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RESUMO

LIMAO, Marcelo Augusto Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2022.
Testes de vigor, atividade enzimatica e espectroscopia no infravermelho préximo em
sementes de lentilha (Lens culinaris medik.). Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias.

O cultivo e consumo da lentilha (Lens culinaris Medik.) vém ganhando destaque nos dltimos
anos devido ao alto valor proteico e nutricional dos seus graos. Assim, pesquisas relacionadas
a tecnologia de sementes sdo importantes para a expansao dos cultivos e para disponibilizar no
mercado sementes de alta qualidade. O trabalho teve como objetivos adequar metodologias para
os testes de envelhecimento acelerado, condutividade elétrica, andlise computadorizada de
imagens por meio dos softwares SAPL® e ILASTIK para a avaliacio do vigor de sementes de
lentilha, bem como avaliar se a atividade das enzimas do sistema antioxidativo e a analise de
espectroscopia no infravermelho préximo FT-NIR estdo relacionadas ao potencial fisioldgico
das sementes. Sementes de sete lotes da cultivar Silvina foram submetidas a testes para
caracterizacdo da sua qualidade fisiologica inicial. O teste de envelhecimento acelerado foi
realizado pelos métodos tradicional (100% UR) e alternativo com solugao salina saturada (76%
UR), a 41° C, por 24, 36, 48 e 72 h. O teste de condutividade elétrica foi avaliado com quatro
volumes de agua (75, 100, 150 e 250 mL) e quatro periodos de embebicao (4, 8, 12 e 24 h).
Foram determinadas também a atividade das enzimas SOD, CAT e APX. Pelo software
SAPL®, foram determinados o comprimento de parte aérea, comprimento da raiz, comprimento
total de plantulas e os indices de uniformidade, crescimento e vigor aos 3, 4, 5 e 10 dias ap6s a
semeadura. Ja pelo software ILASTIK, determinou-se a probabilidade dos lotes geraram
plantulas vigorosas, plantulas ndo vigorosas e sementes mortas aos 3, 4, 5 e 10 dias apds a
semeadura. Foram realizadas também analises no FT-NIR, com 200 varreduras sucessivas dos
espectros médios de cada lote, processadas individualmente por 30 segundos. As sementes
submetidas as andlises espectrais foram submetidas ao teste de germinacdo para validacdo da
técnica. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado. Para os testes de avaliacdo da
qualidade inicial, atividade de enzimas antioxidantes, andlise de plantulas pelo SAPL® e
ILASTIK, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05). Os dados obtidos no
teste de envelhecimento acelerado foram analisados em esquema fatorial triplo 2 (método
tradicional e método com solug¢do salina saturada) x 7 (lotes) x 4 (periodos — 24, 36, 48 e 72 h)
e os de condutividade elétrica analisados em esquema fatorial triplo 4 (periodos: 4, 8, 12 e 24

h) x 7 (lotes) x 4 (volumes: 75, 100, 150 e 250 mL), onde os fatores quantitativos foram



submetidos a andlise de regressao e os qualitativos ao teste de Tukey (p < 0,05). Para os dados
espectrais obtidos pelo FT-NIR, foram empregadas as técnicas de PLS-DA e PCA, separando-
os em dois conjuntos, sendo 70% dos dados obtidos para o treinamento e 30% para o teste e
validacdo. Foram empregadas duas abordagens, sendo baseada na formagdo de espectros com
o escalonamento automadtico e outra por meio da derivada do filtro Savitzky-Golay. O teste de
envelhecimento acelerado conduzido a 41°C/48 h pelo método tradicional (100% UR) e o de
condutividade elétrica conduzido com 50 sementes imersas em 75 mL de dgua, por 24 h, a 25
°C, foram eficientes para a avaliacdo do potencial fisioldgico das sementes de lentilha. As
atividades das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase do ascorbato
(APX) estdo relacionadas ao potencial fisiolégico das sementes dos diferentes lotes. O
comprimento total das plantulas, da raiz primdria e da parte aérea e os indices de vigor
determinados aos 4 dias ap6és a semeadura pelo SAPL® permitiram classificar os lotes de
lentilha quanto ao vigor. Os dados obtidos pelo ILASTIK utilizados nos estudos de
aprendizagem de mdquina permitiram o desenvolvimento de modelos com alta acurécia para
classificar os lotes de sementes em niveis de vigor. Os modelos obtidos através dos dados
espectrais pelo FT-NIR apresentaram acuracia de 100% na predi¢do dos lotes quanto as classes

de vigor.

Palavras-chave: Qualidade fisioldgica. Avaliagdo do vigor. Andlise de imagem. Inteligéncia

artificial. FT-NIR.



ABSTRACT

LIMAO, Marcelo Augusto Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2022.
Vigor tests, enzymatic activity and near infrared spectroscopy in lentil seeds (lens
culinaris medik.). Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

The cultivation and consumption of lentils (Lens culinaris Medik.) have gained prominence in
recent years due to the high protein and nutritional value of its grains. Thus, studies related to
seed technology are important for the crop expansion and to obtain high quality seeds. The
objective of this work was to adapt methodologies for the accelerated aging and electrical
conductivity tests, computerized analysis of images by SAPL® and ILASTIK software for the
evaluation of lentil seed vigor, as well as to evaluate whether the activity of the enzymes of the
antioxidant system and FT-NIR near infrared spectroscopy analysis are related to the
physiological potential of the seeds. Seeds from seven lots of cultivar Silvina were submitted
to tests for characterization of their initial physiological quality. The accelerated aging test was
performed by the traditional (100% RH) and alternative methods with saturated saline solution
(76% RH), at 41° C, for 24, 36, 48 and 72 h. The electrical conductivity test was carried out
using four volumes of water (75, 100, 150 and 250 mL) and four soaking periods (4, 8, 12 and
24 h). The activity of SOD, CAT and APX enzymes were also determined. The shoot length,
root length, total seedling length and uniformity, growth and vigor indexes were determined at
3, 4,5 and 10 days after sowing using SAPL® software. By the ILASTIK software, the
probability of the lots generated vigorous and non-vigorous seedlings and dead seeds at 3, 4, 5
and 10 days after sowing was determined. FT-NIR analyzes were also performed, with 200
successive scans of the average spectra of each lot, processed individually for 30 seconds. The
seeds submitted to spectral analysis were submitted to the germination test to validate the
technique. A completely randomized design was used. For the initial quality assessment tests,
antioxidant enzyme activity, seedling analysis by SAPL® and ILASTIK, the means were
compared by the Tukey test (p < 0.05). The data obtained in the accelerated aging test were
analyzed in a triple factorial scheme 2 (traditional method and method with saturated saline
solution) x 7 (lots) x 4 (periods - 24, 36, 48 and 72 h), whereas the data of electrical conductivity
were analyzed in a triple factorial scheme 4 (periods: 4, 8, 12 and 24 h) x 7 (lots) x 4 (volumes:
75, 100, 150 and 250 mL), where the quantitative factors were submitted to analysis of
regression and the qualitative ones to the Tukey test (p < 0.05). For the spectral data obtained
by FT-NIR, the PLS-DA and PCA techniques were used, separating them into two sets, with

70% of the data obtained for training and 30% for testing and validation. Two approaches were



used, one based on the formation of spectra with automatic scaling and the other through the
derivative of the Savitzky-Golay filter. The accelerated aging test conducted at 41°C/48 h by
the traditional method (100% RH) and the electrical conductivity test conducted with 50 seeds
soaked in 75 mL of water for 24 h at 25 °C were efficient for the evaluation of the physiological
potential of lentil seeds. The activities of the enzymes SOD, CAT and APX are related to the
physiological potential of seeds from different lots. The total length of the seedlings, the
primary root and the shoot length and the vigor indices determined at 4 days after sowing by
the SAPL® allowed classifying the lentil lots in vigor levels. The data obtained by ILASTIK
used in machine learning studies allowed the development of models with high accuracy to
classify seed lots into vigor levels. The models obtained through the spectral data by the FT-

NIR showed 100% accuracy in the prediction of the seed lots regarding classes of vigor.

Keywords: Physiological quality. Vigor assessment. Image analysis. Artificial intelligence. FT-

NIR.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Aquisic¢do das imagens fotograficas e processamento individual por meio do software

Figura 2. Padrido de plantulas vigorosas (PV), plantulas nido vigorosas (PNV) e sementes
mortas (SM) de lentilha para o treinamento pelo software ILASTIK...........ccccceeeveeevveeenieeennnen. 35

Figura 3. Esquema representativo das etapas de aprendizado interativo de mdquina e
classificagcdo da qualidade fisioldgica dos diferentes lotes de lentilha aos 3 (a), 4 (b), 5 (c) e 10
dias (d) apOS @ SEMEAAUIA........ccccuiieeiieeeiieeeieeeetee et e e rteeertteeetaeeeaaeesaaeesssaeessseeessseeessseeensseens 36

Figura 4. Porcentagem de germinacdo de sete lotes de sementes de lentilha, cv. Silvina, ap6s o
envelhecimento acelerado tradicional com dgua (100% UR) e com solucdo salina saturada (76%
UR), nos periodos de 24, 36, 48 € 72 Ne.eeoueeiieiiiiiiieieeeeeete et 44

Figura 5. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacdo (G), primeira
contagem de germinacdo (PCG), emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
massa seca de plantula (MS), teste de frio (TF) e os diferentes procedimentos do teste de
envelhecimento acelerado realizados em sementes de sete lotes de lentilha, cv.
SHIVITIAL .ottt e e e e et e e e e e e e et bbb e e e e e e e e aata——aaaaaaaeeaeanatraaaaaaaeeeaannarraees 45

Figura 6. Ilustracdo dos volumes de solucio para sementes de lentilha apds 24 h de embebicio;
para o todos os volumes foram utilizados copos plasticos com capacidade de 300

Figura 7. Condutividade elétrica de sete lotes de sementes de lentilha, cv. Silvina, apés
embebicdo por4, 8,12e24hem 75, 100, 150 € 250 mL de dgua........cccceeevvieeniiiiniiinniiennen. 49

Figura 8. Coeficientes de correlacdo simples de Pearson ® estimados entre as varidveis de
germinagdo (G), primeira contagem de germinagdo (PCG), emergéncia (E), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), massa seca de plantula (MS), teste de frio (TF) e os diferentes
procedimentos do teste de condutividade elétrica realizados em sementes de sete lotes de
TENTIINA, CV. STIVINA. ...ttt ettt e e e e e ettt eeeeeeeeeeetaanaaaeseseeeseaannnaeseeeeeranns 50

Figura 9. Atividade das enzimas catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e peroxidase do
ascorbato (APX) em sementes de sete lotes de lentilha, cv. Silvina. Letras iguais ndo diferem
pelo teste de Tukey (P < 0,05). As barras representam o desvio

Figura 10. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacao (G), primeira
contagem de germinacdo (PCG), emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
massa seca de plantula (MS), teste de frio (TF) e a atividade de enzimas antioxidantes catalase
(CAT), peroxidase de ascorbato (APX) e superéxido dismutase (SOD) realizados em sementes
de sete lotes de lentilha, CV. STIVINGA..........oooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 53



Figura 11. Andlise de componentes principais (PCA) para as varidveis de caracterizacdo da
qualidade  inicial das sementes e dos dados gerados pelo  software

Figura 12. Probabilidade dos lotes de sementes gerarem plantulas vigorosas (PV), plantulas
ndo vigorosas (PNV) ou sementes mortas (SM) no 3° (a), 4° (b), 5° (c) e 10° dia (d) apds a
semeadura, de acordo com dados obtidos pelo software ILASTIK. As barras representam um
intervalo de confianga de 9590 .......ccc.eiiiiiiiiiiiie e 59

Figura 13. Andlise de componentes principais (PCA) para as varidveis de caracterizacdo da
qualidade  inicial ~das sementes e dos dados gerados pelo  software
TLASTIK ..ottt ettt ettt et et e st e e e et et e e st e eate e st e bt enseeneenbeensesseeseenseeneenees 61

Figura 14. Germinacgdo de diferentes lotes sementes de lentilha (a) e percentagens de plantulas
vigorosas (b), plantulas ndo vigorosas (c) e sementes mortas (d). Os valores médios com letras
minusculas distintas diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o intervalo
de confianca ao nivel de 95% para as

Figura 15. Espectros FT-NIR de diferentes lotes de sementes de lentilha: Espectro pré-
processado das classes de sementes (a), espectros médios pré-processados das classes de
sementes (b), espectros das sementes transformadas pela derivada de primeira ordem do
Savitzky-Golay (c) e a média das classes transformadas pela derivada de primeira ordem do
Savitzky-Golay (d). Andlise de componentes principais usando os dados FT-NIR de sementes
de diferentes lotes de lentilha. Dados dos espectros pré-processados (e) e espectros
transformados pela primeira derivada do Savitzky-Golay (f)........cccoevevvieiiinieniiiiiniccieee 63

Figura 16. Gréafico de pontuagdo da andlise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA) com os dois primeiros componentes discriminantes de sementes de lentilha com base
nos espectros FT-NIR transformados pela primeira derivada Savitzky-Golay, as elipses
mostram intervalos de confianca de 95% em cada classe de sementes (a), matriz de confusao
das diferentes classes (b), boxplot dos 20 espectros que mais contribuiram para o
desenvolvimento dO MOAELO (C)...uvvvviiiiieiieiiiiiieieeieee e eee e e e e eeerrarreeeeeeeeeenanes 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Caracterizacdo da qualidade inicial de sete lotes de lentilha, cv. Silvina, analisados
pelo grau de umidade (GU), germinacdo (G), primeira contagem de germinacdo (PCG),
emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), massa seca de plantula (MS) e teste
E ETI0 (T et e et e e e et b e e e e e ab e e e e e aaaeeeeearaeeeeannaeeaas 39

Tabela 2. Grau de umidade (%) apds diferentes periodos de envelhecimento acelerado
tradicional (EAT) e com solucdo salina saturada (EASS) em lotes de sementes de
LEINEITNA. ..ot ettt e et e et e e st e e st e e abeeeeabeeenans 41

Tabela 3. Germinagdo (%) dos lotes de sementes de lentilha apds diferentes periodos de
envelhecimento acelerado tradicional (EAT) e envelhecimento acelerado com solucdo salina
SATUTAAA (EASS )ittt e et e e e e e e e e e e e e e e eeeeenatrrraaeaeeeens 43

Tabela 4. Condutividade elétrica (uS.cm™.g™!') de lotes de sementes de lentilha em diferentes
periodos de embebico € VOIUMES A€ AZUA........ceeiiieiiiiiiiieeiie et 48

Tabela 5. Resultados médios de comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular
(CR), comprimento total da plantula (CTP), indice de uniformidade (IU), indice de crescimento
(IC) e indice de vigor (IV), obtidos pelo SAPL® aos trés, quatro, cinco e dez dias apds a
semeadura de sete lotes de sementes de lentilha...............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e, 55

Tabela 6. Numero de acertos individuais por classe e métricas obtidas com os modelos de
classificagdo PLS-DA, usando os recursos FT-NIR em sementes de diferentes lotes de
LEINETRA. ...ttt ettt et ettt saneea 65



SUMARIO

1. INTRODUCAO 14

2. REVISAO DE LITERATURA 16
2.2.1.  Avaliacdo do potencial fisiol0gico de SEMENLES .........cccueeervierrieeeniieeenieeerieeeneen. 16
2.2.2.  Envelhecimento acelerado.........ccccooueriiiriiiiiiniiiiicceececee e 17
2.2.3.  Condutividade ElEIriCa. .....cccueiriieiiiriieeieeeieee et 19
2.2.4.  Atividade de enzimas antioxidantes €m SEMENLES ........ccceereervueereeerueeneernueenuennn 21
2.2.5. Anidlise computadorizada de plantulas para avaliacdo do vigor em sementes....... 23
2.2.6.  Espectroscopia do Infravermelho Proximo (NIR) ...ooooeiiiiiiiiiniiiiiee 24

3. MATERIAL E METODOS ..couccuummcismmmmncssssssnsssssmssnssssssssssssssmsssssssasssssssssssssss 26
3.2.  Caracterizagdo da qualidade inicial dOs 10ES ........ccocveeriiiiniiiiiniiiiniiceeceeceee 27
3.2.1. Determinagdo do grau de umidade ...........cooceeeviiiiniiiiniiiiiniieiieceee e 27
3.2.2.  Teste de ZermINACAO ....cccuveeeuieeriieeriieeeiie et e et te et e et e st e st e s sareessareesanneeeas 27
3.2.3.  Primeira contagem de Zerminacao ..........cceevueeeruieenuiernieerneeesniieesnieeessieeessneeenas 27
3.2.4. Emergéncia de plAntulas.........coccoeoriiiiiiiiiiiiiiiceeee e 27
3.2.5. Indice de velocidade de emergéncia (IVE).......cccoiiiiiiiecec 27
3.2.6.  Massa seca de plAntulas.........c..ccooiiiiiiiiiiiiine e 27
327, TESIE A fT10 c..eiieiiiieiieeeie ettt et st 28
3.2.8.  Delineamento experimental € andlise estatiStiCa .........ccevveervveeniercieeneernieennennn 28

3.3.  Ensaio I - Adequacdo do teste de envelhecimento acelerado para avaliagdo do

potencial fisioldgico das sementes de lentilha............oooeeeiiiiiiiiiiniiniiie 28
3.3.1.  Envelhecimento acelerado tradicional - EAT...........ccccooiiiiiininiiiieeeee 28
3.3.2.  Envelhecimento acelerado com solugdo salina saturada - EASS ....................... 29
3.3.3.  Delineamento experimental € andlise estatiStiCa .........cccevvvervveeneeecieeneeriieeneennn. 29

3.4. Ensaio II - Adequacio do teste condutividade elétrica para avaliagdao do potencial
fisiologico das sementes de lentilha..........c..ooiiiiiiiiiiiiinii e 30

3.4.1.  Delineamento experimental € andlise estatiStiCa ...........cevvvervveereenieeneersieennennn. 30

3.5. Ensaio Il — Determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes e sua relacdo com o
potencial fis1010ZICO A& SEMENLES ........corvviiruiiriieniieiieeie ettt et 30

3.5.1.  Obtencdo do extrato enzimatico para determinagdo da atividade das enzimas..30
3.5.2.  Superdxido dismutase (SOD) .....cccooviieiiiriiiniiniieieeteeeeeeee e 31
S TG T OF: 1721 - 11l (G721 USSR 31
3.5.4. Peroxidase do ascorbato (APX)......coooueiiiiiiiiiiieeeeee e 32



4.

S.
6.
7.

3.5.5. Delineamento experimental e andlise estatiStiCa .........cccueerrveerrveernieeenieenieenns 32

3.6. Ensaio IV — Andlise computadorizada de plantulas pelos softwares SAPL® e

ILASTIK para avaliagdo do potencial fisiol6gico das SEmentes ...........cceeveervveeriveerniveennne 32
3.6.1.  Software SAPL® .......cccooiiiiiiiiiiiiieeiteeeee ettt 32
3.6.2.  Software ILASTIK ....coooiiiiiiiieiiiieet ettt st 34
3.6.3. Delineamento experimental € andlise estatiStiCa ........coocveerrveerrieernieennieenieenns 36

3.7. Ensaio V — Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR e sua relagdo com o

potencial fisiolOZICO daS SEMENLES.........ueiruiiiriiiiriieiriie ettt ettt ee e e e siree b e 36
3.7.1.  Aquisicao dos espectros FT-NIR..........cccccoviiiiiiiiiiiieiieeceeeee e 36
3.7.2. Delineamento experimental € andlise estatiStiCa ........ccocveerrveerrieernieeenieesnieenne 37
RESULTADOS E DISCUSSAO 38

4.1. Caracterizacao da qualidade inicial dos lotes de lentilha............ccccccooiiiniiinnnnnnn 38

4.2.  Ensaio I - Adequagdo do teste de envelhecimento acelerado para avaliagdao do
potencial fisiologico das sementes de lentilha...........occeeeviiiiniiiiniiiiniiiiie e 40

4.3. Ensaio II - Adequacdo do teste de condutividade elétrica para avaliagdo do potencial
fisioldgico das sementes de lentilha............coooviiiiiiiiiiiiniiiie e 46

4.4.  Ensaio III - Determinacao de atividade de enzimas antioxidantes e sua relacdo com o
potencial fisiolOZICO A€ SEMENLES ......ccuveeruiieriieeriie et eetteeriteesree e ee e eeeeabee e e saree e 50

4.5. Ensaio IV — Andlise computadorizada de plantulas pelos softwares SAPL® e

ILASTIK para avaliacdo do potencial fisioldgico das Sementes .........cccecueeerveerrveersveennnnen. 53
4.5.1. Andlise de plantulas pelo software SAPL® .........cccccceevviiiriieiniiiieniieeniee e 53
4.5.2. Andlise de plantulas pelo software ILASTIK..........ccccooviiiriiiiniiiinieeieeeieee 57

4.6. Ensaio V - Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR e sua relacdo com o

potencial fisiolOZICO daS SEMENLES.........ueeriuiieriieeeiieeeiieeetteerieeeeree e ee e e e eibeeeeabeesaree e 60
CONSIDERACOES FINAIS 68
CONCLUSOES 71

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 72




14

1. INTRODUCAO

As pulses, sementes secas comestiveis de leguminosas como feijoes, ervilhas secas,
grao-de-bico e lentilha sdo ricas em proteinas, fibras, minerais, vitaminas e aminodcidos, e por
isto vém ocupando papel de destaque para a nutricdo humana e promog¢do da seguranca
alimentar global. Sdo alimentos ideais para as dietas vegetarianas e veganas devido ao alto
valor proteico, cujo cultivo e consumo vem sendo incentivados no mundo todo
(NASCIMENTO; SILVA, 2019).

