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RESUMO

QUEIROZ, Geovana Brito, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2022. Testes de
vigor e espectroscopia no infravermelho préximo em sementes de milho-doce (Zea mays L.
saccharata). Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

Sementes de milho-doce podem apresentar baixa qualidade fisioldgica devido as caracteristicas
préprias como pericarpo fino, alto contetido de agticares no endosperma em detrimento de amido,
sendo sensiveis a danos e a deterioragdo. Torna-se importante, assim, dispor de metodologias
adequadas para a avaliagdo do seu potencial fisiologico e que fornecam resultados seguros e
consistentes. Objetivou-se, com este trabalho, adequar metodologias para os testes de
envelhecimento acelerado, condutividade elétrica, anédlise computadorizada de imagens por meio
do software SAPL® para a avaliacdo do vigor de sementes de milho-doce, bem como avaliar se a
andlise de espectroscopia no infravermelho préximo FT-NIR estd relacionada ao potencial
fisiolégico das sementes. Sementes de cinco lotes das cultivares Doce Cristal (BR-402) e
Superdoce (BR-400) foram submetidas aos testes para caracterizacdo da qualidade inicial:
germinacdo, porcentagem e indice de velocidade de emergéncia, precocidade de emissao da raiz
primdria, primeira contagem e teste de frio. O teste de envelhecimento acelerado foi realizado pelos
métodos tradicional (100% UR) e alternativo com solugdo salina saturada (76% UR), a 41° C, por
48,72 € 96 h. O teste de condutividade elétrica foi conduzido com 50 sementes imersas em 75 mL
de 4gua, a 25° C, por 4, 8, 12, 16, 24 e 48 h. 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 6 dias apds a semeadura. Foram realizadas ainda
andlises espectrais no FT-NIR, realizando-se 200 varreduras sucessivas dos espectros médios de
cada lote, cada uma delas processadas por 30 segundos pelo espectrOmetro. As sementes
submetidas a avaliacdo espectral foram entdo submetidas ao teste de germinacao para validacao da
técnica. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com quatro ou oito repetigdes
conforme o teste. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5%. Para os dados espectrais obtidos pelo FT-NIR, foram empregadas as
técnicas de LDA e PCA, separando-os em dois conjuntos, sendo 70% para o treinamento e 30%

para o teste e validagdo. Foram empregadas duas abordagens: uma baseada na formacdo de



espectros brutos mais o escalonamento e outra por meio da derivada do filtro Savitzky-Golay.
Conclui-se que os testes de envelhecimento acelerado, condutividade elétrica foram eficientes para
classificar os lotes de milho-doce de ambas as cultivares em niveis de vigor; para o teste de
envelhecimento acelerado, recomenda-se a utilizacdo de 41°C e 100% UR por 72 horas; pelo teste
de condutividade elétrica ja é possivel detectar diferencas entre os lotes de maior e menor vigor
com 4 horas de embebicdo. Contudo, o periodo de 24 horas foi o mais eficiente para classificar os
lotes em diferentes niveis de vigor. O comprimento total das plantulas, da raiz primadria e os indices
de vigor determinados aos 3 e 4 dias ap6s a semeadura pelo SAPL® permitiram separar os lotes da
cv. Doce Cristal quanto ao vigor. 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 milho-doce com cerca de 91% de acurécia, principalmente quando

submetidos a primeira derivada pelo filtro Savitzy-Golay.

Palavras-chave: Qualidade fisioldgica. Analise computadorizada. Avaliagdo do vigor. FT-NIR



ABSTRACT

QUEIROZ, Geovana Brito, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, December, 2022. Vigor tests
and near infrared spectroscopy in sweet corn seeds (Zea mays L. saccharata). Adviser: Denise
Cunha Fernandes dos Santos Dias.

Sweet corn seeds can have low physiological quality due to their own characteristics such as thin
pericarp, high content of sugars in the endosperm to the detriment of starch, being sensitive to
damage and deterioration. Therefore, it is important to have adequate methodologies for the
evaluation of the physiological potential of seeds and that provide safe and consistent results. The
objective was to adapt methodologies for the tests of accelerated aging, electrical conductivity,
computerized analysis of images using the SAPL® software for evaluating the vigor of sweet corn
seeds as well as to evaluate if the FT-NIR near infrared spectroscopy analysis is related to the
physiological potential of the seeds. Seeds from five lots of the cultivars Doce Cristal BR-402 and
Super Doce BR-400 were submitted to tests for initial quality characterization: germination,
percentage and emergence speed index, primary root emission precocity, first count and cold test.
The accelerated aging test was carried out by traditional methods (100% RH) and alternate with
saturated saline solution (76% RH), at 41° C, for 48, 72 and 96 h. The electrical conductivity test
was conducted with 50 seeds immersed in 75 mL of water at 25° C for 4, 8, 12, 16, 24 and 48 h.
Using the SAPL® software, shoot length, root length, total length of seedlings and the indexes of
uniformity, growth and vigor at 3, 4, 5 and 6 days after sowing. Spectral analyzes were also carried
out in FT-NIR, performing 200 successive scans of the average spectra of each batch, each
processed for 30 seconds by the spectrometer. The seeds submitted to spectral evaluation were then
submitted to the germination test to validate the technique. A completely randomized design with
four or eight repetitions was used, depending on the test. Data were subjected to analysis of
variance and means were compared using Tukey's test at 5%. For the spectral data obtained by FT-
NIR, LDA and PCA techniques were used, separating them into two sets, 70% for training and
30% for testing and validation. Two approaches were employed: one based on the formation of
raw spectra plus scaling and another through the derivative of the Savitzky-Golay filter. It was
concluded that the accelerated aging and electrical conductivity tests were efficient to classify the

