0,9833 0,9908
Sc 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9831 0,9850 0,9916
MSC 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9291 0,9333 0,9652
SNV 9 0,9814 0,9814 0,9907 0,9271 0,9316 0,9641
1° Der. SG 8 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
2° Der. SG 5 1,0000 1,0000 1,0000 0,9896 0,9900 0,9950
MSC + Sc 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9358 0,9416 0,9683
SNV + Sc 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9251 0,9300 0,9627

1° Der SG + Sc 8 1,0000 1,0000 1,0000 0,9866 0,9883 0,9936
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2° Der SG + Sc 5 1,0000 1,0000 1,0000 0,9903 0,9916 0,9950
1° Der. SG + MSC 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9711 0,9733 0,9861
2° Der. SG + MSC 8 1,0000 1,0000 1,0000 0,8765 0,8766 0,9366
1° Der. SG + SNV 10 1,0000 1,0000 1,0000 0,9691 0,9716 0,9850
2° Der. SG + SNV 8 1,0000 1,0000 1,0000 0,8745 0,8800 0,9383

Sc = Autoescalar; Der. SG = Derivada de Savitzky-Golay; MSC = Multiplicative Scatter Correction (corregdo
do espalhamento multiplicativo); SNV = Standard Normal Variate (variacdo normal padrao).

Todos os modelos apresentaram alta acurécia, sensibilidade e especificidade (Tabela 1).
O modelo classificatério obtido por meio dos espectros originais, sem qualquer tipo de pré-
tratamento de dados, demonstrou alta acurédcia (0,98), sensibilidade (0,98) e especificidade
(0,99). Ap6s a aplicag@o dos pré-tratamentos 1 derivada de SG e 2? derivada de SG, seguida
do procedimento de autoescalar, as métricas dos modelos de classificagdo apresentaram
incremento, com valores de acurdcia, sensibilidade e especificidade iguais ou muito préximos
a 1, tanto no treinamento quanto na validacao cruzada, utilizando-se menor nimero de varidveis
latentes (8 e 5, respectivamente) (Tabela 1).

Considerando o modelo em que foram utilizados os pré-tratamentos 2* derivada de SG
seguida de autoescalar os dados pela variancia, foi possivel observar clara separacao das classes
visualizadas no grafico de scores da PLS-DA (Figura 6). Com base neste modelo de
classificacdo foram construidos, ainda, graficos da importancia das varidveis para cada classe

(Figura 7) e identificados os comprimentos de onda de maior importancia (Figura 8).

50

class
Alto_Vigor

Baixo_Vigor

Comp 2

Vigor_Intermediario
-25

20 0 20
Comp 1

Figura 6. Scores da PLS-DA dos dados espectrais, de sementes de soja de alto vigor (recém-colhidas), vigor
intermedidrio (armazenadas por oito meses) e baixo vigor (envelhecidas artificialmente a 41°C por 96 horas).

Considerando as varidveis que apresentaram contribuicao acima de 50% para a distin¢ao
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das classes, nota-se que os comprimentos de onda na regido entre 1350-1450, 1800-1900 e
2300-2400 nm foram importantes para a classificacdo das sementes de alto vigor. Para as
sementes com vigor intermedidrio, as regides mais importantes compreenderam o0s
comprimentos de ondas entre 1000-1200; 1350-1450 e 2300-2400 nm. J4 para as sementes de
baixo vigor, as regides do espectro de maior importancia situaram-se entre 1350-1450; 1800-

1900 e 2300 a 2400 nm.
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Figura 7. Importincia das varidveis de comprimento de ondas para classificagdo via PLS-DA dos niveis de vigor
de sementes de soja envelhecidas natural e artificialmente. Sementes de alto vigor (recém-colhidas), vigor
intermedidrio (armazenadas por 8 meses) e baixo vigor (envelhecidas artificialmente a 41 °C por 96 horas).