A lentilha (Lens culinaris Medik.) destaca-se entre as cinco leguminosas mais
importantes no mundo e, embora a producao brasileira seja ainda pequena necessitando de
importacdo, o Brasil tem grande potencial para a producdo nas regides Centro-Oeste, Sudeste
e Sul, que possuem caracteristicas de clima e altitude favordvel para o cultivo (EMBRAPA,
2019). Por ser considerada espécie rustica, fixadora de nitrogénio e com certa tolerancia a
seca, a lentilha torna-se alternativa de cultivo para plantio de segunda safra de verdo
(NASCIMENTO et al., 2016).

Apesar do Brasil apresentar condicdes favordveis para o cultivo, sé atualmente
pesquisas vém sendo desenvolvidas visando disponibilizar cultivares adaptadas as condi¢des
edafo-climaticas bem como tecnologia adequada para a produgdo. Neste contexto, pesquisas
relacionadas a tecnologia de sementes de lentilha sdo importantes para a expansao dos cultivos
e para disponibilizar no mercado sementes de alta qualidade. Sementes de alta qualidade, com
maior germinagdo, vigor e resisténcia as adversidades de clima, solo e estresses sdo
fundamentais para se obter emergéncia elevada e uniforme das plantulas em campo e,
consequentemente, assegurar produtividade (MARCOS-FILHO, 2015a).

Neste contexto, a avaliacdo do vigor de sementes € fundamental para se obter
informacdes mais seguras sobre o desempenho dos lotes em no campo e no armazenamento.
Atualmente, hd vdrias metodologias disponiveis para a avaliagdo do vigor, baseadas em
resisténcia a estresses, ao desempenho de plantulas e testes bioquimicos em atributos fisicos,
fisiologicos e bioquimicos (MARCOS-FILHO, 2020). Nestas categorias destacam-se 0s testes
de envelhecimento acelerado, condutividade elétrica e crescimento de plantulas, dentre outros
recomendados pela AOSA (BAALBAKI et al., 2009), cujas metodologias para sementes de
lentilha ainda ndo estdo bem estabelecidas. Para as avaliagdes do crescimento de plantulas tem
sido bastante utilizado o processamento computadorizado das imagens, que tem como
vantagem a rapidez na obtenc¢ao de resultados confidveis (MARCOS-FILHO, 2015a; GOMES-

JUNIOR, 2020). Dentre os softwares disponiveis, destacam-se o Sistema de Andlise de
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Plantulas (SAPL®) e o ILASTIK (MEDEIROS e PEREIRA, 2018; CUADRADRO, 2020;
MEDEIROS et al., 2020a), ambos de livre acesso e de baixo custo na aquisicdo das imagens,
que podem ser obtidas utilizando cAmera digital.

Considerando que o vigor de sementes diminui com o avanco do processo de
deterioracdo, cuja causa principal tem sido atribuida a formagdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) as quais provocam a peroxidagdo de lipidios (KUMAR et al., 2015), a
determinagcdo da atividade de enzimas do sistema antioxidativo também pode fornecer
informacdes interessantes sobre o potencial fisiolégico. Destacam-se as enzimas superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), peroxidases (POX) e a ascorbato peroxidase (APX) que
desempenham papel fundamental na neutralizacao dos efeitos deletérios das EROs (EBONE et
al., 2019).

Outra técnica promissora de uso mais recente cujos resultados podem ser relacionados
ao potencial fisioldgico das sementes € a espectroscopia do infravermelho préximo (FT-NIR).
Trata-se do método rdpido, ndo destrutivo, baseado na absor¢do pelas sementes de radiagdao
eletromagnética nos comprimentos de onda entre 780-2500 nm, permitindo realizar medidas
diretas e simultaneas de vdrios de seus constituintes quimicos pela aquisicdo de grande nimero
de detalhes espectrais (XIA et al., 2019). Portanto, alteragdes na composicdo quimica das
sementes podem estar relacionadas com a viabilidade e vigor (XIA et al., 2019; RIBEIRO et
al., 2020; MEDEIROS et al., 2020b).

Considerando que as informagdes sobre metodologias adequadas para a avaliacdo do
vigor das sementes de lentilha ainda sio escassas, os objetivos desse trabalho foram: i) adequar
metodologias para os testes de envelhecimento acelerado, condutividade elétrica e andlise
computadorizada de imagens por meio dos softwares SAPL® e ILASTIK para a avaliacdo do
vigor de sementes de lentilha; i1) avaliar se a atividade das enzimas do sistema antioxidativo e
a andlise de espectroscopia no infravermelho proximo FT-NIR estao relacionadas ao potencial

fisiologico das sementes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.2.1. Avaliacao do potencial fisiolégico de sementes

O potencial fisioldgico das sementes retine informacgdes sobre a germinagdo e o vigor e
representa a possibilidade de sucesso da semente manifestar suas fungdes vitais tanto sob
condi¢des favordveis ou ndo (MARCOS-FILHO, 2015a). A germinacdo € definida como a
capacidade da semente dar origem a plantula normal, sob condi¢des ideais em laboratdrio,
representando o potencial fisiol6gico médximo de germinag¢do do lote (BRASIL, 2009). No
entanto, estes resultados nem sempre sdo confirmados em campo, principalmente quando as
condi¢cdes de ambiente se desviam das mais adequadas. Por este motivo, a identificagdo do
vigor das sementes como componente do potencial fisioldgico, independente da germinagdo, €
cada vez mais relevante (MARCOS-FILHO, 2015b).

O vigor de sementes compreende o conjunto de propriedades que determina o potencial
para a rapida e uniforme emergéncia de plantulas sob ampla diversidade de condi¢des de
ambiente (BAALBAKI etal., 2009). Assim, a avaliagdo do vigor tem como objetivos principais
detectar diferencas significativas no potencial fisioldgico de lotes com germinacao semelhante,
classificar lotes em diferentes niveis de qualidade, distinguir lotes de alto dos de baixo vigor,
identificar adequadamente lotes com maior potencial de estabelecimento em campo e estimar
o potencial de armazenamento (MARCOS-FILHO, 2020).

Fica evidente, portanto, quio essenciais sdo as informagdes obtidas na avaliacdo do
vigor das sementes, complementando as informagdes fornecidas pelo teste de germinacgdo, que
rotineiramente € realizado sob condi¢des 6timas de temperatura, luz e umidade, possibilitando
a semente expressar seu maximo potencial de germinacao. Apesar de fornecer informacgdes que
nem sempre refletem o comportamento das sementes em campo, € um teste importante para a
comercializacdo dos lotes, por ser padronizado e permitir a reproducdo dos resultados
(MARCOS-FILHO, 2009). Contudo, na atualidade, para o controle de qualidade mais eficiente
dos lotes durante as etapas de pds-colheita e comercializagdo, é fundamental obter informacgdes
relacionadas ao vigor das sementes.

De acordo com Marcos-Filho (2020) os principais testes de vigor sdo baseados em
eventos que caracterizam o processo de deterioracdo das sementes, 0os quais ocorrem antes do
declinio da capacidade de germinacdo e perda da viabilidade da semente (DELOUCHE;
BASKIN, 1973). Estes eventos ocorrem em sequéncia hipotética, iniciando-se com a
desestruturacdo das membranas celulares. A partir dai, ocorre redugdo da atividade respiratoria

e biossintética, diminuicao da velocidade de germinag¢do, redu¢do do potencial de conservagao,
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menor taxa de crescimento das plantulas, maior sensibilidade a condi¢des de estresse, reducao
da emergéncia de plantulas em campo, aumento da ocorréncia de plantulas anormais e,
finalmente, morte da semente (DELOUCHE; BASKIN, 1973). Na atualidade, ha varias
metodologias disponiveis para a avaliacdo do vigor, baseadas em resisténcia a estresses, em
atributos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos (MARCOS-FILHO, 2020).

McDonald (1975) classificou os testes de vigor em fisicos, fisiol6gicos, bioquimicos e
de resisténcia a estresse. Os testes fisicos sdo aqueles que avaliam as caracteristicas
morfoldgicas e fisicas das sementes, incluindo tamanho, densidade, teste de Raios X. Os testes
fisiol6gicos baseiam-se em atividades fisioldgicas especificas das sementes cuja manifestacdo
depende do vigor, destacando-se primeira contagem de germinagao, velocidade de germinacao
ou emergéncia de plantulas, classificagdo do vigor de plantulas, crescimento de plantulas,
dentre outros. Ja os testes bioquimicos avaliam as alteracdes bioquimicas relacionadas ao vigor
das sementes, como os testes de tetrazdlio, condutividade elétrica, lixiviacdo de potdssio e
respiragdo. Os testes de resisténcia a estresses, por sua vez, avaliam o comportamento das
sementes quando expostas a condicdes desfavoraveis de ambiente, tais como teste de frio,
envelhecimento acelerado, deterioracio controlada e germinacao a baixa temperatura.

Considerando que o vigor das sementes € produto do conjunto de caracteristicas que
irdo determinar o seu desempenho no campo ou no armazenamento, recomenda-se que a
avaliacdo do vigor deva ser feita com base na combinacgao de resultados de diferentes testes de
vigor, considerando a finalidade do uso dos resultados e as limitagdes de cada teste (MARCOS-
FILHO, 2015b). Assim, recomenda-se que a avaliagdo do vigor seja feita com base na
combinacdo multipla dos resultados obtidos em cada teste de vigor utilizado (MARCOS-

FILHO, 2015b).
2.2.2. Envelhecimento acelerado

O teste de envelhecimento acelerado é um dos mais conhecidos e aplicados para a
avaliagdo do vigor das sementes, sendo aplicavel a vdrias espécies (TUNES et al., 2011). O
teste € de resisténcia ao estresse que avalia o desempenho das sementes apds serem submetidas
a condicdes adversas de temperatura e umidade relativa. Baseia-se no principio de que a taxa
de deterioracdo das sementes aumenta a medida em que s@o expostas a condi¢cdes de alta
temperatura e umidade relativa (BAALBAKI et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2015b). Sob
essas condi¢Oes, sementes de alto potencial fisioldgico apresentardo maior capacidade de
produzir plantulas normais apds o envelhecimento acelerado em comparac¢ido com as de menor

vigor (GOMES; LOPES, 2017; ARAUJO et al., 2021b).
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A combinacao entre temperatura, umidade relativa e periodo de exposi¢ao as condig¢des
do teste sdo fatores importantes para se definir metodologia adequada para a condugdo do teste
para as diferentes espécies. Em geral, as temperaturas utilizadas no teste de envelhecimento
acelerado variam entre 41 e 45 °C (BAALBAKI et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2020).
Menezes e Nascimento (1988) relataram que a temperatura de 37 °C e o periodo de
envelhecimento de 72 h foram eficientes na avaliacio do vigor de sementes de ervilha. Contudo,
a temperatura de 41 °C vem sendo recomendada para varias espécies, como lentilha (FREITAS;
NASCIMENTO, 2006,), soja (MARCOS-FILHO et al., 1990; MARCOS-FILHO, 2020), feijao
(BERTOLIN et al., 2011) e grio-de-bico (ARAUJO et al., 2021). E importante ressaltar que
temperaturas muito elevadas possibilitam a desnaturacdo de proteinas e, consequentemente,
drastica reducao na viabilidade das sementes (MARCOS-FILHO, 2015a; ALVARENGA et al.,
2013; TORRES et al., 2005). Para Tomes et al. (1988), a elevacdo da temperatura promove
efeitos mais drasticos sobre o desempenho das sementes do que o prolongamento do periodo
de envelhecimento artificial.

O teste de envelhecimento acelerado pode ser conduzido pelo método tradicional ou
alternativo. Ambos os métodos utilizam caixas gerbox adaptadas funcionando como mini-
camara. A diferenca entre os métodos é que no método tradicional utilizam-se 40 mL de dgua
no interior do gerbox com o intuito de se obter 100% de umidade relativa (MARCOS-FILHO,
2020). J4 no método alternativo, a dgua € substituida por solucdo salina saturada de modo a
obter umidade relativa interna mais baixa, resultando em embebi¢do mais lenta (JIANHUA;
MCDONALD, 1996). Estes autores indicam a utilizac¢do de soluc¢des saturadas de KCl (cloreto
de potdssio), NaCl (cloreto de sédio) ou NaBr (brometo de s6dio), de tal modo a obter umidade
relativa de 87%, 76% ou 55%, respectivamente (JIANHUA; MCDONALD, 1996). Neste
método, a absorcao de dgua pelas sementes ocorre mais lentamente, resultando na redugdo da
desuniformidade nos teores de dgua ap0ds o envelhecimento (RADKE et al., 2018) e redugdo da
incidéncia de fungos patogénicos nas sementes (ORO et al., 2012). O método alternativo tem
sido utilizado principalmente para sementes pequenas, especialmente de hortalicas, para as
quais a desuniformidade na absorcdo de dgua entre as amostras no método tradicional pode
resultar em deterioracdo diferenciada, comprometendo os resultados apds o envelhecimento
(RAMOS et al., 2004).

Freiras e Nascimento (2006) realizaram estudo sobre o teste de envelhecimento
acelerado em sementes de lentilha pelo método tradicional e pelo método alternativo com
solugdo salina saturada (76% UR) nos periodos de 24, 48 e 72 h a 41 °C, e concluiram que o

teste com solucdo salina saturada por 48 h a 41 °C foi o procedimento mais adequado para a
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classificac@o dos lotes em niveis de vigor. Em sementes de ervilha, Nascimento et al. (2007),
ao testarem o método tradicional e alternativo em diferentes periodos, a 41 °C, concluiram que
pelo método alternativo com solugao saturada (76% UR) por 48 h houve melhor separacao dos
lotes em niveis de vigor. Aradjo et al. (2021) concluiram que o teste de envelhecimento
acelerado com NaCl (76% UR), a 41 °C, por 48 h foi eficaz na avaliacdo do vigor de sementes
de grao-de-bico.

Para outras leguminosas como soja (MARCOS-FILHO, 2020), feijao (BERTOLIN et
al., 2011) e leucena (ARAIjJO et al., 2017) o teste deve ser conduzido com 100% UR a 41°C
por 48 h. A eficiéncia da aplicacdo do teste de envelhecimento acelerado pelo método
tradicional também foi relatada para sementes de chia (RADKE et al., 2018), azevém (TUNES
et al., 2011) e alface (FRANDOLQOZO et al., 2017).

Verifica-se, portanto, que as informagdes sobre a metodologia mais adequada para a
conducdo do teste de envelhecimento acelerado em sementes de lentilha ainda ndo sao

conclusivas, o que justifica a conducao de estudos adicionais para a espécie.
2.2.3. Condutividade elétrica

O teste de condutividade elétrica destaca-se como método rapido, prético e eficiente
para a estimativa do vigor de sementes (MOURA et al., 2017; GUOLLO et al., 2017). E
classificado como teste bioquimico, baseado na capacidade de reorganizagdo do sistema de
membranas celulares (DELOUCHE; BASKIN, 1973). De acordo com estes autores, a
degradacdo do sistema de membranas celulares € uma das primeiras manifestacdes do processo
de deteriorac@o das sementes. Assim, determinar o valor da condutividade elétrica da solucao
de embebigdo das sementes permite indiretamente obter informacdes sobre a intensidade dos
danos causados as membranas celulares resultantes do processo de deterioracdo das sementes
(POWELL, 1986). O principio do teste estabelece que sementes menos vigorosas irdo liberar
maior quantidade de solutos para o meio exterior, uma vez que a velocidade da reestruturacao
da integridade das membranas durante o processo de embebicao € menor (TORRES et al., 2015;
BRZEZINSKI et al., 2015).

Na maturidade fisioldgica, a organizagdo das membranas celulares € méxima. Ao final
do processo de maturacdo, com a secagem das sementes, ocorre a desorganizacdo das
membranas comprometendo a sua integridade (BEWLEY; BLACK, 1994). Quando as
sementes secas sdo embebidas, a capacidade de reorganizacdo do sistema de membranas é
readquirida, e quanto maior o vigor da semente, maior a velocidade deste processo de

reestruturacdo com menor lixiviagdo (POWELL, 1986).
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De acordo com Bewley e Black (1994), a liberacdo de solutos pelas sementes é mais
intensa durante o inicio da embebigdo, declinando a medida que ocorre a reorganiza¢do do
sistema de membranas. Este fato é importante porque permite a obtencao de resultados em
periodo de tempo relativamente curto, de modo que a condutividade elétrica avaliada apds 24
h de embebic¢do, se mostra eficiente para a avaliagdo do vigor de sementes de vdrias espécies.
Além disso, dependendo da espécie, os resultados podem ser obtidos em periodos inferiores a
24 h, permitindo tomadas de decisdes importantes de maneira mais rapida para o controle de
qualidade das sementes (VIEIRA; MARCOS-FILHO, 2020).

Embora o teste de condutividade elétrica seja simples e de facil execucdo, ha fatores que
influenciam os resultados, tais como o gendtipo (PANOBIANCO et al.,, 1999), danos
mecanicos ou injurias provocadas por insetos, teor de dgua e tratamento quimico das sementes
(LOEFFLER et al., 1988). Além destes, ha fatores relacionados a propria metodologia como
por exemplo volume de 4gua usada para a embebicao das sementes, o tempo de embebicdo, o
nimero de sementes por repeticdo e a temperatura (FIGUEIREDO et al., 2021; VIEIRA;
MARCOS-FILHO, 2020).

A duracdo do periodo de embebi¢do das sementes € importante na eficiéncia do teste de
condutividade elétrica para distinguir diferengas de vigor entre os lotes. Esse periodo pode ser
alterado em funcdo das caracteristicas morfolgicas do tegumento, temperatura de embebicao
e grau de umidade. Para muitas espécies, o teste € realizado com amostras previamente pesadas
de 50 sementes, imersas em 75 mL de dgua destilada ou deionizada e sob temperatura de 25 °C
por periodo de 24 h até a leitura em condutivimetro (KRZYZANOWSKI et al., 1991; VIEIRA,
1994). Este procedimento é indicado principalmente para leguminosas que tém sementes
grandes, tais como ervilha, soja e feijio, mostrando-se eficiente na avaliacdo do vigor
(BAALBAKI et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2015a).

Contudo, em soja, Dias e Marcos-Filho (1996) observaram que periodos de embebicao
mais curtos (8 e 12 h) permitiram a identificacao de diferencas mais acentuadas de vigor entre
os lotes, enquanto avaliagdes realizadas a partir de 16 h foram mais sensiveis permitindo
classificacdo mais detalhada dos lotes em niveis de vigor. Em sementes de ervilha, Machado et
al. (2011) avaliaram as temperaturas de 20 e 25 °C e volumes de 75 e 250 mL de 4gua e
concluiram que o teste de condutividade elétrica utilizando 250 mL de dgua, a 25 °C por 24 h
€ promissor para a diferenciacao dos lotes de sementes.