sweet corn lots of both cultivars in terms of vigor; For the accelerated aging test, it is recommended



to use 41°C and 100% RH for 72 hours; By the electrical conductivity test it is already possible to
detect differences between the batches of greater and lesser vigor with 4 hours of imbibition.
However, the 24-hour period was the most efficient to classify the lots in different vigor levels.
The total length of the seedlings, the primary root and the vigor indices determined at 3 and 4 days
after sowing by SAPL® allowed to separate the lots of cv. Sweet Crystal for vigor. The data
obtained by NIR combined with PLS-DA models indicate that this technique is sensitive to quickly
and non-destructively estimate the physiological potential of sweet corn lots with about 91%

accuracy, especially when transmitted to the first derivative by the Savitzy-Golay filter.

Keywords: Physiological quality. Computerized analysis. Vigor assessment. FT-NIR
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1. INTRODUCAO

O milho-doce (Zea mays) é uma hortalica de alto valor agregado, sendo destinada
exclusivamente para o consumo humano. A produgao desse tipo de milho € voltada principalmente
para o processamento industrial, porém ele pode ser consumido in natura, apesar de esse uso ser
mais restrito. Também pode ser comercializado desidratado, congelado na forma de espigas ou
graos, como baby corn ou minimilho se colhido antes da polinizacdo (SOUZA et al., 1990).

E considerado um tipo de milho especial, que se diferencia do milho comum por
apresentar um ou mais genes recessivos que elevam a concentrag¢do de acticares no endosperma em
detrimento do amido (TEIXEIRA et al., 2017). O que confere o cariter doce ao milho € a existéncia
de um ou mais alelos mutantes que podem desencadear mudancas no teor e no tipo de carboidratos
presentes nos graos, sendo a docura um cardter recessivo (LUZ et al., 2014, BOYER &
SHANNON, 1983).

Segundo Filho e Costa (2021), o milho comum tem em torno de 3% de agucar e entre
60% e 70% de amido, enquanto o milho-doce (contendo o gene sugary) tem de 9% a 14% de acucar
e entre 30% e 35% de amido, enquanto o superdoce (contendo o gene brittle) tem em torno de 25%
de aguicar e de 15% a 25% de amido.

A reduzida quantidade de amido e maior quantidade de agucares no endosperma, acarreta
a formacao de espacos internos entre a camada de aleurona e o pericarpo da semente durante a
secagem, deixando-a com aspecto enrugado (FARIA e NASCIMENTO, 2014). Em consequéncia
disto, o pericarpo torna-se mais fragil e suscetivel a danos (STYER & CANTLIFFE, 1983). Assim,
a textura do endosperma, a susceptibilidade a danos mecanicos € a microrganismos e a baixa
concentracdo de amido, além da desuniformidade das sementes sdo citadas como caracteristicas
que contribuem para a rapida perda de qualidade (STYER & CANTLIFFE, 1984). Segundo Mondo
et al. (2012), devido a todas essas caracteristicas, as sementes de milho-doce podem apresentar
baixo potencial de armazenamento e baixo vigor, o que afeta o estabelecimento das plantulas e a
uniformidade do estande em campo.

Neste contexto, a utilizacdo de testes adequados para a avaliacdo do potencial fisioldgico
das sementes para complementar as informagdes fornecidas pelo teste de germinacdo se torna
interessante, possibilitando, assim, obter informacdes mais seguras sobre o desempenho dos lotes

em campo e no armazenamento (ARAUJO, 2019). Atualmente, existem varios testes disponiveis
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para a avaliacdo do vigor de sementes (BAALBAKI et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2020),
destacando-se os testes bioquimicos, como o de condutividade elétrica, os de resisténcia a estresses,
como o de envelhecimento acelerado, além daqueles baseados no desempenho de plantulas
(BAALBAKI et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2020). Estes testes podem ser interessantes para
sementes de milho-doce, mas as metodologias ainda nao estdo bem estabelecidas para a espécie.

Para as avaliagdes do crescimento de plantulas, tem sido bastante utilizado o processamento
computadorizado das imagens, que tem como vantagens a rapidez e objetividade na obtencdo de
resultados (MARCOS-FILHO, 2015; GOMES-JUNIOR, 2020). Dentre os softwares disponiveis,
destaca-se o Sistema de Andlise de Plantulas (SAPL®) de livre acesso e de baixo custo na aquisicio
das imagens, que podem ser obtidas utilizando-se uma camera digital.

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

Diante do exposto, com este trabalho objetivou-se: 1) adequar metodologias para os testes
de envelhecimento acelerado, condutividade elétrica e andlise computadorizada de imagens por
meio do software SAPL® para a avaliagio do vigor de sementes de milho-doce; ii) avaliar se a
andlise de espectroscopia no infravermelho préximo FT-NIR estd relacionada ao potencial

fisiologico das sementes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas das sementes de milho-doce

O milho-doce difere do milho comum ndo somente por caracteristicas taxondmicas, mas
pelo alto teor de agucares e pela baixa concentracdo de amido no endosperma das sementes,
resultantes da ac@o de genes recessivos individuais ou em combinagdes duplas ou triplas. Assim, o
milho-doce possui alelos mutantes em seu genoma que impedem a conversao de agiicares em amido
no endosperma, conferindo as sementes sabor adocicado (LUZ et al., 2014). As sementes de milho-
doce apresentam qualidade fisioldgica inferior a das sementes de milho comum, devido a influéncia
dessas caracteristicas, sendo até um dos entraves para a expansao da producao no pais (ZUCARELI
et al., 2014). O milho-doce e o milho comum diferenciam-se, apenas, na semente, que apds a
maturacdo fisiolégica seca vagarosamente e, uma vez seca € vitrea e enrugada. Vitrea pela
cristalizacdo dos agucares que se encontram em maior concentragdo e enrugada devido a menor
propor¢ao de amido no endosperma (STORCK E LOVATO, 1991).