Os 20 comprimentos de ondas mais significativos para a constru¢do do modelo PLS-
DA para classificagdo das sementes quando ao nivel de vigor compreenderam os comprimentos

de 1002 nm, 1362 nm, 1390 nm, 1398 nm, 1402 nm, 1863 nm e as faixas entre 2305-2310 e
2345-2349 nm (Figura 8).
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Figura 8. Varidveis de maior importancia para classificacdo via PLS-DA dos niveis de vigor de sementes de soja
envelhecidas natural e artificialmente. Sementes de alto vigor (recém-colhidas), vigor intermedidrio (armazenadas
por 8 meses) e baixo vigor (envelhecidas artificialmente a 41 °C por 96 horas).

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, sementes de seis genétipos foram analisadas recém-colhidas e apods
serem submetidas ao envelhecimento natural, armazenamento durante oito meses, e artificial,
em que foram expostas a temperatura de 41 °C por 96 horas. Observamos que os diferentes
tipos de envelhecimentos promovidos as sementes tiveram reflexo na sua qualidade fisiologica.

Os testes de vigor demonstraram que as sementes recém-colhidas apresentaram o maior
potencial fisiolégico, seguido das sementes que foram armazenadas e das envelhecidas
artificialmente. A maior qualidade fisiolégica das sementes é atingida no ponto de maturidade
fisiolégica. A partir deste momento, inicia-se o processo de deterioracdo das sementes
(BEWLEY et al., 2013), o que justifica a redu¢do na qualidade fisiologica com o processo de
envelhecimento, tanto natural quanto artificial (Figura 1).

Quando os dados de vigor e de composicao bioquimica das sementes foram analisados
conjuntamente (Figura 3), ndo foi possivel evidenciar nitida diferenga entre as sementes
envelhecidas natural e artificialmente. No entanto, houve clara distin¢do entre as sementes

envelhecidas das ndo envelhecidas. As sementes recém-colhidas, apresentaram o maior vigor e
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conteddo de proteina solivel, enquanto as sementes envelhecidas apresentaram maior
condutividade elétrica e teor de 6leo e menor desempenho fisiolégico (Figura 1 e 2).

Estes resultados mostram a relacdo positiva entre o conteido de proteina solivel e o
vigor das sementes e entre o maior teor de 6leo e de condutividade elétrica e o envelhecimento
das envelhecidas. Gao et al. (2015) também evidenciaram essa mesma relagdo positiva de 6leo
e negativa da proteina com o envelhecimento de sementes de soja. Castellion et al. (2010) e
Mathias et al. (2019) ressaltam que o contetido de proteina solivel pode ser utilizado como
indicador positivo de qualidade de sementes. Por outro lado, o alto teor de 6leo e de acidos
graxos poli-insaturados levam a maior propensao a peroxida¢do ndo enzimatica e enzimaética,
o que resulta em rapido declinio da qualidade das sementes (SINGH et al., 2017). A peroxidacao
dos lipideos de membrana é apontada como o principal mecanismo de deterioracdo das
sementes oleaginosas e, tem como consequéncia o aumento da condutividade elétrica, conforme
pode ser observado para as sementes envelhecidas deste trabalho (Figura 1).

Os espectros NIR obtidos das sementes evidenciaram clara distin¢g@o entre os niveis de
qualidade das sementes (figura 4). Ainda na andlise exploratdria e mesmo sem qualquer tipo de
pré-tratamento, a PCA utilizando-se os espectros originais permitiu evidenciar a distin¢do entre
as trés classes de qualidade das sementes, que representou mais de 99% da variacao total dos
dados com os dois primeiros componentes (Figura 5). Notamos que a andlise de PCA dos dados
espectrais originais permitiu melhor diferenciacao dos tipos de envelhecimento, que a PCA dos
dados fisiologicos e bioquimicos, que demonstrou a separacdo de apenas duas classes,
envelhecidas e ndo envelhecidas (Figura 3 e 4). Isso se deve possivelmente ao fato de termos
quantificado apenas os teores de proteina, 6leo e suas fracdes, e de a variagdo no teor de 6leo e
de 4cidos graxos terem sido pequenas entre as sementes envelhecidas natural e artificialmente
(Figura 2).