Mais recentemente, Aradjo (2019) testando a adequagdo do teste de condutividade

elétrica para sementes de grdo-de-bico, avaliou a imersdo em 75, 100, 150 e 250 mL por
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periodos de 4, 8, 12 e 24 h, a 25 °C, recomendando o uso de 50 sementes imersas em 150 mL
de 4gua, por 24 h.

Ja Figueiredo et al. (2021) realizaram a adequacio do teste de condutividade elétrica em
sementes de linhaca avaliando 25 e 50 sementes embebidas em 25, 50 e 75 mL de dguaa25e
30 °C, por 24 h. Concluiram que o teste deve ser conduzido com 25 sementes em 75 mL de
dgua a 30 °C.

As informagdes sobre o teste de condutividade elétrica para sementes de lentilha sdo
escassas. Cunha (2018) ao utilizar o teste de condutividade elétrica com 25 sementes de lentilha
imersas em 75 mL de dgua por 16 h identificou diferencas no potencial fisioldgico de sementes
colhidas em diferentes estddios de maturacdo; verificou ainda que o teste foi eficiente para
monitorar a redu¢do da qualidade fisiologica das sementes durante 0 armazenamento por seis
meses. Silva et al. (2020), avaliando quatro repeti¢des com 25, 50, 75 e 100 sementes de cada
lote e 5 periodos de embebicdo (3,6,9, 12 e 15 h) em 75 mL a 25 °C, concluiram que a utilizagdo
de repeticdes com 50 sementes e o periodo de 12 h de embebicdo foram as condi¢des mais
adequadas para a conducdo do teste em sementes de lentilha. No entanto, os autores nao
testaram periodos mais longos de embebicdo, de forma a facilitar as analises em horéario
comercial em laboratérios de rotina, e também ndo testaram outros volumes de dgua para a
adequacdo do teste.

Verifica-se, portanto, que estudos especificos buscando identificar e definir as
condi¢des mais adequadas para a conducdo do teste de condutividade em sementes de lentilha
ainda sdo escassos, sendo necessdrio testar diferentes combinagdes entre periodos de embebigdo

e volumes de 4gua.

2.2.4. Atividade de enzimas antioxidantes em sementes

A deterioracdo é um dos principais processos que afetam a qualidade de sementes,
resultando na reducao do vigor e da germinagdo. Trata-se do processo degenerativo provocado
principalmente pela produgdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas por
reacOes de estresse oxidativo. As EROs sdo subprodutos naturais do metabolismo formadas a
partir da reducdo parcial do oxigénio, levando a formagdo de radical super6xido (O2%),
peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxila (OH") e outras (MITTLER, 2017). De maneira
geral, os principais danos causados pelo estresse oxidativo s@o a peroxidagdo de lipideos,
oxidacdo de proteinas, danos a dcidos nucleicos, inibi¢cdo enzimdtica e morte celular

(DEMIDCHIK et al., 2015; KUMAR et al., 2015).
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O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a producido de EROs e os
mecanismos de defesa antioxidativos, que tém a funcdo de neutralizar o excesso de EROs.
Assim, a intensidade de danos celulares € determinada pela capacidade das células de
neutralizar as EROs. Neste contexto, o sistema enzimatico antioxidativo composto por enzimas
como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), peroxidase do
ascorbato (APX), dentre outras, t€m papel fundamental na neutralizacao das EROs (SHARMA
et al., 2012). Cardoso et al. (2015) avaliaram parametros antioxidativos em sementes de soja
submetidas a deterioragdo constatando alto nivel de superéxidos, além da reducdo da atividade
da SOD em sementes de baixa qualidade fisioldgica.

A superéxido dismutase (SOD) € considerada a enzima antioxidativa da primeira linha
de defesa contra as formas reativas de oxigénio promovendo a remog¢do do anion superoxido,
produzindo hidrogénio e dgua (GILL et al., 2015). E encontrada no citoplasma e na matriz
mitocondrial, sendo produzida nas primeiras horas de embebicdo em sementes vidveis, e sua
reducdo tem sido associada com a queda do vigor de sementes (BORGES et al., 2015). O
decréscimo na atividade da SOD estd associado ao processo de reducdo do potencial fisiologico
das sementes de diversas espécies (BAILLY, 2004; SAHU et al., 2017).

A catalase (CAT) é a enzima que atua principalmente em altas concentragdes de
peréxido de hidrogénio, convertendo-o em &4gua e liberando oxigénio, desempenhando
importante papel na detoxificagdo das células (KIBINZA et al., 2011). As enzimas SOD, CAT
e APX atuam integradas como agentes antioxidantes neutralizando e mantendo os compostos
téxicos a célula sob niveis controlados (MITTLER, 2017). O decréscimo na atividade da CAT
ocasiona reducdo na capacidade de prevencdo de danos oxidativos e perda mais acelerada da
viabilidade. Assim, com a reducdo do vigor espera-se que a atividade da CAT também diminua
(MARCOS-FILHO, 2015a; BAILLY, 2004).

Semelhantemente a CAT, a peroxidase do ascorbato (APX) faz parte do grupo de
enzimas que reduzem o peréxido de hidrogénio, e diferencia-se por utilizar o ascorbato como
agente redutor e atuar nos peroxissomos (MITLLER, 2017). A redugdo na atividade da APX
foi relatada por Xin et al. (2014) em sementes de soja deterioradas.

Sementes mais deterioradas e, consequentemente, menos vigorosas apresentam menor
eficiéncia na remog¢do de EROs, o que favorece o estresse oxidativo. Esta menor eficiéncia
pode estar relacionada a redug¢do da atividade ou inativacdo de enzimas antioxidantes
(BAILLY, 2004).

A reducdo da atividade de enzimas antioxidativas como a SOD e CAT tem sido

associada a reducgdo do potencial fisiol6gico das sementes durante a deterioracdo de sementes
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de feijao mungo-verde (SHARMA et al., 2018). Estudos com sementes de milho (BORBA et
al., 2014), soja (BANDEIRA et al., 2014) e feijao (SHARMA et al., 2018) demonstraram

relacdo entre atividade de enzimas antioxidantes e vigor dos lotes.

2.2.5. Analise computadorizada de plantulas para avaliacao do vigor em sementes

Nos dltimos anos, tem se intensificado os estudos sobre andlises computadorizadas de
imagens de plantulas para avaliacdo do desempenho das sementes. O processamento
computadorizado de imagens de plantulas tem se mostrado eficiente para distinguir lotes
quando ao potencial fisiologico. Tem como principais vantagens a rapidez na avaliacdo das
plantulas, obten¢do de resultados confidveis, além de gerar um banco de dados e imagens que
podem ser armazenados e consultados quando necessdrio (GOMES-JUNIOR, 2020;
MARCOS-FILHO, 2015a). Diversos trabalhos ja foram realizados mostrando a eficiéncia
dessa ferramenta para a avaliacdo do vigor de sementes como feijao (ABUD et al., 2022), grao-
de-bico (ARAI’H O et al., 2021a), milho (FERREIRA et al., 2020; CASTAN et al., 2018), soja
(ANTUNES-NETO et al., 2020), amendoim (BARBOSA et al., 2016) e trigo (BRUNES et al.,
2016).

Os recentes avancos em tecnologias de andlise de imagem de sementes e plantulas tém
possibilitado o desenvolvimento de novos métodos répidos, com alta acurdcia e muitas vezes
ndo destrutivos, de modo que a partir da criagdo de modelos de aprendizado de maquina,
atributos fisicos, fisiologicos e sanitdrios de lotes de sementes podem ser analisados em tempo
real de forma objetiva (GOMES-JUNIOR, 2020).

Na atualidade, diversos sistemas estdo disponiveis para auxiliar na andlise
computadoriza de sementes e plantulas, destacando-se o Seed Vigor System (SVIS®), o Sistema
automatizado do vigor de sementes (Vigor-S®), o GroundEye®. o ImagelJ, o Sistema de anlise
de plantulas (SAPL®) e o ILASTIK (SAKO et al., 2001; CASTAN et al., 2018; TBIT, 2015;
COLLINS, 2007; MEDEIROS; PEREIRA, 2018; BERG et al., 2019).

O SAPL®, desenvolvido na Universidade Federal do Rio Grande do Norte, se destaca
em relacdo aos demais por ser software gratuito e com baixo custo na aquisi¢ao das imagens
que podem ser obtidas utilizando uma cAmera digital ou até mesmo smartphones. E um software
que utiliza o processamento digital de imagens para a avaliagdo do vigor de sementes a partir
do desempenho de plantulas. Este sistema permite obter informacdes sobre o comprimento total
de plantulas, comprimento radicular e do hipocétilo, além de obter alguns indices interessantes

como indices de vigor, de crescimento e de uniformidade de plantula (MEDEIROS; PEREIRA,
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2018). Diversos estudos confirmam a eficiéncia do SAPL® na avaliacdo do potencial
fisiolégico de sementes como soja (MEDEIROS e PEREIRA, 2018), moringa (PEREIRA et
al., 2020), milho (MEDEIROS et al., 2019), arroz (CUADRADO, 2020) e grao-de-bico
(ARAUJO et al., 2021a).

Uma abordagem promissora de aprendizado de mdaquina orientada ao usudrio é o
Interactive Machine Learning (IML). As abordagens IML sdo definidas como modelos
interativos de aprendizagem automadtico que permitem ao usudrio classificar e analisar imagens
(BERG, 2019). Nesta categoria destaca-se o ILASTIK, que € o software de processamento de
imagens de autoaprendizado, de facil manipulacdo e que permite a segmentacao e classificacdao
de dados com base em rétulos fornecidos pelo usudrio (SOMMER et al., 2011). O software é
de codigo aberto que possibilita o desenvolvimento de modelos baseados em aprendizagem
interativa de maquinas com imagens, considerado f4cil e ideal para usudrios com pouco
conhecimento computacional (BERG et al., 2019).

Existem alguns trabalhos publicados acerca da aplicacdo desse software como, por
exemplo, na triagem de alto rendimento para quantificar danos causados por tripes
(Thysanoptera: Thripidae) em folhas de pimenta (Capsicum) (VISSCHERS et al., 2018),
quantificacdo e andlise espacial de caracteristicas em imagens histoldgicas de cérebro de
roedores (YATES et al., 2019), e na classificacdo de vigor de sementes de soja (MEDEIROS
et al., 2020a) e arroz (CUADRADQO, 2020). Medeiros et al. (2020b) estudando a aplicac¢do do
aprendizado de mdquina interativa utilizando o software ILASTIK, constatou que o método foi
eficiente na classificacao do vigor de sementes de soja a partir de sua aparéncia, sendo possivel
também identificar sementes com danos e classificar as plantulas em diferentes niveis de vigor.

Levando em consideracdo os avancos tecnoldgicos do uso das andlises de imagem
para a ciéncia e tecnologia de sementes visando a avaliagcdo da qualidade de sementes e
plantulas, € de suma importincia a aplicacdo de softwares de acesso livre baseados em andlise
de imagem, bem como o uso de inteligéncia artificial que conferem eficiéncia e precisdao nas
avaliacdes garantindo confiabilidade no processo de tomada de decisdes para o no controle de

qualidade das sementes (MEDEIROS et al., 2020b).

2.2.6. Espectroscopia do Infravermelho Préoximo (NIR)

A aplicacdo da tecnologia de Espectroscopia do Infravermelho Proximo (NIR) foi
inserida na industria de alimentos, medicamentos e outras areas desde a década de 70,
contribuindo para o avanco da ciéncia e tecnologia moderna por ser uma técnica rapida,

eficiente, de facil aplicacdo e ndo destrutiva (WANG et al., 2020).
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Tal técnica tem como vantagem permitir determinar propriedades qualitativas e
quantitativas de materiais organicos, fornecendo informacdes baseadas na correlacio entre a
vibracdo molecular de molécula organica e suas interacdes com a quantidade de radiagdo
infravermelha absorvida e refletida pela estrutura quimica contendo grupos funcionais C-H, N-
H e O-H que estdo presentes em material biol6gico como, por exemplo, nas sementes (XIA et
al., 2019). O FT-NIR tem demonstrado grande potencial para detectar tais compostos em
sementes pela aquisicdo de grande nimero de detalhes espectrais. Basicamente, essa técnica
baseia-se na absor¢do em comprimentos de onda e de radiag@o eletromagnética nas faixas entre
780-2500 nm, absorvidos pela d4gua e por compostos quimicos como carboidratos, lipidios e
proteinas, possibilitando assim a formacdo de espectros correspondentes a absorcao de energia
entre os grupos funcionais (XIA et al., 2019). Portanto, oferece versatilidade para detec¢ao
direta e simultinea de diversos constituintes do material analisado (PASQUINI, 2018; LI et al.,
2017; SEO et al., 2016).

Em andlise de sementes, a aplicabilidade desta técnica visa identificar, a partir dos
espectros obtidos, os picos de comprimentos de onda de compostos quimicos que sdo alterados
de acordo com a qualidade da semente. Estudos pioneiros mostram que, sementes com vigor
reduzido e ndo vidveis apresentam intensa produgdo de radicais livres e peroxidacdo de lipidios
(HARMAN; MATTICK, 1976). Logo, a quantificacdo e determinacdo dessas bandas espectrais
associadas aos diferentes grupos funcionais € a estratégia eficaz na afericao da qualidade das
sementes (ELAMRANI et al., 1992).

O NIR € uma técnica promissora que auxilia na avaliagdo da qualidade fisica dos lotes,
ao passo que possibilita diferenciar sementes vazias ou malformadas daquelas com
preenchimento adequado (FARHADI et al., 2015) e na determinagdo de pureza fisica, como
observado em sementes de arroz (ZHANG et al., 2019). Dessa forma, a técnica vem sendo
estudada para a predi¢do da qualidade e viabilidade de sementes de diversas espécies, tais como
grao de bico (RIBEIRO et al., 2020), soja (WANG et al., 2017), trigo (XIA et al., 2019; ZHU
et al., 2019), milho (QIU et al., 2018), meldo (KANDPAL et al., 2016) e outras. Essa técnica
também se mostrou eficiente na avaliacdo do vigor de sementes de milho (ANDRADE et al.,
2020) e melancia (YASMIN et al., 2019) envelhecidas artificialmente.

A utilizacdo da espectroscopia NIR permite quantificar além de teor de 6leos, proteinas,
acucares, acidos graxos, a presenca de infestagao flingica ou patégenos nas sementes (SERSON

et al., 2020; TAO et al., 2018; XU et al., 2020; VRESAK et al., 2016; FARHADI et al., 2015).
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Alguns estudos relatam a eficiéncia da utilizacdo do NIR na verificacdo de possivel
contaminac¢do genética em lotes de sementes e identificacdo da presenca de sementes de outras
espécies (SHRESTHA et al., 2016; VRESAK et al., 2016 ¢ NIE et al., 2019).

Na determinagdo de qualidade de sementes, faz-se necessario a aplicagdo combinada
dos diferentes métodos matemadticos e estatisticos, como as andlises multivariadas, por meio de
andlise de componentes principais (PCA) e a regressdo parcial de minimos quadrados (PLS-
DA), que permite modelar a relagao entre os dados espectrais € a composicdo quimica das
sementes (BURNS; CIURCZAK, 2007). Além destas, os resultados obtidos pelo FT-NIR
quando combinados com algoritmos de aprendizado de maquina, como a andlise discriminante
por minimos quadrados parciais (PLS-DA), podem se constituir em ferramenta valiosa para

separar os dados em classes baseadas na distancia entre elas (MEDEIROS et al., 2020a).

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Pesquisa de Sementes do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, Minas Gerais. Foram utilizados
sete lotes de sementes de lentilha da cultivar Silvina para todos os testes. No entanto, para a
andlise espectral no FT-NIR adicionou-se mais um lote, no total de oito, fornecidos pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) — Unidade descentralizada Hortalicas.
As sementes de cada lote foram acondicionadas em sacos de papel kraft e mantidas em camaras
fria a 10£2 °C e a 50% UR durante todo o periodo experimental.

Inicialmente, as sementes de cada lote foram submetidas aos testes para a caracterizacao
da sua qualidade inicial e, em seguida foram realizados cinco ensaios. O primeiro ensaio foi
empregado a adequacao da metodologia do teste de envelhecimento acelerado (EA) e o segundo
foi realizado a adequacdo da metodologia do teste de condutividade elétrica (CE). Esses
primeiros ensaios foram realizados com o objetivo de determinar o método mais adequado para
a avaliacdo do vigor das sementes. No terceiro ensaio, foi realizada a avaliacao de enzimas do
sistema oxidativo, com o propdsito de evidenciar a relacdo da atividade enzimdtica com o
potencial fisiol6gico das sementes dos diferentes lotes de lentilha. O quarto ensaio constituiu-
se da andlise computadorizada de plantulas pelo software SAPL® e ILASTIK, com o objetivo
de definir a metodologia eficiente para a avaliacdo do potencial fisiolégico em sementes de
lentilha. No quinto ensaio, empregou-se a analise por meio da Espectroscopia no Infravermelho
Préximo (FT-NIR), na tentativa de realizar a predicao e separagdo de diferentes classes de vigor

de sementes de lentilha.



27

3.2. Caracterizacao da qualidade inicial dos lotes

3.2.1. Determinacio do grau de umidade

Foi utilizado o método de estufa a 105£3 °C, por periodo de 24 h, segundo as Regras
para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009). Foram utilizadas duas repeticdes com 25 sementes

para cada lote e os resultados foram expressos em porcentagem (base imida).
3.2.2. Teste de germinacao

Este teste foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, que foram distribuidas
em papel do tipo germitest umedecido com a quantidade de 4gua equivalente a 2,5 vezes o peso
do papel seco. Apds a semeadura, foram confeccionados rolos que foram mantidos em
germinador a temperatura de 20 °C. As avaliacOes foram realizadas no quinto e décimo dia apos
a semeadura e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais obtidas no oitavo

dia, conforme as Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009).
3.2.3. Primeira contagem de germinaciao

Foi realizada juntamente com o teste de germinacgdo, calculando-se a porcentagem de

plantulas normais obtidas no quinto dia ap6s a semeadura (BRASIL, 2009).
3.2.4. Emergéncia de plantulas

O teste foi realizado em sala de crescimento vegetal em bandejas plésticas contendo
mistura de solo e areia na proporcao de 1:1, com quatro repeti¢des de 50 sementes semeadas na
profundidade de 1,0 cm. A porcentagem de emergéncia foi calculada computando-se o total de
plantulas emergidas, com as pliumulas acima da superficie do substrato, apds a completa

estabilizacdo do estande.
3.2.5. Indice de velocidade de emergéncia (IVE)

Calculado a partir dos valores didrios, obtidos do numero de plantas emergidas do

primeiro ao ultimo dia de duracdo do teste de emergéncia, conforme Maguire (1962).
3.2.6. Massa seca de plantulas

Foi realizado com as plantulas obtidas ao final do teste de crescimento. Com o auxilio

de bisturi, os cotilédones foram removidos e as plantulas de cada repeticao foram colocadas em
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sacos de papel e mantidas em estufa com circulac@o de ar for¢ada a 65 °C, durante 72 h. Apds
a secagem, as amostras foram retiradas da estufa e colocadas em dessecador. Em seguida, foi
realizada a pesagem em balanca com precisdao de quatro casas decimais (0,0001g) e o peso
obtido foi dividido pelo nimero de plantulas da respectiva repeticao, sendo o resultado expresso

em mg.plantula! (NAKAGAWA, 2020).
3.2.7. Teste de frio

Foi utilizado como substrato papel germitest umedecido conforme descrito para o teste
de germinacgdo, no entanto, mantido a temperatura de 10 °C durante 24 h, antes da semeadura.
O teste foi realizado com quatro repeti¢cdes de 50 sementes distribuidas sobre duas folhas de
papel germitest. Em seguida, foram adicionados 60 mL de solo sobre as sementes que foram
cobertas com mais uma folha de papel para confec¢do dos rolos. Os rolos confeccionados foram
colocados em sacos plésticos e mantidos em camara tipo BOD a 10 °C por sete dias. Apds esse
periodo, foram removidos os sacos pldsticos e os rolos foram transferidos para o germinador a
20 °C por mais cinco dias, para entdo proceder a avaliacio da porcentagem de plantulas normais

(MARCOS-FILHO, 2015a).
3.2.8. Delineamento experimental e analise estatistica

Os testes foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com sete
lotes e quatro repeti¢des para todos os testes. Os dados foram testados quanto a distribuicao
normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de
Bartlett. Em seguida, os dados foram submetidos a andlise de variancia para significancia do
teste F, e as médias obtidas para cada lote foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para todas as andlises, foi utilizado o software estatistico R 4.1.1. (R CORE
TEAM, 2020).