A docura do milho-doce é um cardter recessivo e os genes mutantes mais conhecidos sdo o
sugary (su), shrunken (sh) e britte (bt) (LEMOS et al., 2002; ARAUJO et al., 2006). No momento
da colheita o grao de milho possui alto grau de umidade e agticares (RIVERA, 2011). A conversao
de acucar para amido € bloqueada pelos genes recessivos e assim conferem o carater doce ao grao
(TRACY, 2001).

A acdo desses genes mutantes, entre 0s quais encontram-se o sugary (sul), brittle (bt2) e
shrunken (sh2), destacam-se como os principais e acarretam mudangas no metabolismo vegetal,
resultando no bloqueio da conversdo dos actiicares em amido (GAMA et al., 1992). Segundo He &
Burris (1992), menos amido significa que menos tecido de endosperma pode ser reservado como
fonte de energia para o metabolismo e o processo de conversdo de agucar em amido durante o
desenvolvimento do endosperma depende do gendtipo.

Existem dois grupos com base nos seus efeitos na composi¢ao de endosperma, o milho-doce e
super doce. Os genes da cultivar super doce sdo capazes de reduzir a quantidade de amido no
endosperma deixando-os mais doces. Assim, os genes shrunken (shl, sh2, sh4) e brittle (btl, bt2),
denominados de super doce, sintetizam apenas pequena quantidade de amido (TOSELLO, 1978).
Em particular, a semente de milho super doce (com o alelo shrunken-2) pode ter um teor de agtcar
solivel muito maior (> 20%), mas menor teor de amido do que a semente de milho doce

enriquecida com acticar ou qualquer outra semente de milho doce tradicional (sul gene).
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Além disso, o milho-doce apresenta ainda sementes com pericarpo fino, caracteristica
interessante para a industria de alimentos. As caracteristicas exigidas pelo mercado consumidor
desse tipo de milho diferenciam-se das do milho verde comum, especialmente quanto ao teor de
acucar. A industria tem preferéncia por maior teor de agiicar e menor teor de amido, o que também
€ desejado para consumo in natura. O mercado consumidor de milho-doce encontra-se cada vez
mais exigente, tanto em caracteristicas relacionadas a sanidade, aparéncia, quanto em
caracteristicas composicionais, que conferem ao milho sabor e aroma caracteristico (SOUZA,
2015).

Os elevados teores de acticares e baixo teor de amido no endosperma causam a formacdo de
espacos entre a camada de aleurona e o pericarpo da semente durante a maturacdo, deixando-a
enrugada (ZUCARELLI, 2014). Além disso, pode-se considerar a textura do pericarpo como um dos
fatores primdrios na determinacdo da qualidade do milho-doce. O pericarpo tenro é altamente
desejavel no melhoramento para qualidade do milho-doce, mas a semente fica muito susceptivel a
danos mecanicos e ao ataque de patdgenos.

O aspecto enrugado e a menor espessura do pericarpo das sementes de milho-doce as tornam
mais suscetiveis a danos durante os procedimentos de germinagdo ou teste de vigor. Isso dificulta
a avaliacdo da qualidade das sementes, pois tais danos, principalmente fisiolégicos, como os de
embebicdo (ALVARENGA; MARCOS FILHO; TIMOTEO, 2013), podem subestimar os
resultados obtidos em testes de sementes que requerem umedecimento prévio. Algumas
caracteristicas do milho-doce, como alta sensibilidade a danos de imersdo, a fragilidade de
membranas, e o pericarpo muito fino, impossibilitam o uso das metodologias descritas para
sementes de milho comum serem extrapolados para sementes de milho-doce (MARINHO, et al.,

2021).

2.2 Avaliacao do potencial fisiologico de sementes

O potencial fisiologico das sementes € representado pela germinacdo e pelo vigor. A
germinacdo ¢ definida como a capacidade da semente dar origem a plantula normal, sob condicdes
ideais em laboratorio, possibilitando a semente expressar o seu potencial mdximo de germinagao
(BRASIL, 2009). No entanto, estes resultados nem sempre sdo confirmados em campo,
principalmente quando as condi¢cdes de ambiente se desviam das mais adequadas. Torna-se

importante, portanto, a avaliacdo do vigor das sementes como componente relevante do potencial
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fisiol6gico, uma vez que estd relacionado ao desempenho das sementes seja em campo ou no
armazenamento (MARCOS-FILHO, 2015).

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 et al., 2009). Dentre os principais objetivos de se avaliar o vigor, destaca-se detectar
diferengas significativas no potencial fisiolégico de lotes com germina¢do semelhante, buscando
classifica-los em diferentes niveis de qualidade. Assim, busca-se diferenciar lotes de alto dos de
baixo vigor de modo a identificar adequadamente aqueles com maior potencial de estabelecimento
em campo e de armazenamento (MARCOS-FILHO, 2020).