No entanto, a radiacdo da regido eletromagnética do infravermelho préximo pode ser
absorvida por diversos outros compostos contidos nas sementes, como carboidratos (GUO et
al., 2011), acucares soluveis (GUO et al., 2011), celulose, hemicelulose, lignina (HUANG; YU,
2019), dentre outros, além do 6leo e proteina (AGELET; HURBURGH, 2014; GUO et al.,
2011). Assim, os espectros NIR podem conter valiosas informagdes qualitativas e quantitativas
de compostos organicos das sementes, e permitir maior sensibilidade para deteccdo de
diferencas entre amostras, em relagdo a outras metodologias tradicionais de quantificagdo de

compostos isolados (VENKATESAN et al., 2020).
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Embora a calibracdo do modelo de classificacdo tenha sido satisfatéria com os dados
dos espectros originais, evidenciamos que o pré-tratamento dos dados espectrais pela segunda
derivada de Savitzky-Golay, seguida da aplica¢do da autoescala pelo desvio padriao, promoveu
melhor desempenho na calibracio e validacdao cruzada do modelo (Tabela 1). Portanto, estes
pré-tratamentos foram aplicados aos espectros originais previamente a construcdo do modelo
de classificagdo e para a posterior identificagdo dos comprimentos de onda de maior
importancia. E comum a aplicagéo de pré-tratamentos aos dados espectrais, a fim de minimizar
o efeito dos ruidos instrumentais e melhorar a eficiéncia dos modelos de calibracdo (RINAN et
al., 2009). Os modelos de classificacdo PLS-DA demonstraram altos valores de acuricia,
sensibilidade e especificidade (Tabela 1), o que evidencia a viabilidade do NIR, juntamente
com a aplicacdo de métodos quimiométricos, para a classificagdo das sementes quanto ao nivel
de vigor. A PLS-DA ¢ uma técnica bastante utilizada para a constru¢cdo de modelos
classificatdrios, permitindo a separagdo entre grupos de observagdes, de modo que a separacao
maxima entre as classes seja obtida (BRERETON; LLOYD, 2014). Tem sido muito utilizada
em classificacdo de dados de alta dimensionalidade e com varidveis altamente correlacionadas,
como os dados espectrais obtidos do NIR (BRERETON; LLOYD, 2014). Para predicao da
qualidade de sementes, € descrito como o método mais eficiente (VENKATESAN et al., 2020).

Por meio da PLS-DA € possivel, ainda, realizar a identificagdo e/ou selecdo
discriminativa de varidveis (BRERETON; LLOYD, 2014). Nossos resultados evidenciaram
que as regides do espectro mais importantes para a classificacdo do nivel de vigor das sementes,
via PLS-DA, foram as faixas de comprimentos de ondas entre 1350-1450 nm, 1800-1900 nm e
2300-2400 nm para as sementes de alto vigor; 1000-1200 nm, 1350-1450 nm e 2300-2400 nm,
para as de vigor intermediario; € 1350-1450 nm; 1800-1900 nm e 2300-2400 nm para as de
baixo vigor (Figura 7).

Notamos que as regides do espectro que abrangem os comprimentos de onda de 1350-
1450 nm e 2300-2400 nm foram coincidentemente importantes para a classificagdo de todas as
trés classes (Figura 7). A regido entre 1350 -1430 nm € representada por combinagdes de bandas
caracteristicas de C-H da molécula de CH,, sendo os picos de 1392 nm e 1414 nm
correspondentes a bandas de combinagdo da vibragdo de C-H, associada a lipideos (HOURANT
et al., 2000). Ainda, a regido de 1330-1392 nm também representa bandas refletindo lipideos
(MUKASA et al., 2019). Gislum et al. (2018) descrevem os picos de 1379, 1400 e 1424 nm