3.3. Ensaio I - Adequacao do teste de envelhecimento acelerado para avaliacao do

potencial fisiol6gico das sementes de lentilha

Para o teste de envelhecimento acelerado, foram adotados dois procedimentos: o método
tradicional e o método alternativo conforme descrito a seguir. Ambos os procedimentos foram
realizados pelo método do gerbox de acordo com a metodologia descrita por Baalbaki et al.

(2009) e Marcos-Filho (2020).

3.3.1. Envelhecimento acelerado tradicional - EAT
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Utilizaram-se 250 sementes de cada lote que foram distribuidas em camada uniforme
sobre a tela metdlica acoplada em caixa pléstica tipo gerbox contendo ao fundo 40 mL de 4gua
destilada. As caixas foram tampadas de modo a se obter 100% UR em seu interior e mantidas
em camara tipo BOD a 41 °C por 24, 36, 48 e 72 h. Decorridos esses periodos, foi conduzido o
teste de germinagdo com quatro repeti¢cdes de 50 sementes cada, conforme descrito acima para
o teste de germinacdo, obtendo-se a porcentagem de plantulas normais no quinto dia apds a

semeadura.
3.3.2. Envelhecimento acelerado com solucao salina saturada - EASS

Foi conduzido de forma similar ao envelhecimento acelerado tradicional, porém
adicionando-se ao fundo da caixa gerbox, 40 mL de solug¢do saturada de NaCl (40 g de
NaCl/100 mL de 4gua) ao invés de dgua destilada, de forma a se obter, aproximadamente, 76%
de UR no interior de cada caixa (JIANHUA; MCDONALD, 1996). As caixas foram mantidas
em BOD na temperatura de 41 °C por 24, 36, 48 e 72 h. Apds cada periodo, 200 sementes de
cada tratamento foram submetidas ao teste de germinacao, calculando-se a porcentagem de
plantulas normais no quinto dia apds a semeadura.

Em ambos os métodos, apds cada periodo de envelhecimento acelerado, duas repeti¢des
de 25 sementes foram utilizadas para a determinacdo do grau de umidade, conforme

metodologia descrita acima para a caracterizagdo inicial da qualidade dos lotes.
3.3.3. Delineamento experimental e analise estatistica

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), analisado em
esquema fatorial triplo, sendo 2 (métodos de envelhecimento) x 7 (lotes) x 4 (periodos de
envelhecimento — 24, 36, 48 e 72 h). Os dados foram testados quanto a distribui¢do normal dos
erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia para significancia do teste F. As
médias dos fatores qualitativos foram comparadas para cada lote pelo teste de Tukey (métodos
de envelhecimento e lotes) a 5% de probabilidade de erro, e os fatores quantitativos (periodos)
foram submetidos a andlise de regressao.

Foi empregada a andlise de componentes principais (PCA) para todas as combinagdes
de envelhecimento acelerado e os dados dos demais testes da avaliacdo da qualidade fisiolégica
inicial dos lotes. Para todas as andlises, foi utilizado o software estatistico R 4.1.1. (R CORE

TEAM, 2020).
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3.4. Ensaio II - Adequacao do teste condutividade elétrica para avaliacao do potencial

fisiol6gico das sementes de lentilha

Foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Baalbaki et al. (2009) e Vieira
e Marcos-Filho (2020). Foram utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes de cada lote pesadas
em balanga de precisdo (0,001 g). Em seguida, as sementes de cada repeti¢do foram colocadas
em copos plésticos contendo 75, 100, 150 e 250 mL de dgua destilada. Os copos foram mantidos
em incubadora BOD regulada a 25 °C por periodos de 4, 8, 12 e 24 h. Apds cada periodo, os
copos foram retirados da incubadora, os exsudatos foram agitados com bastdo de vidro e a
condutividade elétrica das solucdes de embebigdo foi determinada em condutivimetro (Digimed
modelo CD 21) devidamente calibrado. Os resultados obtidos foram divididos pelo peso das

sementes das respectivas repeti¢cdes e o resultado final expresso em uS.cm.!'g’! de sementes.
3.4.1. Delineamento experimental e analise estatistica

O teste foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), para tanto,
empregou-se o esquema fatorial 7 (lotes) x 4 (volumes de dgua - 75, 100, 150 e 250 mL) x 4
(periodos de embebicdo —4, 8, 12 e 24 h). Os dados foram testados quanto a distribui¢do normal
dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett.

Em seguidas, foram submetidos a anélise de variancia para significancia do efeito do
teste F. As médias dos fatores qualitativos foram comparadas para cada lote pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade de erro, e os fatores quantitativos (periodos e volumes) foram submetidos
a andlise de regressao.

No entanto, para as combinacdes do teste de condutividade elétrica, foi calculada os
coeficientes de correlagdo de Pearson (r). Para todas as andlises, foi utilizado o software

estatistico R 4.1.1 (R CORE TEAM, 2020).

3.5. Ensaio III — Determinacio da atividade de enzimas antioxidantes e sua relacao
com o potencial fisiolégico de sementes
3.5.1. Obtencio do extrato enzimatico para determinacio da atividade das enzimas
Inicialmente foi realizada a embebicao das sementes dos diferentes lotes de lentilha para
remog¢ao do tegumento para a realizacdo das determinacdes enzimadticas. Para tanto, foram
utilizadas 4 repeticdes com 50 sementes de cada lote, colocadas para embeber em rolo de papel
toalha umedecido com agua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel

seco e mantidos em germinador a 20 °C no periodo de 16 h, conforme a curva de embebicao
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proposta por Cunha (2018). Apo6s esse periodo, o tegumento das sementes foi retirado com o
auxilio do bisturi.

Posteriormente, o material vegetal foi congelado em nitrogénio liquido e liofilizado. Em
seguida, o material liofilizado foi macerado em moinho de bolas e armazenado em tubos do
tipo eppendorf, mantidos dentro de um dessecador para ndo ocorrer perda de umidade até o
momento de quantificagdo da atividade enzimatica.

Para a obten¢ao dos extratos enzimaticos brutos para a determinacdo da atividade das
enzimas antioxidativas, foi realizada a pesagem de 0,1 g do material vegetal. Foram entdao
adicionados 2 mL de meio de extracdo, tampdo fosfato de potissio (0,1M, pH 6,8) 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1 mM e
polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (PEIXOTO et al., 1999). Em seguida, foi feita a
centrifugacdo a 15.000 xg por 15 minutos, a 4 °C, para retirada da camada de 6leo do
sobrenadante.

Os teores de proteinas dos extratos enzimdticos foram determinados pelo método de
Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo. 2,5 pL. do extrato enzimatico, que foi
adicionado a 1 mL do reagente de Bradford, seguido de agitagdo. Ap6s 20 minutos, foi realizada

a leitura da absorbancia da amostra em espectrofotometro a 595 nm.
3.5.2. Superoxido dismutase (SOD)

Foi determinada de acordo com o protocolo proposto por Del Longo et al. (1993) por
meio da adi¢do do extrato enzimatico bruto a um meio de reacdo constituido de tampao fosfato
de s6dio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetraz6lio (NBT) 75uM,
EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM, e uma aliquota de 50 pL do extrato enzimatico. A reacdo
foi procedida e a atividade da SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
inibir em 50% a fotorredu¢do do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). Os resultados

foram expressos em U min™! ug™! proteina.
3.5.3. Catalase (CAT)

Foi determinada de acordo com o protocolo proposto por Havir e Mchale (1987), por
meio da adi¢do do extrato enzimdtico bruto ao meio de reacao constituido de tampao fosfato de
potassio 50 mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM, e uma aliquota de 100 pL do extrato enzimdtico. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extin¢cao molar de 36 M-1 cm-

1 (ANDERSON et al., 1995) e os resultados expressos em pmol min™! mg™! proteina.
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3.5.4. Peroxidase do ascorbato (APX)

Foi determinada a partir da adicdo de 150 pL do extrato enzimatico bruto a 3 mL de
meio de reacdo constituido de tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 7,8, acido ascérbico 0,25
mM, EDTA 0,1 mM e H>O; 0,3 mM. A atividade enzimaética foi calculada utilizando o
coeficiente e extingao molar 2,8 mM! em™ (NAKANO; ASADA, 1981) e o resultado eXpresso

em expresso em nmol min"! mg!.
3.5.5. Delineamento experimental e analise estatistica

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticoes. Os dados foram testados quanto a distribuicio normal dos erros pelo teste de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Em seguidas, os dados
foram submetidos a andlise de variancia e as médias obtidas para cada lote foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Também foi empregada a andlise de componentes principais (PCA) utilizando-se os
dados obtidos para todas as enzimas avaliadas do sistema antioxidativo das sementes (CAT,
SOD e APX) e os dados dos demais testes da avaliagdo da qualidade fisioldgica inicial dos

lotes. Para todas as andlises, foi utilizado o software estatistico R 4.1.1. (R CORE TEAM,
2020).

3.6. Ensaio IV — Analise computadorizada de plantulas pelos softwares SAPL® e
ILASTIK para avaliacao do potencial fisiologico das sementes

3.6.1. Software SAPL®

Inicialmente, foi realizado o teste de comprimento de plantulas com oito repeti¢des de
10 sementes de cada lote. As sementes foram distribuidas em linha tracada no tergo superior do
papel de germinac¢do, no sentido longitudinal e posicionadas de forma que o hilo estivesse
direcionado para a parte inferior do papel. Foram confeccionados rolos que foram
acondicionados em sacos plasticos e colocados verticalmente em germinador por trés, quatro,
cinco e dez dias a 20 °C. Ao final de cada periodo, as plantulas foram transferidas do papel de
germinacdo para a base fotografica, feita de folha de espuma vinilica acetinada (E.V.A) de
coloracdo azul, contendo onze células de cinco centimetros de largura, divididas por faixas
brancas e, em seguida, fotografadas.

A aquisicao das imagens foi feita por meio de fotografias, utilizando-se a camera digital

Nikon, modelo Coolpix P510, configurada em 16 Megapixels, com 1/15 segundos de
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velocidade de disparo do obturador e /3.3 de abertura do diafragma. A cidmera foi mantida na
altura de 40 cm e angulacado de 90° em relacdo a base fotografica, utilizando o suporte do tipo

copystand. A intensidade luminosa incidente sobre a base fotografica foi de 260 lux (Figura 1.).

- Analise de Plantulas
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5.2312
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Figura 1. Aquisi¢cao das imagens fotograficas e processamento por meio do software SAPL®.

As imagens foram armazenadas e, posteriormente, inseridas no arquivo default
selecionado do software SAPL®. Os indices fornecidos pelo software foram definidos por Sako
et al. (2001). Na sequéncia, foi selecionado o valor de referéncia para o indice de crescimento
e uniformidade (70 e 30%, respectivamente) para o cdlculo do indice de vigor resultando na
seguinte equacdo: IV = (0,70 * C + 0,30 * U), onde IV € o indice de vigor, C o indice de
crescimento, U o indice de uniformidade.

ApOs registro dos valores iniciais, foi realizado o carregamento e processamento das
imagens das plantulas por repeticao de cada lote.

O software forneceu medi¢cdes do comprimento da parte aérea - CPA (mm plantula™'),
comprimento radicular — CR (mm plantula') e comprimento total da plantula — CTP (mm
plantula™). Posteriormente, os valores de comprimento de plantulas obtidos pelo SAPL® foram

inseridos no pacote SeedCalc do software R (SILVA et al., 2019) para gerar indices mais
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ajustados de uniformidade (CASTAN et al., 2018), crescimento (MEDEIROS et al., 2019) e
vigor (MEDEIROS; PEREIRA, 2018), conforme as férmulas descritas abaixo:

= (médiaCT
U xmax

) X 1000

IC = (médiaCT/Xmadx) x 100

Em que:

IC= indice de crescimento;

mediaCT= media do comprimento total de plantula da repeticado; e

Xméx= media do comprimento total de 5% das maiores plantulas do experimento.

[, Zulx 50
o [17;{ <1000 i ()|

fotal

Em que:

IU= indice de uniformidade;

Xi= comprimento da plantula analisada;

X= comprimento médio de plantulas do lote de sementes analisado;

n= varidvel nimero de plantulas totais avaliadas;

Ndead= NUmero de sementes ndo germinadas ou mortas presentes no lote avaliado; e

Niota= NUMero total de plantulas.
3.6.2. Software ILASTIK

O ILASTIK apresenta uma interface dinamica, permitindo que o usudrio manipule de
forma livre e arbitraria, apenas com o mouse, a segmentacdo das classes. O usudrio tem a
autonomia de treinar classificadores aleatdrios baseados nos recursos de imagens, de acordo
com o objetivo proposto. O software é acoplado em mddulo CellProfiler (gratuito e de acesso
livre), que possibilita a classificacdo de bioimagens de forma interativa.

As imagens obtidas conforme descrito acima para o software SAPL® foram carregadas
no software ILASTIK, de tal forma que no pré-processamento e na segmentagao foi utilizada a
ferramenta de classificacdo de pixels, definindo duas classes de segmentacdo “semente ou
plantula” e “fundo”, baseadas na intensidade de cores e pixels. Para criar os mapas de
probabilidade, os pixels pertencentes as regides de cada classe de segmentacao foram treinados
diretamente nos dados de entrada para a identificacdo das plantulas conforme as cores das
classes de segmentacdo. A probabilidade de o pixel pertencer as classes de segmentacdo foi
estimada para cada pixel da imagem. O software foi treinado para o reconhecimento de trés

classes de plantulas, as vigorosas e fortes (V), plantulas morfologicamente bem formadas
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mostrando crescimento vigoroso de hipocétilo e raizes; plantulas ndo vigorosas e fracas (NV),
as quais mostraram auséncia, subdesenvolvimento ou deformag¢do de alguma estrutura
essencial, ou eram fracas e subdesenvolvidas; e sementes mortas (SM). O classificador treinado
foi aplicado a todas as imagens, e os mapas de probabilidade foram exportados para cada
imagem, gerando dados de nimero de plantulas vigorosas (PV), nimero de plantulas ndo

vigorosas (PNV) e sementes mortas (SM) (Figura 2).

Figura 2. Padriao de plantulas vigorosas (PV), plantulas ndo vigorosas (PNV) e sementes
mortas (SM) de lentilha para o treinamento pelo software ILASTIK.

Breve resumo das principais etapas do método interativo de classificacdo de sementes e
plantulas de lentilha € ilustrado na Figura 3. Inicialmente, tem-se as imagens das plantulas do
teste de germinag¢do no fundo azul (I). Em seguida, foi aplicado a renderizagdo para a
segmentagdo e melhoria da regido de interesse (ROI) para a aquisicdo do mapa de probabilidade
(II). Apés a renderizagdo do ROI, o software identifica as plantulas e sementes individuais com
o mapa de probabilidade (III), e por fim € realizada a previsdo da classificacdo de cada semente

ou plantula a partir das cores de treinamento dos respectivos grupos de classificadores (IV).
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Figura 3. Esquema representativo das etapas de aprendizado interativo de mdquina e
classificacdo da qualidade fisiolégica dos diferentes lotes de lentilha aos 3 (a), 4 (b), 5 (c) e 10
dias (d) ap6s a semeadura.
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3.6.3. Delineamento experimental e analise estatistica

Adotou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC) com quatro repeti¢des. Os
dados foram testados quanto a distribui¢do normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Em seguida, os dados foram submetidos a
andlise de varidncia para significancia do teste F, e as médias obtidas para cada lote foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Empregou-se também a andlise de componentes principais (PCA) para todas as
combinacdes de dados procedidas nos testes para avaliacdo do potencial fisiologico pelo
software SAPL® e ILASTIK, bem como os dados dos demais testes da avaliagdo da qualidade
fisioldgica inicial dos lotes. Para todas as andlises, foi utilizado o software estatistico R 4.1.1.

(R CORE TEAM, 2020).

3.7. Ensaio V — Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR e sua relacdo com o
potencial fisiol6gico das sementes

3.7.1. Aquisicao dos espectros FT-NIR

Neste ensaio, foram utilizadas sementes de oito lotes que foram submetidas a andlise do
infravermelho préximo; para tanto, foram selecionadas aleatoriamente 200 sementes por lote,

totalizando 1600 sementes. As sementes foram analisadas individualmente, sendo depositadas
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em suporte circular com tamanho e formato adequado para as sementes de lentilha. O suporte
com a semente foi sobreposto com um cilindro de ouro para que os feixes de luz nao
interferissem nos resultados espectrais. Os dados espectrais de cada semente foram obtidos por
meio do espectrometro de transformada de Fourier — FT-NIR (Thermo Scientific Antaris II).
Os espectros de refletancia NIR foram expressos como log (1/R), sendo o R a refletancia. Para
cada semente, foram coletados 3.111 pontos por espectro, dentro de uma faixa de comprimento
de onda que varia de 1000 a 2500 nm e resolucao de 12500 nm. Foram realizadas 200 varreduras
sucessivas dos espectros médios de cada lote, sendo as varreduras realizadas em 30 segundos
para cada semente.

Ap6s a obtencdo dos espectros, as sementes de cada lote foram submetidas ao teste
padrdao de germinacdo com quatro repeticoes de 50 sementes, distribuidas em papel toalha
(Germitest®) umedecidos com dgua destilada, na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel seco.
Ap6s a semeadura, foram confeccionados rolos que foram mantidos em germinador a
temperatura de 20 °C. As avaliacdes foram realizadas no quinto e no décimo dia apds a
semeadura e os resultados foram expressos em percentagem de plantulas normais, anormais e

sementes mortas (BRASIL, 2009).
3.7.2. Delineamento experimental e analise estatistica

Para o teste de germinacdo, utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC)
com quatro repeticdes. Os dados foram testados quanto a distribui¢do normal dos erros pelo
teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Em seguida, os
dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias obtidas para cada lote foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

J4 os dados espectrais foram submetidos a analise de regressdo por minimos quadrados
parciais (PLS-DA) para extracdo dos componentes principais dos dados espectrais e
classificacdo de acordo com a variancia mais explicada. Apds o treinamento do modelo PLS-
DA, foi avaliada a influéncia dos preditores medindo a importancia das varidveis a partir de
pontuagdes derivadas dos coeficientes gerados pela PLS-DA para o modelo ideal de predicao.
O algoritmo extrai valores de covaridncia entre as diferentes classes e os preditores sdao
classificados a partir dessas pontuacdes (KOSMOWSKI; WORKU, 2018). Assim, as classes
de treinamento foram: sementes de alto vigor (n=600), médio vigor (n=600) e baixo vigor
(n=400), conforme os resultados do teste de germinacao.

Para a remocao dos ruidos existentes nos espectros obtidos no FT-NIR, foi utilizado o

pacote “nira” (MEDEIROS, 2020) e funcdes cooptadas do software R (R Core Team, 2020).



38

Para a validacdo do algoritmo, os espectros foram divididos de forma aleatéria para o
treinamento (70%) e teste/validacao (30%) (KOSMOWSKI; WORKU, 2018). Foram testadas
duas abordagens para tratar os dados decorrentes dos espectros do treinamento e valida¢do dos
algoritmos, resultando na formacao de dois bancos de dados.