Para o controle de qualidade mais eficiente dos lotes durante as etapas de pds-colheita e
comercializacao, € fundamental buscar informagdes relacionadas ao vigor das sementes. Varios os
testes de vigor podem ser utilizados para a avaliagdo do potencial fisioldgico dos lotes,
recomendados pela AOSA (BAALBAKI et al., 2009), ISTA (ISTA, 2020) e Krzyzanowski et al.
(2020). Estes testes sdo baseados em eventos que caracterizam o processo de deterioragdo das
sementes, os quais ocorrem antes do declinio da capacidade de germinac¢do e perda da viabilidade
da semente (DELOUCHE; BASKIN, 1973). Tais eventos ocorrem em uma sequéncia hipotética,
iniciando-se com a desestruturacdo das membranas celulares. A partir dai, ocorre reducdo das
atividades respiratoria e de biossintese, diminui¢do da velocidade de germinagdo, reducido do
potencial de conservagdo, menor taxa de crescimento das plantulas, maior sensibilidade a
condic¢des de estresse, reducdo 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, cujos
principios tém como base os eventos listados acima, destacando-se principalmente os testes
classificados como fisiolégicos, bioquimicos e de resisténcia a estresses (MARCOS-FILHO,
2020). Os testes fisioldgicos baseiam-se em atividades fisioldgicas especificas das sementes cuja
manifestacdo depende do vigor, destacando-se primeira contagem de germinagdo, velocidade de
germinacdo ou emergéncia de plantulas, classificagdo do vigor de plantulas, crescimento de
plantulas, dentre outros. Ja os testes bioquimicos avaliam as alteragdes bioquimicas relacionadas
ao vigor das sementes, como os testes de tetrazolio, condutividade elétrica, lixiviagdo de potdssio
e respiracdo. Os testes de resisténcia a estresses, por sua vez, avaliam o comportamento das

sementes quando expostas a condicdes desfavordveis de ambiente, tais como teste de frio,
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envelhecimento acelerado, deterioracdo controlada e germinacdo a baixa temperatura
(BAALBAKI et al., 2009; MARCOS-FILHO, 2020).

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 combinacdo de resultados de diferentes testes de vigor,
considerando a finalidade do uso dos resultados e as limitacdes de cada teste (MARCOS-FILHO,
2015). Assim, recomenda-se que a avaliac@o do vigor seja feita com base na combinagdo multipla
dos resultados obtidos em cada teste de vigor utilizado (MARCOS-FILHO, 2015).

A avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de milho-doce € essencial em um
programa de controle de qualidade, sendo que a escolha de testes de vigor adequados é fundamental
para a obtencdo de resultados confidveis. Sementes de milho-doce (sh2) apresentam alto teor de
sacarose, alto teor de 4cidos graxos livres no endosperma e uma camada disfuncional de aleurona.
Isso resulta em desequilibrio de agucar e ruptura do sistema de membrana, culminando em baixo
vigor das sementes (SOUZA et al., 2013, WILSON JUNIOR E MOHAN 1998).

Wann (1980) destaca que o baixo vigor das sementes de milho-doce possivelmente esta
ligado ao tamanho do endosperma, sugerindo que, embora o vigor seja uma caracteristica
fortemente relacionada com o embrido, a menor quantidade de reservas dessas sementes pode afetar
0 vigor e, 0 aumento da propor¢ao endosperma/embrido tende a ser vantajosa para a melhoria da
qualidade das sementes.

A baixa taxa de germinagdo e o vigor das plantulas da semente de milho-doce ainda limitam
em certa medida o desenvolvimento da indudstria do milho-doce (LEE et al., 2004). Assim, a
avaliacdo do estado fisiolégico potencial das sementes de milho-doce é essencial em um programa
de controle de qualidade para estimar seu potencial para armazenamento, comercializacdo e uso

(MARINHO, et al., 2021).

2.3 Envelhecimento acelerado

O teste de envelhecimento acelerado é um teste de resisténcia ao estresse que avalia o
desempenho das sementes apds serem submetidas a condi¢des adversas de temperatura e umidade
relativa. Baseia-se no principio de que a taxa de deterioragdo das sementes aumenta a medida em
que sdo expostas a condicdes de alta temperatura e umidade relativa (BAALBAKI et al., 2009;

MARCOS-FILHO, 2020). Sob essas condicdes, sementes de alto potencial fisioldgico apresentarao
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maior capacidade de produzir plantulas normais apds o envelhecimento acelerado em comparagao
com as de menor vigor (GOMES; LOPES, 2017; ARAUJO et al., 2021). E um dos mais conhecidos
e aplicados testes para a avaliagdo do vigor de sementes, sendo aplicdvel a um grande nimero de
espécies (TUNES et al., 2011). E um teste amplamente utilizado em todo o mundo para compor
programas de controle de qualidade estabelecido pela industria de sementes, principalmente para a
avaliagcdo do potencial fisiol6gico de grandes culturas e de hortalicas (MARCOS-FILHO, 2020).

A combinacdo entre temperatura, umidade relativa e periodo de exposicao as condi¢des do
teste sdo fatores importantes para se definir metodologia adequada para a conducao 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 ¢
Nascimento (1988) relataram que a temperatura de 37 °C e o periodo de envelhecimento de 72 h
foram eficientes na avaliacdo do vigor de sementes de ervilha. Contudo, a temperatura de 41 °C
vem sendo recomendada para vdrias espécies, como milho (MIGUEL e MARCOS-FILHO, 2002),
algodao (FREITAS et al., 2000), lentilha (FREITAS e NASCIMENTO, 2006), soja (MARCOS-
FILHO et al., 1990), feijio (BERTOLIN et al., 2011), grio-de-bico (ARAUJO et al., 2021) e
milho-doce (ALVARENGA et al., 2013). Durante muitos anos predominou a recomendacao de 42
°C, mas as recomendacdes da ISTA e da AOSA recomendam o uso de 41 °C, pois essa € a
temperatura maxima tolerada por proteinas hidratadas, acima disso podem acarretar a inativagao
metabdlica das sementes (MARCOS-FILHO, 2020).