com alta correlacdo ao contetido de 6leo em sementes. Por outro lado, Xu et al. (2020) também
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descreve a regido de 1325-1500 nm com picos de alta absor¢do de moléculas associadas a
proteina. Os comprimentos de ondas de 1390 e 1440 nm, corresponde ao segundo sobretom de
estiramento de C-H, e o de 1420 nm ao segundo sobretom do estiramento de O-H. Além disso,
os comprimentos de 1365 nm, 1375 nm e 1400 nm, sdo descritos como importantes para
diferenciar conteuido de proteina soldvel em sementes.

Nossos resultados evidenciaram diferencas nos teores de 6leo e proteina solivel entre
os diferentes niveis de vigor das sementes (Figura 2), e é sabido que com o processo de
envelhecimento ocorre alteragdes nesses compostos (Bewley et al., 2013). Assim, os
comprimentos de onda destacados como os de maior importancia para distincdo dos niveis de
vigor das sementes evidenciam as alteragdes nesses compostos.

A regido do espectro eletromagnético correspondente a faixa de comprimento de ondas
de 2230-2500 nm € caracteristica da combinacao do estiramento e de outros modos de vibracao
de C-H (HOURANT et al., 2000). Na regido entre 2280-2330 nm existem combinacdes de
bandas de estiramento de C-H e de deformagdo de CH: que podem estar relacionadas a
carboidratos, agucares e celulose (WORKMAN; WEYER, 2007) e bandas de combinacao de
O-H e de alongamento de C-O, associadas a polimeros (KUSUMANINGRUM, et al, 2018).
Bandas de combinagdo de estiramento e de deformacdo de C-H também estdo associadas a
grupos peptidicos associados a proteinas na regido entre 2270-2532 nm (WORKMAN;
WEYER, 2007). A regido de 2240-2470 € caracterizada por bandas de combinacdo de C-H de
moléculas de CH; e CH3 associadas a 6leo e dcidos graxos (MUKASA et al., 2019; HOURANT
et al., 2000). Ainda, os picos de absorcdo em 1450, 1940 e 2300 nm foram descritos como
importantes para evidenciar mudangas fisioquimicas em sementes armazenadas de soja
(BAZONI et al., 2017).

Assim, apesar de ndo ter sido quantificado no presente trabalho os teores dos diferentes
carboidratos nas sementes, com o envelhecimento, tanto natural quanto artificial, ocorrem
alteracOes nesses compostos (BEWLEY et al., 2013). Durante o armazenamento, os agucares,
principalmente os agucares redutores reagem com proteinas e, consequentemente, inativa
enzimas vitais para o metabolismo das sementes (CASTELLION et al., 2010), o que est4 ligado
a reducgdo dos niveis de proteinas soliveis observados nas sementes armazenadas no presente
trabalho (Figura 2) e as alteracdes nos espectros do NIR, que evidenciaram esse processo.

Considerando apenas a classificacdo das sementes recém-colhidas e envelhecidas

artificialmente, a faixa de 1800-1900 nm também teve relativa importancia (Figura 7). A regido
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entre 1880-1930 nm estd associada a bandas de combinag¢do de vibracdo de O-H (HOURANT
et al., 2000). H4 também combinagdo de vibracao de estiramento de O-H e do terceiro sobretom
de C-O associado a celulose com absor¢ao em 1820 nm (WORKMAN; WEYER, 2007). O pico
de absor¢do em 1860 nm ¢ relatado pela combinacio de estiramento assimétrico do N-H com
amida II, relacionado a proteinas (KUSUMANINGRUM et al., 2017). A regido entre 1850-
2050 nm tem pouca informacao sobre 6leo e gorduras (HOURANT et al., 2000).