A composicao do primeiro banco de dados baseou-se na formacgao de espectros apds a
aplicacdo do escalonamento automdtico pela técnica de pré-processamento, onde foi empregada
a func¢do de escala embutida do software R. A composi¢@o do segundo banco de dados resultou
na formacdo de espectros apds a primeira derivada de Savitzky — Golay (polindmio de terceiro
grau, tamanho da janela = 5) (RIBEIRO et al., 2020). Foi realizada ainda a Andlise de
Componentes Principais (PCA) com o objetivo de detectar padrdes resultantes dos dados
obtidos da anélise do FT-NIR. Logo, foram montadas duas matrizes com os dados obtidos de
cada semente, sendo a primeira relacionada aos espectros escalonados (3112 x 1200) e a
segunda aos espectros suavizados a partir da primeira derivada do Savitzky — Golay (3108 x

1200).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo da qualidade inicial dos lotes de lentilha

Observa-se que o grau de umidade dos diferentes lotes de lentilha foram uniformes,
variando de 13,1 a 13,4 (Tabela 1). Tal caracteristica € extremamente importante, uma vez que,
¢ imprescindivel a uniformizacdo da umidade para que as avalia¢des sejam padronizadas, com
resultados consistentes (MARCOS-FILHO et al., 2015a; WORMA et al., 2019).

A germinacao das sementes do lote 5 foi superior a dos demais lotes, seguida pelos lotes
1,2, 4, 6 e 7 enquanto o lote 3 destaca-se como o de menor percentual de germinacao (Tabela
1). O teste de germinacdo possibilita que as sementes expressem seu maximo potencial
fisiolégico, uma vez que fornece condi¢des 6timas de umidade, temperatura e luz, resultando
em informag@es importantes sobre o desempenho das sementes nestas condi¢des (QUEIROZ
et al., 2019). Todos os lotes apresentaram germinagao superior a 80%, o que € o valor minimo
estabelecido pela legislacdo para a comercializacao de sementes de lentilha no Brasil (BRASIL,
2012).

Ao se avaliar a primeira contagem de germinagdo, verifica-se que os lotes 6 € 5
obtiveram os maiores percentuais (acima de 80%), seguidos pelos lotes 4 € 7, € os lotes 1 € 3
com os menores valores, embora ndo diferindo do lote 2. A primeira contagem é considerada

como teste complementar ao de germinagdo, sendo indicativo para classificacdo dos lotes
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quanto ao vigor, expressando diferencas de velocidade de germinacdo entre os lotes
(NAKAGAWA, 2020). Desta forma, diferencas no desempenho dos lotes 1, 2, 4, 6 ¢ 7 ndo
observadas pelo teste de germinacdo puderam ser detectadas quando se avaliou a velocidade de
germinagdo (Tabela 1).

Os resultados de emergéncia de plantulas quanto a classificagdao do potencial fisiolégico
dos lotes foram semelhantes aos do indice de velocidade de emergéncia (IVE), sendo os lotes
1,4, 5 e 7 seguidos pelos lotes 2 e 6, considerados como intermedidrios, e o lote 3 apresentando
o pior desempenho (Tabela 1). Os testes de emergéncia de plantulas e IVE possibilitaram a
classificacdo ainda maior dos lotes quanto ao vigor. O teste de emergéncia de plantulas visa
identificar as sementes vigorosas por meio do seu desempenho nas condi¢des de campo, ou
seja, condi¢cdes nao controladas. Portanto, as informacdes obtidas nesse teste sdo fundamentais
para prever o verdadeiro potencial fisioldgico das sementes (MEDEIROS; PEREIRA, 2018;
MARCOS-FILHO, 2015b).

Tabela 1. Caracterizacdo da qualidade inicial de sete lotes de lentilha, cv. Silvina, analisados

pelo grau de umidade (GU), germinacdo (G), primeira contagem de germinacdo (PCG),
emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE), massa seca de plantula (MS) e teste

de frio (TF).
Lotes GU G PCG E IVE MS TF
(%) (%) (%) (%)  (indice) (mg.plantulas™) (%)
1 13,16 95b 53¢ 9la 10,43 a 0,12 ab 91 ab
2 13,09 92b 63bc 88b 9,66b 0,11 ab 89 ab
3 13,19 83 ¢ 58 ¢ 72 ¢ 8,08 ¢ 0,08 ¢ 74 ¢
4 13,39 94b 70 b 9la 10,84 a 0,10 b 92 ab
5 13,15 99 a 86 a 92a 10,13 a 0,13 a 99 a
6 1341 94b 89 a 85b 929b 0,10b 94 a
7 13,20 91b 71b 92a 10,29 a 0,11 ab 87b
F - 34,29% 2229% 89*  1773* 88,39* 21,73*
CV (%) - 1,82 8,09 5,44 4,45 8,5 3,67

* = significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; F = valor de F calculado; CV = coeficiente de
variacdo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade.

Em relacdo a massa seca das plantulas dos diferentes lotes, observa-se que maior valor
foi obtido para o lote 5 e menor valor para o lote 3, ficando os lotes 4 e 6 em posicdo
intermedidria (Tabela 1). Lotes cujas plantulas apresentam maior conteido de massa seca
possuem maior vigor, indicando maior transferéncia de massa seca do tecido de reserva das
sementes para o eixo embriondrio (NAKAGAWA, 2020). Por outro lado, os lotes que nao

apresentam essa eficiéncia sdo caracterizados como lotes de menor vigor (PEDO et al., 2018).
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Os resultados do teste de frio possibilitaram separar os lotes 5 ¢ 6 com os melhores
desempenhos sob estresse provocado por baixas temperaturas, os quais foram superiores aos
lotes 7 ¢ 3 (Tabela 1).

Em sintese, a partir dos testes utilizados para a caracterizagao inicial dos diferentes lotes
quanto ao potencial fisiolégico, pode-se afirmar, de modo geral, que em todos os testes
aplicados, o lote 5 esteve entre os de melhor desempenho, enquanto o lote 3 esteve entre os de
pior desempenho, havendo algumas variacdes quando aos lotes de médio vigor, dependendo do
teste. A utilizacdo de lotes com diferentes niveis de potencial fisiolégico é fundamental em
estudos sobre avaliacdo do vigor de sementes, principalmente quando se pretende definir ou
testar novas metodologias para tal finalidade. E importante que as novas metodologias que estio
sendo testadas permitam obter a classificacdo dos lotes quando ao vigor semelhante a obtida

em testes ja consagrados para a espécie em estudo.

4.2. Ensaio I - Adequacido do teste de envelhecimento acelerado para avaliacao do

potencial fisiologico das sementes de lentilha

A diferenca entre os valores obtidos para o grau de umidade das sementes de cada lote,
apos cada periodo de envelhecimento acelerado pelo método tradicional e com solucdo salina
saturada, ndo ultrapassou o valor limite tolerdvel de 4 p.p (MARCOS-FILHO, 2020). Isto indica
que os resultados obtidos foram consistentes e uniformes.

E importante observar para as sementes de lentilha submetidas ao envelhecimento
acelerado pelo método tradicional, que houve aumento do grau de umidade com o aumento do
periodo de envelhecimento, com maiores valores no periodo de 72 h, apresentando diferenca
de quase 2 p.p. em relacdo ao periodo inicial de 24 h (Tabela 2). Esse fendmeno ocorre devido
ao baixo potencial métrico das sementes secas que possuem forte retencdo de dgua. Dessa
forma, quando entram em contato com ambiente Umido, ocorre a rdpida hidratacdo nas
primeiras horas de contato (MARCOS-FILHO, 2015a). Ao comparar com o teor de dgua das
sementes apds o envelhecimento pelo método com solugdo salina saturada, € possivel notar que
os valores obtidos foram inferiores ao método tradicional, o que pode ser explicado pela UR

menor (76%) (ARAIjJO et al., 2021b).
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Tabela 2. Grau de umidade (%) apds diferentes periodos de envelhecimento acelerado
tradicional (EAT) e com solucdo salina saturada (EASS) em lotes de sementes de lentilha.

Lotes Umidade EAT (100% UR) EASS (76% UR)

inicial (%) 24h 36h 48h 72h 24h 36h 48h 72h
1 13,16 324 396 45,1 50,0 157 16,0 16,0 16,5
2 13,09 33,2 40,8 454 494 159 154 152 163
3 13,19 33,5 415 46,5 50,2 156 159 159 16,2
4 13,39 333 414 46,8 50,5 156 158 158 159
5 13,15 33,1 40,6 452 50,7 155 16,0 159 16,2
6 13,41 33,6 396 452 50,8 153 159 16,0 15,6
7 13,20 32,6 404 450 50,1 156 159 16,1 16,6

Ao se comparar os dois métodos de envelhecimento acelerado (Tabela 2), é possivel
observar que o envelhecimento com solugdo salina saturada (76% UR) resultou em menor
absor¢do de dgua pelas sementes de lentilha, o que refletiu em menor deterioracdo. Isso pode
ser observado pelos maiores valores de germinacao apds envelhecimento quando comparados
com aqueles obtidos no envelhecimento acelerado tradicional (100% UR).

Pode-se observar que o método de envelhecimento acelerado tradicional (100% UR)
possibilitou o agrupamento dos lotes em diferentes niveis de vigor nos quatro periodos
avaliados (Tabela 3). No periodo de 24 h, o lote 5 apresentou o maior vigor nio diferindo do
lote 1. Ja o lote 3 foi inferior aos demais, ficando os lotes 2, 4, 6 e 7 em posi¢do intermedidria,
mas também nao diferindo do lote 1. No entanto, os periodos de 36 e 48 h possibilitaram a
distin¢@o ainda maior em relagdo ao vigor dos lotes, sendo o lote 5 o mais vigoroso, seguido
pelos lotes 1 e 7, sendo estes, de modo geral superiores aos lotes 2, 4 e 6 intermedidrios,
destacando-se o lote 3 como inferior ao de menor vigor. No periodo de 72 h, a classificacio dos
lotes foi semelhante a obtida com 36 e 48 h, mas os valores foram inferiores aos obtidos nos
demais tempos. Isso indica que nesse tempo a deterioracdao das sementes foi mais drastica com
o lote 2 sendo semelhante ao lote 3, com menor vigor.

Os resultados obtidos no envelhecimento acelerado pelo método tradicional foram
similares aos obtidos nos demais testes utilizados para a caracterizagdo inicial dos lotes em
todos os periodos testados, possibilitando separar os lotes em diferentes niveis de vigor. Em
geral, observa-se que o lote 5 (maior vigor) no periodo de 24 h nao diferiu do lote 1, que por
sua vez foi semelhante aos demais lotes, exceto o lote 3 que se destacou como o de menor vigor
(Tabela 3). Nos periodos a partir de 36 h, a separacdo dos lotes em niveis de vigor foi mais
nitida, com maior vigor para o lote 5 e menor vigor para o lote 3. Observa-se que a classificagao

dos lotes quanto ao vigor foi mais nitida com 48 h de envelhecimento, onde o lote 5 foi superior
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aos demais, seguido pelos lotes 1 e 7, que por sua vez tiveram melhor desempenho que os lotes
4, 6 e 2, destacando-se o lote 3 como o de pior desempenho. Classificacdo semelhante foi
observada com 72 h de envelhecimento, mas observa-se que os valores absolutos obtidos foram
inferiores aos de 48 h, principalmente para os lotes de menor potencial fisiolégico que se
mostraram bastante sensiveis ao maior tempo de envelhecimento. E importante ressaltar que
embora os periodos de 36, 48 e 72 h tenham sido eficientes para a classificacao dos lotes quanto
ao vigor, o periodo de 48 h pode ser considerado mais adequado devido a praticidade,
permitindo que o teste seja conduzido dentro do hordrio comercial de funcionamento de
laboratorios de andlise de sementes.

O teste de envelhecimento acelerado possibilita avaliar o potencial fisiolégico das
sementes com base no principio de que a taxa de deterioragdo das sementes aumenta de forma
considerdvel quando submetidas as altas condicdes de temperatura e umidade relativa
(BAALBAKI, 2009; MARCOS-FILHO, 2009). Portanto, diferentemente de lotes de baixo
vigor, lotes de alto vigor apresentam tolerancia e tem capacidade de germinar e produzir
plantulas normais quando submetidos as condi¢des do teste. Lotes de baixo vigor, ao serem
colocados para germinar apds o envelhecimento acelerado poderdo ter maior infestagdo por
microrganismos, maior liberacdo de exsudatos durante a embebicdo, reducdo da germinacgdo
com maior porcentagem de plantulas anormais e sementes mortas (ARAUJO et al., 2021b).

Pelo método de envelhecimento acelerado com solugdo salina saturada (76% UR), na
qual apresenta a umidade relativa menor em relacdo ao método tradicional com o objetivo de
minimizar o estresse, também foi possivel obter a separacdo dos lotes em diferentes niveis de
vigor com pequenas variacdes. Vale ressaltar que os resultados foram semelhantes em todos os
periodos, havendo separacdo em apenas trés niveis de vigor. No entanto, foi menos eficiente do
que a classificacao obtida pelo método tradicional. De maneira geral, o lote 5, (maior vigor pelo
método tradicional) pelo método alternativo nao diferiu significativamente dos lotes 1,4 e 7 na
maioria dos periodos testados. Apenas no tempo de 72 h, houve classificacao de lotes de forma
mais detalhada, com os lotes 1 € 5 como mais vigorosos e o lote 3 como o de pior desempenho,

ficando os demais lotes em posi¢do intermedidria (Tabela 3).
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Tabela 3. Germinagdo (%) dos lotes de sementes de lentilha apds diferentes periodos de
envelhecimento acelerado tradicional (EAT) e envelhecimento acelerado com solucao salina
saturada (EASS).

EAT (100% UR) EASS (76% UR)

24 h 36 h 48 h 72 h 24 h 36h 48 h 72 h
1 97abA  92bB 85bB 42cB  99aA 98abA 97 abA 96 abA
2 91bcB 87c¢cB 68dB 33deB 94bA  95bA 94bA  93bA
3 81dB 75dB 64eB 32eB 89cA 88cA 87cA 84cA
4 93bcB 90bcB 81cB 37dB 99aA 98abA 97abA 94 bA
5

6

7

Lotes

99 aB 97aB 97aB 91aB 99aA 99aA 98abA 98 aA
90bcB 87c¢cB 82cB 37dB 97abA 94bA 93bA 93 bA
O5bB  92bB  88bB  62bB  98aA 97abA 96abA 93 bA
CV (%) 2.1
Médias seguidas por letras maitsculas iguais na linha comparando os métodos em cada tempo e letras
mindsculas iguais na coluna nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

E possivel observar que o envelhecimento acelerado pelo método tradicional
possibilitou a classificacdo mais eficiente dos lotes quanto ao vigor a partir de 36 h, mas
principalmente nos periodos de 48 e 72 h, onde a separacao dos lotes em niveis de vigor foi
mais nitida. Contudo, vale reforcar que com 72 h os valores obtidos para os lotes de pior
desempenho demonstraram deterioracdo mais acentuada das sementes, resultando em valores
mais baixos de germina¢do apds envelhecimento em relagdo ao periodo de 48 h.

Estas informagdes podem ser confirmadas ao se comparar os diferentes periodos de
envelhecimento acelerado (Figura 4). Observa-se para o método tradicional em dgua (100%
UR) decréscimo linear acentuado nos valores obtidos com o aumento do tempo de
envelhecimento, possibilitando a separacdo mais nitida dos lotes com 48 h, com o lote 5 como
0 mais vigoroso, seguido do lote 7, ficando os lotes 1, 2, 4 e 6 numa posicao intermedidria e o
lote 3 como o de menor vigor. No entanto, com o envelhecimento acelerado pelo método com
solugdo salina saturada de NaCl (76% UR) ndo foi possivel observar separacdo muito nitida
entre os lotes quanto ao vigor, uma vez que os lotes 1, 2, 4, 5, 6 e 7 apresentaram desempenho
similar para os diferentes periodos de envelhecimento, destacando-se o lote 3 como o de pior
desempenho em todos os periodos testados. Observa-se ainda que ndo houve redugdes
acentuadas na germinagdo apds o envelhecimento pelo método da solugdo salina saturada
(76%), ocasionando assim menor estresse por umidade e menor deterioracdo, principalmente

quando comparado pelo método tradicional (100% UR) (ARAUJO et al., 2021b).
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Figura 4. Porcentagem de germinacio de sete lotes de sementes de lentilha, cv. Silvina, apds o
envelhecimento acelerado tradicional com dgua (100% UR) e com solucao salina saturada (76%
UR), nos periodos de 24, 36, 48 e 72 h.

No envelhecimento acelerado tradicional por 72 h houve reducdo drastica na
germinacdo dos diferentes lotes (Figura 4). Isso reforca o que foi discutido ao se analisar a
Tabela 3, principalmente do lote 3, 2,4, 6 e 1, 0 que ndo ocorreu para o lote 5, 0 mais vigoroso.
Em sementes de lentilha (MARINKE et al., 2019; FREITAS; NASCIMENTO, 2006) e grao-
de-bico (ARAUJO et al., 2021b), também foi constatado que o periodo de 72 h de
envelhecimento foi muito dristico para as sementes de diferentes lotes.

Em sementes de soja e feijao, o teste de envelhecimento acelerado vem sendo conduzido
na temperatura de 41 °C por 48 h pelo método tradicional (BAALBAKI, 2009). No entanto,
para sementes de grao-de-bico, nestas condi¢des, observou-se alta incidéncia de
microrganismos e mortalidade de sementes nessas mesmas condic¢des, indicando deterioracao
excessiva provocada principalmente pela alta umidade relativa e temperatura (ARAUJO, 2019),
sendo mais indicado o método alternativo com 76% UR.

A analise de componentes principais (PCA) permitiu explicar 90.7% da variabilidade
total dos dados (Figura 5). E possivel observar que os lotes 5, 1, 7 e 4 estdo localizados nos
scores negativos do componente 1 (PCI), associados aos melhores desempenhos. Em
contrapartida, pode-se observar que o lote 3 estd localizado nos scores positivos do PC1, no
entanto, com correlagcdo negativa devido o lote apresentar baixo potencial fisiol6gico conforme

observado nas varidveis de vigor.
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Figura 5. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinagao (G), primeira
contagem de germinacdo (PCG), emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
massa seca de plantula (MS), teste de frio (TF) e os diferentes procedimentos do teste de
envelhecimento acelerado realizados em sementes de sete lotes de lentilha, cv. Silvina.

A PCA (Figura 5) nos possibilita observar a separacdao do vigor dos diferentes lotes
submetidos aos testes de envelhecimento acelerado e relacionar o com os demais testes de vigor.
E nitida a relacio do método tradicional em dgua (100% UR) nos periodos de 36 ¢ 48 h com as
varidveis de germinagdo e vigor para o lote 5, seguidos dos lotes 7, 1 e 4 observada nos scores
negativos do PC1. Quanto mais afastado o vetor da varidvel estiver do lote, menor serd o
desempenho desse lote em relacdo a esta variavel. Assim, observa-se que o lote 3 localizado no
quadrante oposto aos vetores das varidveis referentes ao vigor reforca os resultados
apresentados Tabela 3, que evidenciam menor vigor para as sementes deste lote. Nota-se
também, que pelo método de solucdo salina saturada (76% UR), todos os periodos de
envelhecimento estdo situados nos scores negativos do PC1 juntamente com os lotes que
apresentaram os melhores desempenhos fisiol6gicos nos testes submetidos. Dessa forma, é
possivel afirmar que, o uso do periodo de 48 h pode fornecer resultados mais concretos em
relac@o ao potencial fisiologico dos diferentes lotes, além da praticidade e otimizac¢do no tempo
de execucdo dos testes realizados em laboratdrios de rotina de sementes. A eficdcia dos testes
de envelhecimento acelerado tradicional e com solucdo salina saturada foi comprovada em
estudos com sementes de grio-de-bico (ARAUJO et al., 2021) e feijio mungo-verde (SILVA
et al., 2018), onde ambas espécies citadas apresentaram o melhor desempenho no periodo de

48h a4l °C.
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4.3. Ensaio II - Adequacao do teste de condutividade elétrica para avaliacao do potencial

fisiologico das sementes de lentilha

Ao se comparar o desempenho dos diferentes lotes de sementes de lentilha nos
diferentes periodos de embebicdo e volume de dgua (Tabela 4), observa-se que no volume de
75 mL foi possivel realizar a separacio dos lotes em relacio ao seu potencial fisiolégico jd no
periodo de 4 h de embebic¢do, sendo possivel identificar com clareza o lote 3 como o de menor
vigor, conforme observado também pelos testes de caracterizacdo do potencial fisiolégico
inicial (Tabela 1) e envelhecimento acelerado (Tabela 3). Com relagdo aos lotes de melhor
desempenho, a classificacdo dos lotes nao foi tdo nitida ocorrendo variacdo dependendo do
tempo utilizado até 12 h de embebicao. No entanto, com 24 h foi possivel observar o melhor
desempenho para o lote 5, seguido pelos lotes 1, 7 e 4. Resultados semelhantes foram
observados também para o volume de 100 mL. Tanto no volume de 75 mL como 100 mL, o
lote 3 apresentou pior desempenho em todos os tempos testados, com valores de condutividade
elétrica significativamente superiores aos dos demais lotes. Isso indica maior desorganizagdo
do sistema de membranas celulares, conforme o principio deste teste descrito por Vieira e
Marcos-Filho (2020). Neste contexto, pode-se afirmar que os volumes de dgua de 75 e 100 mL
se mostraram eficientes para separar os diferentes niveis de vigor. Além disso, com 4 h de
embebicdo hé a possibilidade de se identificar lotes de sementes de lentilha de baixo vigor pelo
teste de condutividade elétrica.