E importante ressaltar que temperaturas muito elevadas possibilitam a desnaturacio de
proteinas e, consequentemente, drastica reducdo na viabilidade das sementes (MARCOS-FILHO,
2020; ALVARENGA et al., 2013). Isso geralmente mascara os resultados e prejudica sua
associacao com a estimativa da emergéncia de plantulas ou potencial de armazenamento dos lotes
avaliados. 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 uma
minicamara, sendo este procedimento adotado pela AOSA (1983). A diferencga 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 solugdo salina saturada de modo a se obter umidade relativa interna mais baixa,
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resultando em embebi¢do mais lenta (JIANHUA e MCDONALD, 1996) e menor desuniformidade
nos teores de dgua apds o envelhecimento (RADKE et al., 2018). Jianhua e McDonald (1996)
indicam a utilizacao de solugdes saturadas de KCI (cloreto de potéssio), NaCl (cloreto de s6dio) ou
NaBr (brometo de sdédio), de modo a obter umidade relativa de 87%, 76% ou 55%,
respectivamente.

Esse método tem sido utilizado principalmente para sementes pequenas como as de
hortalicas, para as quais a desuniformidade na absorcdo de 4dgua entre as amostras no método
tradicional pode resultar em deterioracdo diferenciada, comprometendo os resultados apds o
envelhecimento (RAMOS et al., 2004).

Trata-se, portanto, de um método interessante para ser testado em sementes de milho-doce,
que mesmo nao sendo pequenas, podem se mostrar sensiveis as condi¢des de estresse do teste, pelo
pericarpo fino e pela sua composicdo quimica rica em agicares que confere um aspecto rugoso ao
endosperma e por serem bastante suscetiveis a danos e a deterioracdo. Essas caracteristicas podem
contribuir para uma deterioragdo mais acentuada durante o teste de envelhecimento pelo método
tradicional, principalmente devido a alta umidade relativa que pode favorecer o desenvolvimento
de microrganismos. Dessa forma, o método alternativo pode proporcionar efeitos menos drasticos
e reduzir o desenvolvimento de fungos que podem influenciar os resultados do teste. As
informacdes sobre metodologia mais adequada para o teste de envelhecimento acelerado em
sementes de milho-doce nédo sdo conclusivas. Santos et al. (2002) utilizando temperaturas de 42° C
e 45 °C a 100% UR por diferentes periodos de tempo concluiram que 45 °C por 24 h possibilitou
melhor diferenciacdo entre lotes com diferentes niveis de qualidade; recomendaram ainda para a
conducdo do teste a 42 °C deve ser utilizado o periodo de 72 h. Santos et al. (2002) realizou o teste
pelo método tradicional com sementes de milho da cultivar BR 400 (Super-Doce) com temperatura
de 42° C e nos periodos 0, 48, 72 e 96 horas e na temperatura de 45°C nos periodos de 0, 24, 48 e
72 horas. A utilizagdo da temperatura de 42° C no periodo de 72 horas, foi o que melhor possibilitou
a diferenciacdo entre os lotes de sementes quanto a sua qualidade fisiolégica.

Com isso, verifica-se, portanto, que as informagdes sobre a metodologia mais adequada
para a conducdo do teste de envelhecimento acelerado em sementes de milho-doce ainda ndo sao

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

O teste de condutividade elétrica destaca-se como um método rapido, pratico e eficiente
para a estimativa o potencial fisiolégico das sementes. E classificado como um teste bioquimico,
baseado na capacidade de reorganiza¢do do sistema de membranas celulares (DELOUCHE;
BASKIN, 1973). O principio do teste estabelece que sementes menos vigorosas liberam maior
quantidade de solutos para o meio externo, uma vez que a velocidade da reestruturacdo da
integridade das membranas durante o processo de embebicdo é menor (TORRES et al., 2015;
MARQUES, 2018).

A organizagdo das membranas celulares € mdxima por ocasido da maturidade fisioldgica;
com a secagem das sementes ao final da maturacdo ocorre um processo de desorganizacdo
estrutural das membranas acarretando perda tempordaria de sua integridade (BEWLEY; BLACK,
1994). Quando sementes secas sdo embebidas em dgua, a capacidade de reorganizacio do sistema
de membranas € readquirida e a velocidade deste processo estd relacionada ao vigor da semente.
Quanto maior a velocidade de restabelecimento da integridade das membranas, menor lixiviacao
de eletrdlitos ird ocorrer (POWELL, 1986). Em sementes deterioradas ou ndo vidveis, este reparo
ocorre de forma bem mais lenta ou pode até ndo ocorrer, de modo que a lixiviagdo de exsudatos
celulares serd tdo mais intensa quanto menos vigorosa for a semente. Portanto, este teste
determina a intensidade de liberac¢ao de solutos, como aminoécidos e fons inorganicos, através das
membranas celulares. Sementes com potencial fisiologico inferior apresentam membranas menos
organizadas, com redu¢do da permeabilidade seletiva, em funcdo do nivel de deterioragdo da
semente, permitindo a difusdo desordenada de fons e solutos organicos para o meio externo,
durante a embebicao (VIEIRA- MARCOS-FILHO, 2020).