Para a classe de sementes armazenadas, a regido entre os comprimentos de onda de
1000-1200 nm teve destaque (Figura 7). Os picos de 972 e 1009 nm correspondem ao terceiro
sobretom de O-H associado a sacarideos (WORKMAN; WEYER, 2007). A faixa entre 1090-
1180 nm corresponde ao segundo sobretom de C-H da molécula de CHz; entre 1100-1200 nm
ao segundo sobretom de C-H do CHjs, e de 1150-1260 nm ao segundo sobretom de C-H do
CH=CH (HOURANT et al., 2000). Os comprimentos de onda de 1145 ¢ 1190 nm foram
descritos como comprimentos associados a absor¢do de moléculas de proteina (ARMSTRONG
et al., 2006). Xu et al. (2020) descrevem a absor¢@o no comprimento de onda 990 nm devido
ao terceiro sobretom de estiramento de O-H; 1020 nm como o segundo sobretom de estiramento
de NH; 1130 e 1165 nm com associacao ao terceiro sobretom de estiramento de NH, sendo os
comprimentos de onda de 980 nm, 1180 nm, 1190 nm, 1230 nm e 1235 nm como importantes
para distinguir o conteudo de proteina solivel em sementes de soja. Além disso, o picoem 1210
nm e bandas proximas a 1180 nm foram descritos com associac¢ao ao segundo sobretom do C—
H, relatados com 4cidos graxos (HOURANT et al., 2000). Ainda, 6leos ricos em 4cidos graxos
mono ou poli-insaturados apresentam maior absor¢ao na regido do comprimento de onda de
1164 nm do que gorduras ricas em 4cidos graxos saturados (HOURANT et al., 2000).

Os 20 comprimentos de ondas mais importantes para a constru¢do do modelo PLS-DA
para classificacio dos niveis de vigor das sementes determinados pelos tipos de
envelhecimentos compreendem os comprimentos de 1002 nm, 1362 nm, 1390nm, 1398 nm,
1402 nm, 1863 nm e as faixas entre 2305-2310 e 2345-2349 nm (Figura 8). Um pico de absorcao
em 1002 nm estd associado a sacarose amorfa (OZAKI et al., 2006). A faixa de comprimento
de onda entre 1362-1480 nm € considerada uma das faixas mais importantes para calibracdo de
modelos de dcidos graxos monossaturados, poliinsaturados e saturados (OZAKI et al., 2006).
A absor¢@o no comprimento de 1390 nm € descrita para lipideos (AMERY et al., 2018) e esse
mesmo comprimento de onda relacionado a proteinas (XU et al., 2020). A absor¢do em 1400 e

1403 nm foram relatadas como importantes para diferenciar a viabilidade em sementes de
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mamona (GISLUM et al., 2018) e de trigo (FAN et al., 2020), respectivamente. O pico de
absorcao em 1396 nm foi um dos comprimentos de ondas mais importantes para o modelo de
predicdo do contetido de proteina em soja (ARMSTRONG et al., 2006). A absor¢dao em 1860
nm foi descrita para moléculas associadas a proteinas (KUSUMANINGRUM et al., 2018). A
regido dos comprimentos de ondas em torno de 2300 foi importante para avaliagdo de mudancas
fisico-quimicas em soja armazenada (BAZONI et al., 2017). A faixa entre 2308—2348 nm esta
associada a lipidios e os comprimentos de onda de 2308 e 2346 nm representam bandas de
importante absor¢do para 6leo (OZAKI et al., 2006), sendo que o pico de absor¢do em 2308 nm
pode ser usado para diferenciar 4cidos graxos monoinsaturados de poliinsaturados (HOURANT
et al., 2000). Ja os picos em 2306 e 2346 nm foram descritos como importantes para distinguir
Oleo de soja de demais tipos de 6leo (OZAKI et al., 2006). O comprimento de onda de 2345 nm
foi também relacionado a lipideos e importante para diferenciar a viabilidade de sementes de
melancia (LOHUMI et al., 2013).