Quando foram utilizados 150 e 250 mL de 4dgua (Tabela 4), a identificacdo do lote 3
como de pior desempenho s6 ocorreu nos tempos de 12 e 24 h. Com relacdo aos lotes de maior
vigor, nas combinacdes de 150 mL por 12 h e 250 mL por 24 h ndo se observou separacdo
detalhada, uma vez que os lotes 1, 4, 5 e 7 ndo diferiram entre si. Por outro lado, nas
combinacdes de 150 mL por 24 h e 250 mL por 24 h, a diferenciacdo foi mais nitida, com maior
vigor para as sementes do lote 5, conforme também verificado nos resultados do teste de
envelhecimento acelerado (Tabela 3).

Conforme ja citado, o teste de condutividade elétrica se baseia na perda da integridade
das membranas celulares que tem sido relacionada como um dos eventos iniciais do processo
de deterioracdo e, consequentemente, da reducdo do potencial fisiolégico em sementes.
Portanto, quando colocadas para embeber 4gua exsudam fons, acticares, sais € outros compostos
elevando a condutividade elétrica da solucdo de embebicdo. A reorganizacdo das membranas
pode ser maior e mais rapida dependendo do nivel de deterioracdo das sementes (BEWLEY;

BLACK, 1994). Dessa forma, em sementes deterioradas e com baixo vigor, 0 mecanismo de
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reorganizacdo das membranas pode ser ineficiente ou ausente, provocando maior lixiviacao de
eletrélitos (FESSEL et al., 2010; FESSEL et al., 2006). Por se basear em evento tipico do inicio
da deterioragao, o teste pode ser utilizado para detectar a deterioracdo das sementes em sua fase
inicial além de permitir obter resultados em curto periodo de tempo, agilizando as tomadas de
decis@o quanto ao manejo dos lotes.

Ao se comparar os diferentes volumes de dgua dentro de cada periodo de embebicao
(Tabela 4), observa-se reducdo significativa nos valores de condutividade elétrica com o
aumento do volume de dgua para todos os lotes estudados. De acordo com Dalanhol et al.
(2014), maiores volumes de embebi¢cdo possibilitam a maior diluicdo dos exsudatos e,
consequentemente ha reducdo dos valores de condutividade elétrica, conforme observado em
trabalhos com sementes de lentilha (CONTIN, 2018) e grao-de-bico (ARAIjJ 0, 2019).

Assim, nota-se maior concentracdo de exsudatos e lixiviados pelas sementes de lentilha
no volume de 75 mL, consequentemente os maiores valores de condutividade elétrica, e
menores concentracdes de exsudatos e lixiviados no volume de 250 mL, resultando em menores
valores de condutividade. Esta tendéncia pode ser confirmada pela Figura 6, onde € possivel
observar a diferenca na concentracdo de cor da solucio nos diferentes volumes utilizados.

O aumento do periodo de embebigdo resultou no aumento da condutividade elétrica em
todos os volumes avaliados (Figura 7). Em todos os volumes analisados, os maiores valores de
condutividade elétrica (que indicam menor vigor devido a maior liberacdo de lixiviados) foram
obtidos para as sementes do lote 3 enquanto os menores valores foram observados para as
sementes do lote 5, ficando os demais lotes em posi¢do intermedidria. O aumento da
condutividade elétrica com o aumento do periodo de embebicdo também foi constatado em
sementes lentilha (SILVA et al., 2020), griao-de-bico (ARAUJO, 2019) e aveia branca
(SPONCHIADO et al., 2014).
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Figura 6. Ilustracdo dos volumes de solucao para sementes de lentilha apds 24 h de embebicao;
para o todos os volumes foram utilizados copos plasticos com capacidade de 300 mL.
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Tabela 4. Condutividade elétrica (uS.cm™.g™!') de lotes de sementes de lentilha em diferentes
periodos de embebicdo e volumes de dgua.

Periodo de

Volume de dgua (mL)

embebicio Ot 75 100 150 250
1 4977 Ac  3655Bc  2297Cc  13.13 Db
2 58.17Ab  4135Bb  28.09Cab  14.95 Dab
3 75.05Aa  50.60Ba  31.92Ca 1829 Da
4h 4 51.80 Ac  3628Bc  2438Cb  13.26 Db
5 4828 Ac  35.07Bc  2147Cc  12.09 Dc
6 5885Ab  40.69Bb  28.19Cab  13.09 Db
7 5121 Ac  3647Bc  22.84Cc  13.32Db
1 63.86 Ad  4802Bc _ 31.84Cc  20.24 Db
2 7583 Ab  5428Bb  38.74Cab  21.47 Dab
3 90.76 Aa  63.40Ba  43.44Ca  23.88 Da
8h 4 69.09 Ac  49.04Bc  3430Cb  19.20 Db
5 6241 Ad  47.11Bc  3142Cc 1556 Dc
6 72.03Ab  4432Bb  38.66Cab  21.56 Dab
7 63.81 Ad  4747Bc  31.85Cc  20.25Db
1 7523 Ad 5656 Bcd  39.05Cc  23.93 Dc
2 8740 Ab  6352Bb  43.80Cb  26.73 Db
3 10424 Aa 72.08Ba  51.02Ca  31.01 Da
12h 4 7934 Ac  58.78Bc  41.97Cbc  24.55 Dbc
5 7193 Ae  55.10Bd  39.16Cc  20.74 Dd
6 87.68 Ab  6476Bb  4492Cb  26.63 Db
7 75.05Ad  5622Bcd  39.85Cc 2321 Dc
1 96.84 Ac  7656Bc  5230Cc  32.63 Dbc
2 111.04 Ab  85.64Bb  57.55Cb  35.44 Db
3 12897 Aa 9630Ba  6476Ca  40.90 Da
2h 4 100.16 Abc ~ 77.95Bc  57.55Cb  33.52 Dbe
5 89.04 Ad  68.73Bd  5132Cd  30.75Dc
6 11228 Ab  8523Bb  57.63Cb  33.95 Dbc
7 98.16 Ac  7629Bc  53.01Cc  32.23 Dbc
CV (%) 3.23

Médias seguidas pelas mesmas letras, dentro de cada periodo de embebi¢do, maidscula na linha e
mindscula na coluna, nfo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Em sementes de grao-de-bico, diferengas entre os valores de condutividade de diferentes

lotes ja puderam ser observada nos periodos iniciais de embebicdo (4 e 8 h) se mantendo até 24
h, permitindo a separacao dos lotes em diferentes niveis de potencial fisiol6gico, independente
do volume de dgua utilizado (ARAUJO, 2019). No entanto, a autora salienta que é importante
levar em consideracdo que, os periodos de 8 e 12 h ndo sdo tdo praticos para a realizacao do
teste como o de 24 h, considerando-se os hordrios mais adequados para a realizag¢do das leituras.
Este periodo tem sido recomendado para a maioria das sementes de Fabaceae como ervilha
(MACHADO et al., 2011), feijao-mungo (SILVA et al., 2014), Vigna unguiculata (MOURA
et al., 2017), soja (VIEIRA e MARCOS-FILHO, 2020) e grio-de-bico (ARAUJO, 2019). Em

sementes de soja, periodos de embebi¢do mais curtos (4 e 8 h) permitiram a identificacdo de
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diferencas mais acentuadas de vigor entre os lotes, enquanto avaliagcdes realizadas a partir de
16 h mostraram-se mais sensiveis as variacdes de vigor das sementes (DIAS; MARCOS-
FILHO, 1996). Em sementes de feijao-mungo (Vigna radiata), o teste de condutividade elétrica
permitiu a separacio dos lotes quanto ao vigor a partir de 3 h de embebicio (ARAUJO et al.,
2011), mostrando-se adequado para a avaliagdo do potencial fisiolégico destas sementes
utilizando-se 50 sementes em 75 mL de dgua.

Vale a pena ressaltar que para o volume de 75 mL, houve distin¢cao dos lotes em relacao
aos diferentes niveis de vigor, destacando-se o lote 3 com os maiores valores em todas os
periodos de avaliacdo, diferenca estd também visivel com 100 mL (Figura 7). No entanto, nos
volumes de 150 e principalmente no de 250 mL essa separa¢@o ndo aparece de forma tao nitida,
o que reforca os comentdrios feitos acima para os dados da Tabela 4 referentes a estes periodos.
Contin (2018) avaliou o teste de condutividade elétrica para a avaliacdo da qualidade fisioldgica
de sementes de lentilha e também constatou que o volume de 75 mL foi o mais eficiente para a
separacdo dos lotes em diferentes niveis de vigor. Para sementes de ervilha, este volume
também foi o mais adequado para a avaliacdo do vigor das sementes desde as primeiras horas

de embebicao (8 e 16 h), até 24 h (MACHADO et al., 2011).

100 mL
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Figura 7. Condutividade elétrica de sete lotes de sementes de lentilha, cv. Silvina, apés
embebicdo por 4, 8, 12 e 24 hem 75, 100, 150 e 250 mL de dgua.
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E possivel observar correlacdes negativas entre os resultados dos testes de qualidade
inicial e os de condutividade elétrica nos diferentes procedimentos testados. E importante
ressaltar que, as correlagdes negativas indicam que quanto maior a quantidade de lixiviados
liberados pelas sementes menor o vigor. De modo geral, a andlise de correlacdo confirma os
resultados obtidos com os testes de comparacdo de médias (Tabela 4), onde na maioria dos
tratamentos de condutividade elétrica houve distin¢do entre o potencial fisiolégico dos lotes,
com algumas variagdes entre eles quanto a sensibilidade. Conforme observado na Tabela 4,
para o volume de 75 mL desde as primeiras horas de embebicao (4, 8 e 12 h) estendendo-se até

24 h, houve separacdo eficiente dos lotes quanto ao vigor, que pode ser confirmada pelas altas

correlagdes obtidas (Figura 8).

v75p4h
v75p8h
v75p12h
v75p24h
v100p4h
v100p8h
v100p12h
v100p24h
v150p4h
v150p8h
v150p12h
v150p24h
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Figura 8. Coeficientes de correlagdo linear de Pearson ® estimados entre as varidveis de
germinagdo (G), primeira contagem de germinagdo (PCG), emergéncia (E), indice de
velocidade de emergéncia (IVE), massa seca de plantula (MS), teste de frio (TF) e os diferentes

procedimentos do teste de condutividade elétrica realizados em sementes de sete lotes de
lentilha, cv. Silvina.

Os resultados obtidos confirmam a eficiéncia do teste de condutividade elétrica na
separacdo dos diferentes lotes de sementes de lentilha quanto ao potencial fisiol6gico. Este teste
¢ indicado para sementes da familia Fabaceae como ervilha (FERREIRA et al., 2017), grao-de-
bico (ARAIjJO, 2019), soja (PRADO et al., 2019; FESSEL et al., 2010; VIEIRA et al., 2002;
DIAS; MARCOS-FILHO, 1996), feijio-mungo (SILVA et al., 2014), e diferentes variedades
Vigna unguiculata (MOURA et al., 2017).

4.4. Ensaio III - Determinacao de atividade de enzimas antioxidantes e sua relacao com o

potencial fisiologico de sementes
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A atividade das enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
foram semelhantes, permitindo observar maior atividade nas sementes do lote 5, que ndo
diferiram significativamente das do lote 1 e menor atividade nas sementes do lote 3 quando
comparadas a dos lotes 5 e 1. O lote 3 foi estatisticamente semelhante aos lotes 2, 4 e 6, que
por sua vez nao diferiram do lote 1 (Figura 9).

As diferencas entre a atividade da perdxidase do ascorbato (APX) nas sementes dos
diferentes lotes foram ainda mais nitidas, com maior atividade para o lote 5, seguido dos lotes
1 e 7 que foram superiores aos lotes 4 e 6, seguidos pelo lote 2, destacando-se o lote 3 com
menor atividade (Figura 9).

Estes resultados referentes a atividade enzimética estdo coerentes com aqueles obtidos
na maioria dos testes utilizados para a caracteriza¢do da qualidade fisioldgica inicial dos lotes
(Tabela 1), onde os lotes 5 e 1 foram, de modo geral, superiores ao lote 3. Pode-se observar

ainda que, a maior estratificacdo dos lotes quanto a atividade enzimadtica foi obtida com a

determinacdo da APX.
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Figura 9. Atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e peroxidase
do ascorbato (APX) em sementes de sete lotes de lentilha, cv. Silvina. Letras iguais nao diferem
pelo teste de Tukey (P < 0,05). As barras representam o desvio padrao.
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A atividade de enzimas antioxidantes pode ser ferramenta interessante para ser
correlacionada com resultados dos testes de vigor, uma vez que pode se constituir em um
indicativo do nivel de deterioracdo dos lotes. Aratjo et al. (2021b) verificaram que a atividade
da CAT e APX foi relacionada aos resultados de vigor obtidos nos testes de avaliacdo do
potencial fisiolégico das sementes de grao-de-bico. A determinacdo da atividade das enzimas
SOD, CAT e APX foi eficiente para diferenciar lotes com pequenas diferencas de vigor em
sementes de feijao Vigna unguiculata (DEUNER et al., 2011), soja (BANDEIRA et al., 2014)
e milho (BORBA et al., 2014; MARINI et al., 2013). Em sementes de soja, Bandeira et al.
(2014) verificaram que a atividade da SOD, CAT e APX foi mais sensivel do que os testes de
germinagdo, primeira contagem e crescimento de plantulas para a diferenciagdo do potencial
fisiolégico de lotes. Para Araujo et al. (2018), a reducdo da atividade da CAT foi relacionada
a perda da qualidade das sementes de pimenta Capsicum chinense € Capsicun frutescens L.

Contudo, € importante ressaltar que embora alguns autores tenham afirmado que
atividade das enzimas antioxidantes mostrou-se eficiente para diferenciar lotes quanto ao vigor,
os resultados referentes a tais enzimas devem ser interpretados com cuidado quando se refere a
sua utilizacdo isolada para a avaliagdo do vigor. Considera-se mais adequado relacionar a
atividade destas enzimas aos resultados de testes especificos para avaliacdo do vigor, como
informacdo complementar e ndo como um método de avaliacdo do potencial fisioldgico. A
maior atividade de enzimas antioxidantes nas sementes de determinado lote € um indicativo de
menor deterioracdo e, consequentemente, menor vigor (MORALIS et al., 2021).

Portanto, pode-se supor que o balango entre a producdo e a remocdo intracelular de
EROs, especialmente de peréxido de hidrogénio, estd diretamente relacionado a capacidade das
células de manterem alta atividade da SOD, CAT e APX. A atuacdo eficiente do sistema de
defesa antioxidante € importante para manter a homeostase celular, evitando o dano oxidativo
(KUMAR et al., 2015) e pode estar diretamente relacionada ao potencial fisiologico das
sementes (GOMES; GARCIA, 2013).

A partir da andlise de componentes principais (PCA) € possivel notar pelos scores
negativos do componente 1 (PC1), que o lote 5 esta diretamente relacionado com as varidveis
de maior vigor da caracterizagdo inicial dos lotes e da atividade enzimaética, seguidos dos lotes
1, 7 e 4. Entretanto, o lote 3 encontra-se no sentido oposto ao das varidveis que apresentaram
relacdo com o vigor das sementes, situadas nos scores positivos do componente 1, destacando-
se, como o lote de menor vigor. Ja os lotes 2 e 6 apresentaram desempenho intermedidrio entre

os scores positivos e negativos da PCA (Figura 10).
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Figura 10. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinagdo (G), primeira
contagem de germinacdo (PCG), emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE),
massa seca de plantula (MS), teste de frio (TF) e a atividade de enzimas antioxidantes catalase
(CAT), peroxidase de ascorbato (APX) e superéxido dismutase (SOD) realizados em sementes
de sete lotes de lentilha, cv. Silvina.

4.5. Ensaio IV — Andlise computadorizada de plantulas pelos softwares SAPL® e
ILASTIK para avaliaciao do potencial fisiolégico das sementes

4.5.1. Analise de plantulas pelo software SAPL®

Os resultados da andlise computadorizada de plantulas pelo software SAPL®
possibilitaram observar diferenca significativa no comprimento da parte aérea (CPA) das
plantulas dos diferentes lotes a partir do terceiro dia de germinac¢ao, sendo o lote 5 com melhor
desempenho e o lote 3 com o menor crescimento da parte aérea, ficando os lotes 1, 2,4, 6 e 7
com valores intermedidrios. No entanto, observa-se que no quarto, quinto e décimo dia de
germinacdo, houve separacdo ainda maior dos lotes quanto ao comprimento da parte aérea.
mantendo-se destaque para os lotes 5 e 3 como os de maior e menor CPA, respectivamente,
conforme ja havia sido observado também na avaliacio feita no terceiro dia, mas sendo possivel
detectar diferencas entre os demais lotes (1, 2, 4, 6 e 7), que no terceiro dia dias ndo haviam
diferido entre si. Dessa forma, de maneira geral, observa-se no quarto dia de germinagao que
os lotes 1, 2 e 7 ndo diferiram entre si e foram superiores aos lotes 4 e 6; ja aos 5 dias, os lotes
1 e 7 foram superiores ao lote 2. E importante observar que no décimo dia também foi possivel
classificar todos os lotes em niveis distintos de vigor, mas considerando-se o tempo necessario

para a obtencdo dos resultados ser maior, as avaliagdes feitas com 4 e 5 dias sdo mais
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interessantes por possibilitarem a obtencdo de informacdes mais rdpidas quanto ao potencial
fisiolégico das sementes (Tabela 5).

Para o comprimento radicular (CR), pode-se observar que apenas o lote 5 foi superior
aos demais que nao diferiram entre si no terceiro dia de germinac¢do. No quarto dia, foi possivel
observar o melhor desempenho para o lote 5 e o pior desempenho para o lote 3; contudo, nao
foi possivel diferenciar os demais lotes quanto ao CR, o que s6 ocorreu aos 5 e 10 dias de
germinagdo. No quinto dia, observa-se separacdo mais detalhada dos lotes 1, 2, 4, 6 e 7 quanto
ao CR, semelhante a obtida para o CPA, com os lotes 4 e 6 mostrando-se inferiores aos lotes 1,
2 e 7. Para estes lotes, no décimo dia observam-se diferencas mais expressivas no crescimento
radicular, com menores valores para os lotes 2, 4 e 6, seguidos pelo lote 1 sendo este inferior
ao lote 7 (Tabela 5).

Em relagdo ao comprimento total das plantulas (CTP), € possivel observar diferencas
significativas entre os diferentes lotes ao terceiro dia, semelhante ao observado para o CR,
obtendo-se trés classes, ou seja, maior CT para o lote 5 e menor para o lote 3, ficando os demais
lotes em posicao intermedidria (Tabela 5). No quarto, quinto e décimo dia de germinacao, os
resultados foram semelhantes, destacando-se o lote 5 com melhor desempenho, seguido pelos
lotes 1 e 7, com pior desempenho para o lote 3, ficando os lotes 2, 4 e 6 com desempenhos
intermedidrios. Considerando que a rapidez na obtencdo de resultados dos testes de vigor € o
aspecto relevante para a tomada de decisdo quanto ao manejo e destino dos lotes, recomenda-
se a realizacdo das avaliacdes de CPA, CR e CT aos 4 dias apds a semeadura, uma vez que
permitiram a classificagdo dos lotes em diferentes niveis de potencial fisiologico.