De acordo com Bewley e Black (1995), a liberacao de solutos pelas sementes € mais intensa
durante o inicio da embebicdo, declinando a medida que ocorre a reorganizacdo do sistema de
membranas. Este fato € importante porque permite a obtencao de resultados em periodo de tempo
relativamente curto, de modo que a condutividade elétrica avaliada ap6s 24 h de embebicao, se
mostra eficiente para a avaliacao do vigor de sementes de varias 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).
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Embora o teste de condutividade elétrica seja simples e de ficil execucdo, ha fatores que
influenciam os resultados, tais como o gendtipo, danos mecanicos ou injurias provocadas por
insetos, teor de dgua e tratamento quimico das sementes (LOEFFLER et al., 1988). Fatores
relacionados a propria metodologia como por exemplo volume de dgua para a embebicdo das
sementes, o tempo de embebicdo, o nimero de sementes por repeticdo e a temperatura também
sdo fatores relevantes (FIGUEIREDO et al., 2021; VIEIRA; MARCOS-FILHO, 2020).

A duragdo do periodo de embebicdo das sementes € extremamente importante na eficiéncia
do teste de condutividade elétrica para distinguir diferencas de vigor entre os lotes. Esse periodo
pode ser alterado em funcdo das caracteristicas morfolégicas do tegumento, temperatura de
hidratacdo e grau de umidade. Para muitas espécies, o teste € realizado com amostras de 50
sementes previamente pesadas, imersas em 75 mL de dgua destilada ou deionizada e manutencao
na temperatura de 25 °C por um periodo de 24 h até a leitura em condutivimetro
(KRZYZANOWSKI et al., 1991; VIEIRA, 1994).

Contudo, hé estudos indicando a possibilidade de se obter resultados em menor tempo como
em estudo com sementes de milho-doce (sh2). Coimbra et al. (2009) concluiram que, dentre os
testes avaliados (primeira contagem, precocidade de emissdo de raiz primadria, teste de frio,
condutividade elétrica e envelhecimento acelerado), o de condutividade elétrica por 6, 8 e 24 horas
foi o unico eficiente na diferenciacao do vigor de lotes. Ja Borges (2016) verificou que foi possivel
diferenciar lotes com 24 e 48 horas de embebicdo. Em sementes de milho comum, o teste de
condutividade foi eficiente para monitorar o vigor ao longo do armazenamento por 12 meses

(WERNCK, 2020).

2.5 Analises computadorizadas de plantulas

As tecnologias de andlise de imagens tém demonstrado grande potencial para serem
utilizadas associadas aos testes tradicionais para avaliar a qualidade de sementes, orientando a
observacdo humana a partir da percepg¢ao e precisdo das maquinas. Esse tipo de abordagem pode
proporcionar avangos significativos ndo apenas na padronizacdo de metodologias, mas também na
obtencdo de resultados com alto nivel de confiabilidade e reprodutibilidade (TODA et al., 2020).

A avalia¢do do potencial fisioldgico de sementes com base na comparagdo do crescimento

de plantulas ou de suas partes é um procedimento de eficicia atestada, para constatar a

heterogeneidade entre lotes de sementes e estabelecer relagdes com a emergéncia de plantulas em
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campo (NAKAGAWA, 1999). Além disso, de acordo com Marcos-Filho et al. (2009), a
automatizacdo do processo reduz o parametro subjetividade da andlise, baseadas na observacao
visual do analista, parametro esse, que muitas vezes aumenta o erro consideravelmente, tornando
a andlise menos precisa. Segundo Medeiros et al. (2018), o processamento digital para andlise de
plantulas é uma ferramenta que pode apresentar resultados confidveis e com maior precisao quando
comparado ao método manual.

Dessa forma, com andlise baseada na visdo computacional, tornou-se vidvel a avalia¢ao do
crescimento de plantulas e sua relacdo com o potencial de emergéncia das plantulas em campo,
além de permitir maior precisdo e rapidez nas avalia¢des de comprimento de plantulas, reducdo da
interferéncia humana, além da possibilidade de armazenamento das imagens que podem ser
futuramente acessadas (GOMES-JUNIOR et al., 2020).

Desde modo, com as metodologias tradicionais que sao utilizadas nos laboratérios de rotina
por mais que sejam realizados por analistas treinados, as avaliagdes sdo demoradas e sujeitas a
interpretacdes subjetivas, o que pode levar a erros. Com isso faz-se necessdrio o desenvolvimento
de alternativas que tenham a finalidade de aumentar a efici€ncia e a confianca dos resultados, tais
como o processamento digital de imagens, que permite a anélise de um grande nimero de amostras
de forma rdpida (BRUNES et al., 2016). Portanto, a avaliacdo automatizada do crescimento de
plantulas pode constituir-se em um avanco significativo para a padronizacdo da metodologia,
aumentando a confiabilidade dos resultados obtidos.

Atualmente, a andlise de imagens de sementes e plantulas tem-se mostrado eficiente para a
avaliacdo dos componentes fisiologicos e fisicos de sementes, que influenciam na qualidade dos
lotes (SILVA et al., 2013). A anilise de sementes é considerada uma atividade dinimica
constantemente evoluida, caracterizada pelas melhorias continuas do desenvolvimento de
processos e padronizacdo. Para Guedes et al. (2011), a padroniza¢do desses métodos deve ser
constantemente reavaliada mediante aplicacdo de testes de referéncia, de testes alternativos e da
determina¢do de novas metodologias.