Assim, as alteracdes observadas nos espectros das sementes envelhecidas natural e
artificialmente refletiram as alteragcdes nos lipidios e proteinas nas sementes, sendo que com o
envelhecimento artificial essas alteracdes foram mais drésticas e levaram a maior reducao da
qualidade das sementes. Embora o envelhecimento artificial seja muitas vezes utilizado como
preditor do envelhecimento natural, que ocorre durante o armazenamento das sementes, estes
dois tipos de envelhecimentos apresentam suas peculiaridades (GAO et al, 2015). O
envelhecimento natural geralmente acontece de maneira lenta e gradual, diferentemente do
artificial que ocorre de maneira rdpida e drastica (GAO et al, 2015). Durante o armazenamento,
as taxas metabolicas das sementes sdo baixas e os mecanismos de deterioracdo que predominam
estdo ligados a oxidacdo de acidos graxos (SINGH et al., 2017) e a degradacao de proteinas por
meio das reacdes de Amadori e Maillard (CASTELLION et al., 2010). Essas rea¢des promovem
a agregacao, perda da solubilidade e consequente reducdo do contetido de proteinas soliveis, 0
que pode ser constatado neste trabalho (Figura 2). Por outro lado, o envelhecimento artificial
leva ao aumento da taxa metabdlica das sementes, devido a exposi¢do destas a altas temperatura
e umidade relativa (BEWLEY et al., 2013). Esse aumento no metabolismo das sementes
promove a formacdo de espécies reativas de oxigénio, sintese de proteinas, incluindo as que
atuam no processo de mobiliza¢do de reservas (SINGH et al., 2017, BEWLEY et al., 2013),
comprometendo o tamanho, uniformidade e massa seca das plantulas (Figura 1). Comumente,

também induz a peroxidagdo de lipideos (BEWLEY et al., 2013), que leva ao aumento da
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condutividade elétrica e reducdao do vigor das sementes, conforme verificado em nossos
resultados (Figura 1).

Embora a identificacdo de compostos quimicos especificos em sementes seja bastante
dificil, devido a sobreposicdo de bandas espectrais que podem estar associada a diferentes
compostos (KUSUMANINGRUM et a., 2018), nés evidenciamos nesse trabalho que existem
regides do espectro eletromagnético que apresentam maior importancia para distinguir os niveis
de vigor em sementes de soja determinados pelo envelhecimento natural e artificial das
sementes (Figura 7). Vimos, ainda, que os diferentes tipos de envelhecimentos promovem
deterioracdo em niveis distintos que tem reflexo na qualidade das sementes (Figura 1). Além
disso, foi possivel evidenciar a relacio entre proteina soluvel, 6leo e suas fracdes de acidos
graxos, com a qualidade das sementes (Figura 1 e 2) e verificar a relacdo entre 6leo e proteina
com os comprimentos de ondas de maior importancia para a classificacdo dos niveis de vigor

de sementes de soja envelhecidas natural e artificialmente.

5. CONCLUSOES

As regides do espectro eletromagnético entre os comprimentos de ondas de 1000-1200
nm; 1350-1450 nm; 1800-1900 nm e 2300-2400 nm sdo importantes para distinguir os niveis
de qualidade das sementes de soja.

A espectroscopia NIR, em combinacdo com métodos quimiométricos, apresenta

potencial para classificar sementes de soja quanto ao vigor.
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CONCLUSAO GERAL

O envelhecimento artificial, a temperatura de 41°C por 96 horas apresenta potencial
para ser utilizado na predicao do desempenho de sementes de soja no armazenamento.

Quanto maior o conteddo de dcido graxo oleico e de proteina solivel e menor o de 4cido
linoleico e linolénico, maior € a qualidade fisiol6gica e potencial de armazenamento das
sementes de soja.

Os comprimentos de ondas na regido do infravermelho préximo considerados de maior
importancia para a classificacdo do vigor das sementes apresentam relacdo com o contetido de
6leo e proteina das sementes.

A espectroscopia NIR apresenta potencial para classificar sementes de soja quanto ao

vigor.