A eficiéncia do SAPL® na classificacdo de lotes de soja (MEDEIROS; PEREIRA,
2018) e grio-de-bico (ARAUIJO et al., 2021a) quanto ao potencial fisiolégico foi constatada
quando a andlise das plantulas foi realizada no quarto dia apds a semeadura.

A aplicacdo do software SAPL® para analise computadorizada de plantulas baseada em
dados de crescimento possibilitou classificar os diferentes lotes quanto ao potencial fisioldgico,
permitindo identificar com clareza os melhores e os piores lotes quanto a capacidade de

transferir as reservas das sementes necessdrias para o pleno desenvolvimento das plantulas

(ARAUIJO et al., 2021a; FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016).
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Tabela 5. Resultados médios de comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular
(CR), comprimento total da plantula (CTP), indice de uniformidade (IU), indice de crescimento
(IC) e indice de vigor (IV), obtidos pelo SAPL® aos trés, quatro, cinco e dez dias apds a
semeadura de sete lotes de sementes de lentilha.

Lote CPA CR CTP IU IC v
(mm. plantula-1) Indices
3 dias
1 473 b 9,1b 13,83 b 430,96b 620,66 b 517,09 ab
2 4,57b 8,78 b 13,35b 422,13b  617,37b 521,01 ab
3 3,59 ¢ 8,09b 11,67 ¢ 385,66 ¢c 537.41c 448,69 c
4 4,61b 8,29b 12,90 b 420,52b  613,92b 554,79 ab
5 6,97 a 15,95 a 2295 a 484,84a 734,84a 564,59 a
6 441b 8,43Db 12,85b 419,5b 612,22b 546,06 ab
7 4,63 b 8,59b 13,22 b 424,61 b  620,54b 531,89 ab
F 55,95% 141,87* 246,01* 46,29%* 38,51* 33,52%
CV (%) 5,80 4,94 3,39 2,03 3,00 2,89
4 dias
1 9,08 b 18,34 b 27,42b 45271 ab 643,71b 541,07 ab
2 9,10b 18,14 b 27,24b  431,32ab 635,38b  529,65b
3 7,2d 12,77 ¢ 19,97 d 403,84c 57445c¢ 460,70 c
4 8,86 ¢ 17,37 b 26,25bc  427,53ab  630,39b 548,17 ab
5 11,74 a 26,48 a 38,22 a 510,84a  751,10a 565,67 a
6 7,93 cd 17,24 b 25,18¢c  421,81ab 622,15b 546,67 ab
7 9,01 b 18,1 b 27,11b  441,07ab 647,92b 555,13 ab
F 42,10%* 153,69* 143,82* 39,51% 26,47* 11,56*
CV (%) 4,84 3,58 3,33 2,47 3,22 5,07
5 dias
1 15,14 b 25,73 b 40,87b 529,81 ab  753,62b 588,70 ab
2 14,41 c 25,24 b 39,65bc 511,75ab  720,79b 57296 b
3 12,89 d 16,23 d 29,12d 456,04b 614,07c¢c  496,05c
4 14,27 ¢ 24,43 ¢ 38,70bc  517,96ab 724,40b 583,87 ab
5 19,95 a 34,10 a 54,08 a 55490a 822,67a 63491 a
6 13,33 cd 24,11 ¢ 3744c 51195ab 712,17b 584,56 ab
7 14,94 b 25,06 b 40,00b  534,39ab  728,29b 596,59 ab
F 57,32% 255,75% 186,94 * 11,33* 53,55% 19,96*
CV (%) 4,12 2,60 2,70 3,54 2,33 3,51
10 dias
1 55,33 bc 62,50 ¢ 117,84b 667,68a 75592b 70991 ab
2 57,38 b 58,83d 116,21 bc 631,88ab 738,54b 705,47 ab
3 38,59 ¢ 46,32 ¢ 84.91d 610,33b  663,14c 596,42 c
4 54,29 ¢ 60,46 d 114,76 ¢ 624,85ab 731,82b 698,69 b
5 61,95 a 66,77 a 128,72a  678,62a 84536a 71746a
6 54,04 ¢ 60,27 d 11431c¢  618,61b  729,33b  692,06b
7 48,25 d 64,34 b 117,34b 62893 ab 750,52b 704,83 ab
F 247,53* 316,02* 739,96* 31,92% 19,95% 29,25%

CV (%) 1,80 1,24 0,87 1,43 3,23 2,53
* = significativo pelo teste F a 5% de probabilidade; F = corresponde ao valor de F calculado; CV =
coeficiente de variacdo. Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Os resultados gerados pelo SAPL® para o indice de uniformidade (IU), indice de
crescimento (IC) e indice de vigor (IV), no terceiro dia de germinacdo, foram semelhantes aos
de CTP quanto a classificagdo do potencial fisioldgico dos lotes. Nas avaliagdes realizadas no
quarto e quinto, observa-se que pelo IU e IV o lote 5, que havia se destacado como superior aos
demais nao diferiu estatisticamente dos lotes classificados como intermedidrios no terceiro dia
de germinacdo (Tabela 5). Aradjo et al. (2021a) ndo obtiveram éxito na classificacdo de lotes
de sementes de grao-de-bico quanto a qualidade fisiolégica utilizado o IU, ao contrario do que
foi constatado com as varidveis IC e IV. J4 aos 10 dias de germinacdo, os resultados para IC e
IV foram semelhantes permitindo a classificagdo dos lotes em trés niveis de vigor.

Pereira et al. (2020) classificaram diferentes lotes de moringa (Moringa oleifera) quanto
ao vigor a partir dos dados fornecidos pelo software SAPL®. Este software também se mostrou
eficiente para a avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de feijao (MEDEIROS et al.,
2019), arroz (CUADRADO, 2020) e crambe (RIBEIRO et al., 2021), fornecendo resultados
correlacionados com os obtidos em outros testes de vigor.

Os resultados referentes ao IC e IV sdo fundamentais na estimativa do vigor e
demonstraram maior sensibilidade para a caracterizacdo dos lotes em relacdo a qualidade
fisiolégica das sementes de diversas espécies (PEREIRA et al., 2020; BENNET, 2002). Os
indices gerados a partir das avaliagdes de crescimento de plantulas sdo importantes para
aplicagdo em programas de controle de qualidade de sementes (SILVA et al., 2017).

O indice de uniformidade (IU) baseado no célculo do coeficiente de uniformidade de
Christiansen (CHRISTIANSEN, 1942) € um indicador importante a ser observado em relagdo
a qualidade de sementes, uma vez que a desuniformidade na emergéncia de plantulas pode
ocasionar atrasos no desenvolvimento e crescimento das plantas nos estagios fenoldgicos pos-
emergéncia, gerando desuniformidade durante o florescimento e maturacdo afetando,
consequentemente, o processo de colheita (MARCOS-FILHO, 2015a).

Pela Tabela 5, de modo geral, observa-se maior estratificacdo dos lotes quanto ao
potencial fisiol6gico ao se avaliar o CTP aos 4, 5 e 10 dias ap6s a semeadura. Tais dados
apresentam semelhanca com os resultados obtidos nos testes de caracterizagcdo fisiolégica
inicial (Tabela 1). Essa semelhanca se da principalmente para as varidveis de emergéncia, o que
torna esses resultados importantes, uma vez que, a introdu¢do de novas metodologias para a
avaliacdo do vigor de forma mais rdpida, sensivel e eficiente sdo importantes para a tomada de
decisdo sobre o manejo dos lotes nas etapas de pds-colheita e comercializacdo. (MEDEIROS;

PEREIRA, 2018; GOMES-JUNIOR et al., 2014).
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A andlise de componentes principais abordada na Figura 11 explica 92,8% da
variabilidade total dos dados, sendo possivel observar nos scores negativos do componente um
estdo concentrados os lotes 5, 1, e 7 associados as varidveis de caracterizacdo da qualidade
inicial e os dados de comprimento, seguidos dos lotes 2, 4 e 6 que foram intermedidrios. No
entanto, observar que o lote 3 obteve correlacdo negativa em relacdo as varidveis de potencial
fisiol6gico, destacando-se como o de menor vigor.

Em sintese, pode-se constatar que a aplicac@o de tecnologias baseadas em andlises de
imagens de plantulas por meio do software SAPL® ¢ eficiente na predicao do vigor de sementes
de lentilha, resultando em respostas rdpidas, eficientes e confidveis a partir do quarto dia apds

a semeadura.
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Figura 11. Andlise de componentes principais (PCA) para as varidveis de caracterizagdo da
qualidade inicial das sementes e dos dados gerados pelo software SAPL®.

4.5.2. Analise de plantulas pelo software ILASTIK

A Figura 12 ilustra o mapa de probabilidade de os lotes gerarem plantulas vigorosas,
plantulas ndo vigorosas e sementes mortas com 3, 4, 5 e 10 dias ap6s a semeadura. E possivel
observar que as imagens das plantulas obtidas no 3° dia de germinacdo ndo permitiram
classificar os lotes quanto ao vigor, sendo possivel apenas distinguir lotes de baixo vigor com
base na probabilidade de gerarem plantulas anormais e sementes mortas, conforme ocorrido
com o lote 3.

No entanto, foi possivel obter maior confiabilidade e sensibilidade na distin¢ao entre as

classes a partir do quarto dia de germinagdo, cujos resultados foram semelhantes aos obtidos
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no quinto dia, indicando precisdao de acertos quanto ao vigor das sementes. Dessa forma, o
software ILASTIK permitiu classificar o lote 5 como o mais vigoroso baseando-se na maior
probabilidade de gerar plantulas vigorosas e menor probabilidade de gerar plantulas nao
vigorosas e sementes mortas. Por outro lado, o lote 3 apresentou menor probabilidade de gerar
plantulas vigorosas e maior probabilidade de gerar plantulas ndo vigorosas e sementes mortas,
sendo indicado como o de menor vigor. De maneira geral, os lotes 1, 4 e 7 apresentaram vigor
intermedidrio, seguidos dos lotes 2 e 6 (Figura 12).

Ao décimo dia, houve agrupamento dos lotes de alto e médio vigor que ndo diferiram
entre si (lotes 1, 2,4, 5, 6 e 7), o que pode ser atribuido ao maior tempo de germinagdo, dando
chances para que plantulas menos desenvolvidas aos 4 e 5 dias, atingissem o padrio de
crescimento das demais aos 10 dias. Assim, com 10 dias ndo foi possivel obter informacdes
relevantes sobre o desempenho inicial das sementes, principalmente velocidade de germinagdo
e de crescimento das plantulas. Provavelmente, plantulas ndo vigorosas na fase inicial de
germinacdo conseguiram alcancar padrio de desenvolvimento préximo ao das plantulas
vigorosas apds periodo maior de germinacdo. O menor vigor inicial das plantulas €
caracteristica relevante quando se considera o estabelecimento em campo, uma vez que
plantulas menos vigorosas ou que se desenvolvem mais lentamente ficam mais predispostas as
condi¢des de estresse, caso ocorram, podendo comprometer o estande final. Entretanto, o
ILASTIK permitiu identificar o lote 3 como o menos vigoroso e com maior probabilidade de
gerar plantulas ndo vigorosas e sementes mortas quando comparado com os demais (Figura 12).

A aplicacdo de tecnologias por meio de softwares de codigo aberto como o ILASTIK,
sinaliza outras solucdes valiosas para os diversos ramos da pesquisa cientifica com bioimagens,
atuando de forma flexivel e com reprodutibilidade de resultados (DIETZ et al., 2020; BERG et
al., 2019). O uso de anélises de imagem vem gerando avangos cientificos e tecnoldgicos cada
vez mais significativos para a avaliacdo da qualidade de sementes. Medeiros et al. (2020)
avaliaram a aplicacdo de aprendizagem de maquina com dados gerados pelo software ILASTIK
para a classificacdo da qualidade fisiol6gica de sementes e plantulas de soja e concluiram que
esta ferramenta € precisa, uma vez que permitiu identificar as sementes quanto aos danos e
classificar as plantulas quanto ao vigor. Van Tol et al. (2018), testando softwares baseados em
CellProfiler como o Ilastik e MeioSeed na contagem de sementes fluorescentes para andlise de
frequéncia cruzada em Arabidopsis thaliana e concluiram que ambos foram eficientes
facilitando a triagem de novos moduladores abidticos e bidticos de frequéncia de cruzamento.

Cuadrado (2020) relatou que os softwares SAPL® e ILASTIK foram eficientes para a

avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de arroz, apresentando resultados
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correlacionados com os obtidos nos demais testes de vigor utilizados. Além disso, verificou que
os modelos desenvolvidos mostraram alto desempenho na identificacdo de cultivares arroz,
principalmente com uso das caracteristicas de cor e textura das imagens, obtendo-se acuricia
de 78% e 80% com os algoritmos PLS-DA e SVM-R, respectivamente. Esta alta precisdo
mostrou que os métodos de visdo computacional com algoritmos de aprendizagem de maquina

tém potencial para serem utilizados na identificacdo de sementes de cultivares de arroz.

—
Y]
—

(b)

[y
o
o
[y
o
(=)

a
. 4 a a a a ab b ab ab ab
875 875 c
1] b )
3 ¥
= 50 250
E a = a
ab ab e
£ 25 afll® Bo Bo B° 225 % B be bc Mbc
c
0
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
Lotes Lotes
(c) mPV mPNV BSM M PV m PNV B SM
c
100 ab a ab 100
b ab b
&7 " 75
o ©
T ©
i It
=50 Z 50
o =]
[ E] @
3 ab b S
& 25 b a ab a = 25
0 0
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 74
Lotes Lotes
B PV B PNV HSM NPV H PNV B SM

Figura 12. Probabilidade dos lotes de sementes gerarem plantulas vigorosas (PV), plantulas
nao vigorosas (PNV) ou sementes mortas (SM) no 3° (a), 4° (b), 5° (c) e 10° dia (d) apds a
semeadura, de acordo com dados obtidos pelo software ILASTIK. As barras representam um
intervalo de confianga de 95%

E importante ressaltar que os modelos desenvolvidos podem ser melhorados e treinados
no software ILASTIK, podendo ser realizados por meio do aumento do nimero de imagens,
aumento na quantidade de lotes e tratamentos. O software fornece todas as ferramentas
necessdrias como, por exemplo, recursos rapidos de classificadores, modelos probabilisticos e
graficos, que sdo acoplados em interface prdatica de manipulacdo pelos usudrios para o
treinamento interativo rapido, extraindo informagdes precisas a partir de bioimagens (BERG et

al., 2019).



60

A aplicagdo de tecnologias com softwares de codigo aberto para realizacdo de anélises
de imagem possibilita muitas perspectivas para o campo da pesquisa em qualidade de sementes,
possibilitando a separagdo de lotes em diferentes niveis de vigor. O desenvolvimento de
softwares de livre acesso como o SVIS, VIGOR-S, SAPL® e ImageJ possibilitam avaliar a
qualidade de sementes por meio de andlises de imagens, bem como dados de comprimento de
plantulas e outros parametros, (MEDEIROS et al., 2020a). Neste contexto, o ILASTIK
mostrou-se como sendo outra alternativa gratuita e eficiente, que embora ainda pouco testada
para as diferentes espécies, foi adequada para a avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementes
de lentilha.

A andlise de componentes principais (PCA) explicou 89,6% da variabilidade dos dados,
com todos os lotes concentrados nos scores negativos do componente 1 (PC1) relacionados com
as varidveis que representam os melhores resultados de qualidade fisiologica e probabilidade
de originarem plantulas vigorosas. Por outro lado, observa-se que o lote 3 estd concentrado do
lado oposto, ou seja, nos scores positivos do componente 1, que estdo diretamente associados
com as varidveis plantulas ndo vigorosas e sementes mortas. (Figura 13).

Assim, pode-se afirmar que os parametros obtidos por meio da classificacdo das
imagens geradas por ambos os sistemas computadorizados, SAPL® e ILASTIK podem ser
utilizados nos programas de controle de qualidade destas sementes para a classificacdo dos lotes

quanto ao potencial fisioldgico.

4.6.Ensaio V - Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR e sua relacio com o

potencial fisiolégico das sementes

Os dados de germinacdo obtidos com as sementes submetidas a espectroscopia do FT-NIR
mostram que houve diferenca significativa entre os lotes de sementes de lentilha, uma vez que
o lote 5, com 99% de germinagdo, foi superior aos lotes 2, 3 e 8, mas ndo diferiu
significativamente dos lotes 1, 4, 6 e 7, sendo o lote 8 inferior a todos os demais com 52% de
germinacdo (Figura 14a). Ao se avaliar a porcentagem de plantulas vigorosas (Figura 14b),
observa-se que o lote 5 se destacou dos demais com melhor desempenho, apresentando as
menores porcentagens de plantulas nao vigorosas (Figura 14c¢) e de sementes mortas (Figura
14d), seguido pelos lotes 1 e 7, ja os lotes, 2, 4 e 6, que foram superiores aos lotes 3 e 8, com
pior desempenho para o lote 8 (52%). Neste lote observa-se alta propor¢ao de sementes mortas

(Figura 144d).
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Contribuigdo

PC1 (83.3%)

Figura 13. Andlise de componentes principais (PCA) para as varidveis de caracterizacdo da
qualidade inicial das sementes e dos dados gerados pelo software ILASTIK.

Alta germinagdo e vigor sdo caracteristicas essenciais para assegurar o adequado
estabelecimento de plantulas e, consequentemente, uniformidade de estande e das plantas em
campo (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016). O vigor compreende o conjunto de caracteristicas
que incluem uniformidade de germinacdo, desenvolvimento inicial das plantulas, rapidez na
emergéncia sob diferentes condi¢des de campo, potencial de armazenamento, dentre outras
(ISTA, 2019). A classificacdo do vigor das plantulas € caracteristica importante que pode ser
obtida durante a conducdo do teste de germinagdo, sem a necessidade de conducao de testes
adicionais com metodologias mais complexas ou que demandam maior tempo para a obtencao
dos resultados. Portanto, pode fornecer uma estimativa relativamente rdpida do potencial
fisiologico dos lotes (ZHANG et al.,, 2018). Neste contexto, tecnologias que permitam
identificar sementes capazes de gerar plantulas vigorosas ou ndo, sao de grande relevancia para
a avaliagdo rapida e segura do potencial fisiol6gico dos lotes, agilizando as tomadas de decisdes

sobre o destino dos lotes a serem comercializados.

Nesse estudo, foi realizado a caracterizagdo inicial dos lotes em relagdo a germinacao e
ao vigor das plantulas para testar a eficiéncia da espectroscopia no infravermelho pré6ximo FT-
NIR na classificacdo dos lotes quanto ao potencial fisioldgico das sementes, atuando como

indicador de eficiéncia da aplicabilidade dos modelos testados.



62

(b) Plantulas vigorosas

100 _a

|

He

He
y

b b
. S =

(a) Germinagdo L1 80 e

T 60

ab a0 e "

(%)

20

L8 L2 <
b@ u 2 13 14 5 6 %] 8
Lotes

& (c) Plantulas ndo vigorosas

L7 Mab ChH 13 4 e

ab

0 =

ab

Ho
H
He

a
~ L

He

L1

s

13 ) s L6 L7 L8
Lotes

(d) Sementes mortas
100

ab ab o
Le¥* ¥l
o 60 a
a £ 0 L@
I 20 b
LS o S z z < £ A&

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
Lotes

Figura 14. Germinacgdo de diferentes lotes sementes de lentilha (a) e percentagens de plantulas
vigorosas (b), plantulas ndo vigorosas (c) e sementes mortas (d). Os valores médios com letras
mindsculas distintas diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). As barras representam o intervalo
de confianga ao nivel de 95% para as médias.