Experimentos realizados por Keys et al. (1984) com plantulas de milho e de soja revelaram
economia no tempo de 50% em comparagdo as mensuragdes de comprimento realizadas
manualmente. No entanto, nos tltimos anos, talvez o uso da anélise computadorizada de imagens

em tecnologia de sementes tenha sido para avaliagdo do vigor de lotes de sementes a partir de
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caracteristicas morfoldgicas de plantulas, apds periodo preestabelecido para o seu desenvolvimento
(GOMES-JUNIOR, 2020).

Mc Cormac et al. (1990) talvez tenham sido os primeiros a utilizar a andlise
computadorizada de imagens, determinando o comprimento da raiz priméria de plantulas de alface
e cenoura. Posteriormente, Sako et al. (2001) desenvolveram um sistema automatizado para
avaliacdo do vigor de sementes de alface, denominado Seed Vigor Imaging System (SVIS®), o qual
gera valores referentes ao indice de vigor (valores de 0 a 1000, diretamente proporcionais ao vigor),
uniformidade de desenvolvimento (também de 0 a 1000) e comprimento de plantulas. Este sistema
também tem demonstrado eficiéncia na avaliagdo do potencial fisiol6gico de sementes de outras
espécies, como soja (HOFFMASTER et al.,, 2005; MARCOS-FILHO et al., 2009), milho
(HOFFMASTER et al., 2005; OTONI e MCDONALD, 2005), melao (MARCOS-FILHO et al.,
20006) e feijao (GOMES JUNIOR e CHAMMA, 2008).

O uso da andlise computadorizada de imagens constitui uma das alternativas inovadoras,
favorecendo tanto a reducdo do periodo necessario para a condugdo do teste, como a consisténcia
das informagdes obtidas. A possibilidade de utilizacdo da técnica de andlise de imagens, para
avaliar a qualidade de sementes é promissora, sendo um método precioso, em que a semente pode
ser examinada individualmente em imagens ampliadas e capaz de indicar, com detalhes, a 4rea
danificada sua localizacdo e a extensdo dos danos (FORTI et al., 2008).

Alguns softwares foram desenvolvidos para auxiliar na anélise computadoriza de plantulas,
entre eles estdo o Seed Vigor System (SVIS®), o Sistema automatizado do vigor de sementes
(Vigor-S®), GroundEye® e o Sistema de anélise de plantulas (SAPL®). O software SAPL® foi
desenvolvido pelo grupo de estudos em Tecnologia de Sementes (GETSem) da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) e baseia-se no processamento de imagens digitais para a
avaliacdo do vigor das sementes a partir do desempenho de plantulas, para tanto, trabalha-se com
imagens obtidas através de cameras digitais resultando em dados acerca do comprimento total da
plantula, comprimento radicular e do hipocétilo, além de fornecer indices baseados na velocidade
de crescimento e uniformidade dessas plantulas (MEDEIROS e PEREIRA, 2018).

Assim, na interpretagcdo dos resultados, lotes com menor comprimento médio de plantulas
e menores valores de crescimento, uniformidade e indice de vigor sdo considerados de baixo vigor
e lotes com maior comprimento médio de plantulas e maiores valores de crescimento, uniformidade

e indice de vigor apresentam vigor mais alto. Entretanto, a interpretacao dos resultados na anélise



28

computadorizada deve-se basear em comparagdes com os resultados de outros testes de vigor
(GOMES-JUNIOR et al., 2020).

Medeiros et al. (2018) compararam a determinag¢do do comprimento de plantulas de milho
realizada através do (SAPL) e pelo método tradicional na avaliagdo do vigor de sementes sendo
considerado um método eficiente. Castan (2015) também avaliou o potencial fisioldgico de
sementes de milho utilizando sistemas de andlise computadorizada de imagens de plantulas pelo
SVIS e Vigor-S, sendo este dltimo promissor para avaliacdo do vigor de sementes.

Em sementes de milho, Teixeira et al. (2006) verificaram que a técnica digital de anélise de
plantulas pelo SVIS possibilitou a associacdo dos dados obtidos no processamento das imagens
com aqueles obtidos em outros testes de vigor. A anélise de imagens das raizes de plantulas obtidas
de sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por 48 h também forneceu informagdes
relacionadas a outros testes de vigor (DIAS et al., 2015). Utilizando o software SAPL, Medeiros
et al. (2018) obtiveram resultados compativeis com aqueles obtidos nos testes rotineiramente
utilizados na avaliacdo do vigor, com a vantagem de se ter economia de tempo. Especificamente
com sementes de milho superdoce, Alvarenga et al. (2012) observaram que a andlise
computadorizada de imagens de plantulas pelo SVIS® foi eficiente para a determinagdo do vigor
das sementes, com sensibilidade compardvel ao teste de envelhecimento acelerado tradicional a 41

°C por 72 h.

2.6 Espectroscopia do Infravermelho Proximo (NIR)

A espectroscopia do infravermelho préoximo (NIR) é uma anélise de baixo custo, rdpida,
ndo destrutiva e amplamente desenvolvida. Um espectro NIR ¢é uma série de ondas
eletromagnéticas cujos comprimentos de onda variam de 780 nm a 2500 nm; O espectro NIR
contém informacao relativa a grupos hidrogénio, tais como C-H, N-H e O-H. Por conseguinte, o
espectro NIR pode revelar a composi¢ao da matéria organica nas sementes. Os modelos de predi¢ao
também podem superar a influéncia do agente de revestimento de sementes e, portanto, pode ser
aceitavel para aplicacOes préticas (AN et al., 2016).