A Figura 15a ilustra os 1600 dados resultantes dos espectros apds o pré-processamento
dos lotes de sementes de lentilha e os espectros médios dos 8 lotes, respectivamente (Fig. 15a
e 15b). E importante observar também o comportamento dos espectros com a primeira derivada
do Savitzky-Golay (Fig. 15¢) bem como a média dos espectros apds a aplicacdo da primeira
derivada do Savitzky-Golay (Fig. 15d). A andlise de componentes principais (PCA) dos
espectros pré-processados explicaram 99,7% das variagdes espectrais (Figura 15¢), ndo sendo
possivel observar diferenca entre os lotes conforme as pontuagdes que compreendem a anélise
de componentes principais. A PCA a partir da primeira derivada do Savitzky-Golay (Figura

15f) explica 45,3% das variacdes espectrais, ndo sendo possivel observar distin¢do entre os

lotes estudados.
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Figura 15. Espectros FT-NIR de diferentes lotes de sementes de lentilha: Espectro pré-
processado das classes de sementes (a), espectros médios pré-processados das classes de
sementes (b), espectros das sementes transformadas pela derivada de primeira ordem do
Savitzky-Golay (c) e a média das classes transformadas pela derivada de primeira ordem do
Savitzky-Golay (d). Andlise de componentes principais usando os dados FT-NIR de sementes
de diferentes lotes de lentilha. Dados dos espectros pré-processados (e) e espectros
transformados pela primeira derivada do Savitzky-Golay (f).
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O processo de predicdo e classificacdo de sementes quanto ao vigor por meio da
espectroscopia no infravermelho proximo possibilita um avanco tecnolégico importante para o
setor sementeiro, pois permite obter resultados de forma rdpida, ndo-destrutiva e precisa sobre
o potencial fisiolégico de diferentes lotes de sementes. Trata-se, portanto, de um método
interessante para utilizagdo nos programas de controle de qualidade de sementes. Os resultados
demostraram que a andlise de componentes principais dos espectros NIR ndo foram eficientes
ao ponto de rastrear qualquer interferéncia nas diferentes classes de sementes quanto ao vigor.
Resultados semelhantes foram encontrados por Ribeiro et al. (2020) em sementes de grao-de-
bico ao constatarem que as andlises de componentes principais ndo foram sensiveis para a
visualizacdo de possiveis diferencas de qualidade fisiolégica entre os lotes. Por outro lado,
podem ser empregados outros tipos de transformagdes para a obtencdo de respostas e
informacdes mais precisas sobre essas classes.

Para classificar as sementes de lentilha dos diferentes lotes de acordo com o vigor,
desenvolvemos e comparamos dois modelos baseados em PLS-DA. O primeiro modelo
baseado nos dados espectrais pré-processados mais o escalonamento automaético, resultou em
3112 preditores de bandas padronizadas dos espectros do infravermelho proximo, alcangando
acurdcia de 0,817, 0,858 e 0,829 para o treinamento, validacdo independente e validagcdo
cruzada, respectivamente. Os espectros pré-processados mais o escalonamento resultaram em
taxa de acerto para as classes de sementes com alto vigor superior a 90%, e para as classes de
sementes de médio e baixo vigor superior a 75%, tanto no treinamento como na validagdo
(Tabela 6).

No segundo modelo, suavizamos os espectros a partir da derivada de primeira ordem
pelo filtro Savitzky-Golay, com 3102 preditores. Esse modelo possibilitou os melhores
resultados de acuricia para o treinamento (0,967), validacdao independente (0,933) e validagcao
cruzada (0,957) quando comparado ao modelo dos dados pré-processados mais escalonamento.
Nesse modelo, a classe de sementes de alto vigor resultou em taxa de acerto de quase 100%, e
as classes de médio e baixo vigor acima de 90% para o treinamento e validacao (Tabela 6).

A aplicacdo combinada realizada com andlises multivariadas e tratamentos de pré-
processamentos sdo fundamentais para otimizacao da acurécia e coeficientes kappa do modelo
baseado nos espectros FT-NIR, uma vez que os espectros resultam em varias combinacdes de
tons e sobretons ocasionando ruidos e mascarando resultados que ficam sobrepostos (WU et
al., 2009). Portanto, a aplicacdo de técnicas de pré-processamento sdo fundamentais para a
reducdo desses ruidos e eficiéncia na escolha do modelo, extraindo assim resultados de

classificacdo eficientes e precisos (RIBEIRO et al., 2020; BAUM et al., 2012). Acurécias
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superiores a 90% foram obtidas em estudos realizados com sementes de soja (AMANAH et al.,
2020), feijao preto (YANG et al., 2015), trigo (FAN et al., 2020), uva (ZHAO et al., 2018) e
milho (AMBROSE et al., 2016).

No presente estudo foram obtidos resultados importantes acerca da confiabilidade e
precisdao dos modelos testados baseados no coeficiente Kappa, uma vez que o primeiro modelo
(pré-processamento mais escalonamento automatico) resultou nos menores coeficientes para o
treinamento (0,721), validacao independente (0,782) e validagao cruzada (0,739). No entanto,
apds a aplicagdo da derivada de primeira ordem mais o escalonamento (segundo modelo)
observamos resultados ainda mais precisos sobre a aplicagdo da técnica, com coeficientes
Kappa de 0,949, 0,897 e 0,934 para o treinamento, validaciao independente e validac¢ao cruzada,
respectivamente. Foi possivel confirmar o emprego do modelo de classificacao de PLS-DA a
partir da primeira derivada como o mais eficiente para a classificagdo do vigor de sementes de
lentilha (Tabela 6). O Kappa € importante na determina¢cdo do modelo ideal de classificagao,
na qual esse indice indica a concordancia e a confiabilidade do modelo (COHEN, 1968).
Ribeiro et al. (2020) observaram que os modelos PLS-DA desenvolvidos usando dados de
espectroscopia do FT-NIR foram eficientes para identificar diferencas na qualidade de sementes

de grao-de-bico submetidas a aplicacdo de diferentes herbicidas em pré-colheita.

Tabela 6. Numero de acertos individuais por classe e métricas obtidas com os modelos de
classificacdo PLS-DA, usando os recursos FT-NIR em sementes de diferentes lotes de lentilha.

Pré-processamento + escalonamento Derivada de primeira ordem +
automadtico escalonamento automaético
Classes Conjunto de Conjunto de  Validaga Conjunto de Conjunto de  Validacao
treinamento validagdo ocruzada  treinamento validagdo cruzada
(n= 420, 420, (n= 180, (n= 420, 420, (n= 180,
280) 180, 120) 280) 180, 120)
Acertos (Total) Acertos (Total)

Alto vigor 383 (420) 172 (180) - 418 (420) 173 (180) -
Médio vigor 314 (420) 143 (180) - 400 (420) 163 (180) -
Baixo vigor 218 (280) 95 (120) - 262 (280) 110 (120) -

Acuricia 0.817 0.858 0.829 0.967 0.933 0.957

Kappa 0.721 0.782 0.739 0.949 0.897 0.934
Sensibilidade 0.813 0.850 0.824 0.964 0.932 0.955
Especificidade 0.906 0.925 0.912 0.983 0.965 0.977

Os primeiros dois componentes da segunda fungdo discriminante linear para os
espectros FT-NIR desenvolvidos apds a suavizacdo da segunda derivada pelo filtro Savitzky-
Golay explicaram 45,3% da variabilidade dos respectivos dados (Fig. 16a). A Figura 16b nos
mostra a matriz de confusdo em relagado a eficiéncia e viabilidade dos modelos de classificacao
a partir de validacdo cruzada dos espectros FT-NIR por meio da primeira derivada Savitzky-

Golay, ilustrando 6timas predi¢des, principalmente para as classes de sementes de alto, médio
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e baixo vigor. Vale ressaltar que na matriz de confusdo cada linha da matriz representa as
instancias em classe real, e a coluna representa as instancias em classe prevista. Dentre os
comprimentos de onda que mais contribuiram para o desenvolvimento do modelo de PLS-DA
e classificagdo do vigor das sementes, destacam-se a faixa de 1000 nm, 2275 e 2500 nm (Fig.
16¢)

Os picos de 1000 nm representam as ligacdes harmoOnicas dos grupos funcionais do
terceiro sobretom N-H e segundo sobretom C—H e possuem relacdo com o teor de proteinas
existentes nas sementes (MUKASA et al., 2019; AMBROSE et al., 2016). Em geral, sementes
mais vigorosas possuem maiores quantidades de proteinas que aquelas menos vigorosas o que
pode ter relacdo direta com a sua qualidade fisiol6gica (DELARMELINO-FERRARESI et al.,
2014; HENNING et al., 2010; WILCOX e CAVINES, 1992). Ocorre que, durante o processo
de deterioracdo das sementes hd o decréscimo do conteudo e da sintese de proteinas, como
também ocorre desnaturagdo das mesmas, o que contribui para a redu¢do do vigor dos lotes
(MARCOS-FILHO, 2020). Trabalhos envolvendo a determinagdo do teor de proteinas para
diferenciar lotes em diferentes classes de vigor e relacionados com os dados de emergéncia em
campo foram publicados em sementes de feijajo comum (EHRHARDT-BROCARDO;
COELHO, 2022), soja (HENNING et al., 2010) e arroz (BORTOLOTTO et al., 2008).

Ja os picos de 2275 e 2500 nm resultaram em combinacdes de vibragdes harmdnicas
dos grupos funcionais de O-H (ligacdo direta com o conteido de carboidratos), N-H
(corresponde ao conteudo de proteinas existente nas sementes) € C-H (alongamento de
proteinas CH2) (AMBROSE et al., 2016; HE et al., 2019; BRITO et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2020; ZHANG et al., 2018). Durante o desenvolvimento das sementes elas acumulam reservas
ricas em carboidratos, incluindo agucares, amido e celulose, essas reservas sao acumuladas nos
estddios médios e tardios da maturacdo, sendo importantes durante a nutri¢do do embrido no
processo germinativo das sementes, vigor e crescimento das plantulas, assim como as proteinas
(ERBAS et al., 2016). Logo, sementes ricas em reservas como proteinas e carboidratos
apresentam maior potencial fisiolégico e melhor desempenho durante o estabelecimento no
campo (GU et al., 2016). Estudos sobre a eficiéncia da espectroscopia no infravermelho
proximo FT-NIR mostraram-se eficientes para avaliar a relagdo de carboidratos e proteinas na
distin¢do de sementes vidveis e ndo vidveis de milho super doce (QIU et al., 2018).

Com isso, evidencia que os espectros FT-NIR sdo eficientes para detectar diferencas em
compostos quimicos presentes nas sementes de lentilha, sendo uma alternativa para

classificacdo de lotes de sementes vidveis ou nao.
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Figura 16. Gréfico de pontuacdo da andlise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA) com os dois primeiros componentes discriminantes de sementes de lentilha com
base nos espectros FT-NIR transformados pela primeira derivada Savitzky-Golay, as elipses
mostram intervalos de confianca de 95% em cada classe de sementes (a), matriz de confusao
das diferentes classes (b), boxplot dos 20 espectros que mais contribuiram para o
desenvolvimento do modelo (c).

Os resultados do presente estudo apontam a série de aplicacdes praticas dessa
metodologia, podendo ser inseridos em laboratérios de andlise de sementes, organizagdes de
pesquisa cientifica e programas de controle de qualidade. As anélises para afericdo da qualidade
fisiologica e vigor de sementes sdo fundamentais para o desenvolvimento da agricultura
moderna, uma vez que tais métodos possibilitam resultados rdpidos e precisos para a

classificacdo de sementes quanto ao vigor.



68

5. CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral, os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que os testes de
envelhecimento acelerado, condutividade elétrica, as analises da atividade de enzimas
antioxidantes e a andlise computadorizada de plantulas pelo software SAPL® e ILASTIK
permitiram detectar diferencas na qualidade fisiolégica dos diferentes lotes de sementes de
lentilha.

O teste de envelhecimento acelerado tradicional (100% UR) permitiu a separagcdo dos
lotes em diferentes niveis de vigor e apresentou relacdo mais estreita com os demais testes da
caracterizacdo do potencial fisioldgico inicial. Observou-se classificacdo mais eficiente dos
lotes quanto ao vigor a partir de 36 h, mas principalmente nos periodos de 48 e 72 h a separagdo
dos lotes foi mais nitida (Tabela 3, Figura 4). Contudo, vale destacar novamente que com 72 h
os valores obtidos para os lotes de pior desempenho demonstraram deterioracao mais acentuada
das sementes, resultando em valores mais baixos de germinacdo apds envelhecimento em
relacdo ao periodo de 48 h. Os periodos de 36 e 48 h pelo método tradicional permitiram obter
resultados similares aos obtidos nos testes de germinagdo, primeira contagem de germinagao,
teste de frio e massa seca de plantulas (Tabela 1). Contudo, o periodo de 48 h pode ser
considerado mais adequado para a conduc¢ao do teste, devido a praticidade para a sua realizacdo
considerando o horario comercial.

E importante ressaltar que, no teste de envelhecimento acelerado pelo método
alternativo com solucdo salina saturada (76% UR) obteve classificagdo dos lotes menos
eficiente do que a observada pelo método tradicional, principalmente porque niao houve
distingdo muito nitida entre os lotes de melhor desempenho como ocorreu pelo método
tradicional (Tabela 3, Figura 4).

No teste de condutividade elétrica (Tabela 4 e Figura 7), a utilizacdo dos volumes de 75
e 100 mL permitiram a separacdo dos lotes quanto ao potencial fisiolégico correspondente a
separa¢do obtida nos demais testes de avaliacdo da qualidade fisiologica (Tabela 1). Ja com 4
h de embebicao hd a possibilidade de se identificar lotes de sementes de lentilha de baixo vigor.
Contudo, a classificagdo mais eficiente dos lotes, principalmente com relacdo aos de melhor
desempenho, diferencas significativas foram observadas com 24 h. Quando foram utilizados
150 e 250 mL de agua, a identificacdo do lote de pior desempenho s6 ocorreu nos tempos de
12 e 24 h. Com relagdo aos lotes de maior vigor, nas combinag¢des de 150 mL por 24 h e 250
mL por 24 h, a diferenciacdo foi mais nitida. Contudo, conforme ilustrado na Figura 7, nestes

volumes a separacdo entre os lotes ndo aparece de forma tdo nitida como observado
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principalmente para o volume de 75 mL. E importante considerar que diferencas mais nitidas
entre os valores absolutos de condutividade elétrica sdo mais perceptiveis pelos analistas de
sementes em laboratérios de rotina, onde nem sempre as comparagdes sao realizadas utilizando-
se analises estatisticas. No caso do teste de condutividade elétrica, os valores absolutos obtidos
com 75 mL por 24 h variaram entre 128,97 e 89,04 uS.cm™.g”! enquanto com a combinacio
250 mL por 24 h a variagdo foi de 40,90 a 30,75 entre os sete lotes (Tabela 4).

As atividades das enzimas CAT, SOD e APX (Figura 9) foram relacionadas aos
resultados obtidos nos testes de vigor tanto aqueles utilizados para a caracterizag¢do inicial dos
lotes (Tabela 1) quanto envelhecimento acelerado (Tabela 3), condutividade elétrica (Tabela 4)
e crescimento de plantulas (Tabela 5 e Figura 12). Portanto, a determinacdo da atividade de
enzimas antioxidantes, que fornece informacdes sobre o nivel de deterioracao das sementes,
pode ser uma ferramenta interessante para ser relacionada aos resultados dos testes de avaliagdo
do potencial fisioldgico, podendo ser considetada uma informacao complementar relevante.

A andlise computadorizada de plantulas baseadas no processamento de imagens pelo
software SAPL® mostrou-se eficiente na classificacio dos lotes quanto ao vigor ja com quatro
dias de germinacdo para todas as varidveis de crescimento extraidas pelo software
(comprimento da parte aérea, da raiz, comprimento total, indice de uniformidade, crescimento
e vigor). Com 5 e 10 dias também foi possivel constatar diferencas detalhadas quanto aos
parametros de crescimento de plantulas analisados, exceto para a varidvel indice de
uniformidade. Considerando a tempo necessdrio para a obtengdo de resultados, quanto mais
rapido for possivel ter acesso as informacOes sobre o desempenho das sementes mais
interessante para as tomadas de decis@o sobre o manejo dos lotes.

Também a andlise computadorizada de plantulas baseadas no processamento de
imagens e aprendizagem interativa de maquina pelo software ILASTIK possibilitaram
classificar os lotes quanto ao potencial fisioldgico. a partir do quarto dia apds a semeadura
estendendo-se até o quinto dia. Foi possivel observar também que, no terceiro e décimo dia, foi
possivel apenas identificar o lote de pior desempenho.

Por sua vez, a andlise de espectroscopia do infravermelho préximo (FT-NIR), foi
eficiente na predi¢do do potencial fisioldgico das sementes de lentilha, resultando em dados
confidveis e com alta acurdcia. O primeiro modelo testado com os dados pré-processados mais
o escalonamento automatico resultou em 85% de acuricia, com taxa de acerto para a classe de
sementes de alto vigor superior a 90%, e superior a 75% para as classes de médio e baixo vigor,
tanto no treinamento como na valida¢do. No entanto, o segundo modelo testado, que se baseou

na derivada de primeira ordem pelo filtro Savitzky-Golay, pode-se comprovar maior eficicia
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do FT-NIR, com acuricia de 97% e taxa de acerto para sementes de alto vigor de quase 100%;
j4 a taxa de acerto para as classes de médio e baixo vigor foram superiores a 90%, tanto para o
treinamento como para a validagao. Ainda com base nos espectros NIR, € importante ressaltar
que os comprimentos de onda que mais contribuiram para o desenvolvimento do modelo de
PLS-DA e posterior classificacdo do vigor das diferentes classes de sementes, concentravam-
se na faixa de 1000, 2275 e 2500 nm, faixas espectrais estas que t€ém relacio direta com o teor
de proteinas das sementes de lentilha, baseados nos principios quimiométricos das liga¢des dos
grupos funcionais.

Os resultados encontrados nesse estudo apontam diferentes metodologias eficentes para
a avaliacdo do potencial fisiolégico das sementes de lentilha que podem ser utilizadas em
laboratdrios de andlise de sementes, organizagdes de pesquisa cientifica e programas de
controle de qualidade. Testes para afericdo da qualidade fisiologica e vigor de sementes sao
fundamentais para o desenvolvimento da agricultura moderna, principalmente quando
possibilitam obter resultados rdpidos e precisos para a classificacdo dos lotes quanto ao vigor.
Neste contexto, destacam-se o teste de condutividade elétria e a andlise computadorizada de
plantulas pelo SAPL e ILASTIK.

Destaca-se ainda o aprimoramento de metodologias rdpidas e ndo destrutivas, como a
espectroscopia do infravermelho proximo (FT-NIR) que permitiu identificar com maior
agilidade e precisdo diferencas no potencial fisiolgico de lotes de sementes, caracteristicas
estas essenciais para agilizar as tomadas de decisdes relacionadas ao controle de qualidade de

sementes.
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6. CONCLUSOES

O teste de envelhecimento acelerado utilizando-se o método tradicional (100% UR) a
41°C por 48 h € eficiente para a avaliacao do vigor de sementes de lentilha.

O teste de condutividade elétrica conduzido com 50 sementes imersas em 75 mL de
dgua, a 25 °C, por 24 h permite a separacdo dos lotes em niveis de vigor.

A atividade das enzimas CAT, SOD e APX pode ser relacionada ao potencial fisiolégico
das sementes de lentilha.

O comprimento total das plantulas, da raiz primdria e da parte aérea e os indices de vigor
determinados aos 4 dias de germinagdo pelo SAPL® permitem classificar os lotes quanto ao
vigor.

Os dados obtidos pelo ILASTIK aos 4 dias de germinagdo, utilizados nos estudos de
aprendizagem de maquina, permitem o desenvolvimento de modelos com alta acurdcia para
avaliacdo do vigor das sementes.

Os dados obtidos pelo NIR combinados com os modelos PLS-DA indicam que esta
técnica € sensivel para estimar, de maneira rdpida e ndo destrutiva, o potencial fisiolégico dos
lotes de lentilha com cerca de 100% de acuricia, principalmente quando submetidos a primeira

derivada pelo filtro Savitzy-Golay.
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