Pelo NIR inimeras determinagdes de composicdo podem ser feitas simultaneamente,
proporcionando uma caracterizagao geral de uma amostra e permitindo que a qualidade nutricional
seja avaliada rapidamente (ORTEGA et al., 2022). Nos ultimos anos, o NIR tem sido amplamente

aplicado a alimentos, agricultura e testes industriais e alcangou grande progresso.
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Consequentemente, tornou-se uma tecnologia importante para o teste rdpido ndo destrutivo de
frutas e vegetais (WANG et al., 2018). Essa técnica baseia-se na absor¢cdo em comprimentos de
onda e de radiacdo eletromagnética nas faixas entre 780-2500 nm, absorvidos pela dgua e por
compostos quimicos como lipidios, carboidratos e proteinas, possibilitando assim a formacdo de
espectros correspondentes a absorcao de energia entre os grupos funcionais (XIA et al., 2019).

A técnica analitica do NIR oferece vantagens como rapidez na obtencdo dos dados,
apresenta carater nao destrutivo e ndo invasivo e por isso, frequentemente, ndo necessita de
preparagdo prévia da amostra, o que gera economia de tempo e reagentes, minimizando erros do
analista (por permitir a diminuicdo do nimero de medidas padrdo) (HUANG et al., 2008; MA et
al., 2017; POREP; KAMMERER; CARLE, 2015). Outro aspecto importante da técnica € que esta
propicia uma andlise multicomponente de uma grande variedade de matrizes, uma vez que as
moléculas que compdem a amostra precisam apenas apresentar variacdo no momento dipolar para
serem influenciadas por esta ferramenta e produzir o espectro (REICH, 2005).

O espectro contém informacio relacionada aos grupos funcionais, e estas absorcdes
apresentam-se com alto grau de sobreposicdo, havendo a necessidade da aplicagdo de métodos
quimiométricos para interpretacao dos resultados (MA et al., 2017). Na determina¢do de qualidade
de sementes, faz-se necessdrio a aplicacdo combinada dos diferentes métodos matemdticos e
estatisticos, como por exemplo, anélises multivariadas, anélise de componentes principais (PCA)
e a regressdo parcial de minimos quadrados (PLS), o que permite modelar uma relacdo entre os
dados espectrais e a composi¢ao quimica das sementes (BURNS, DONALD A., 2007).

A utilizacdo de dados multivariados pode reduzir a quantidade de ruidos, dando maior
precisdao aos métodos e permitindo a determinacio simultanea de vdrias caracteristicas de uma
amostra com um unico sinal multivariado (KUMAR et al., 2014). Construindo o modelo, este pode
ser aplicado a conjuntos de amostras, determinando alguma propriedade de interesse. A calibracio
ocorre por meio de operacdes matematicas, sendo estabelecidas relacdes entre medidas
instrumentais e valores para uma caracteristica avaliada (MARTEN; GELADI, 1989),
compreendendo as etapas de modelagem e validagdo.

As pesquisas na drea de sementes vem trazendo resultados satisfatorios em avaliacao da
qualidade, como em soja, algoddo, café (BAZONI et al.,, 2017; GAITAN et al., 2008;
GUIMARAES, 2016), da viabilidade em milho (AMBROSE et al., 2016), de composi¢do, com
predi¢do de 4cido fitico em sementes de Vigna radiata (PANDE; MISHRA, 2015), teor de
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nitrogénio em Vigna unguiculata (ISHIKAWA et al., 2017), composicao de 6leo em girassol e
canola (GRUNVALD et al., 2014; ROSSATO et al., 2013), bem como a classificacdo de gendtipos
em algodao, cevada, mamona e milho (CUI et al., 2012; JIA et al., 2015; RINGSTED et al., 2016;
SOARES et al., 2016;).

De acordo com Peng et al. (2017) a técnica do NIR pode ser usada para analisar o conteido
dos principais componentes das sementes de milho, como proteinas, amidos e gorduras. Em
sementes de milho, a técnica do NIR foi utilizada na determinagao do contetido de 6leo, proteina e
amido (HILLIARD; DAYNARD, 1976) e estudos relacionados a dureza, densidade e
contaminagdes por microrganismos (SISKA; HURBURGH, 1996). Também foi utilizado na
selecdo de gendtipos de interesse comercial, como em aveia (SILVA et al., 2008), em ensaios de
competi¢cdo de cultivares visando a selecionar gen6tipos com maior conteudo de 6leo em girassol
(GRUNVALD et al., 2009), e na selecdo de populacdes de milho com maior teor de 6leo
(MITTELMANN et al., 2006).

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Pesquisa de Sementes do Departamento de
Fitotecnia da Universidade Federal de Vigcosa, em Vicosa, Minas Gerais. Foram utilizados
sementes de milho-doce, cinco lotes da cultivar Doce Cristal (BR-402) e cinco lotes da cultivar
Superdoce (BR-400), fornecidas pela Empresa Embrapa 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 caracterizacdo da

sua qualidade inicial.

3.1 Caracterizacio da qualidade inicial dos lotes
3.1.1 Determinacao do grau de umidade

Foi realizado pelo método de estufa a 105 + 3 °C, por um periodo de 24 horas, segundo as
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 25
sementes para cada lote e os resultados foram expressos em porcentagem média com base no peso

amido.
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3.1.2 Teste de germinacao

Realizado conforme as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009) com quatro
repeti¢des de 50 sementes dispostas sobre trés folhas de papel toalha germitest umedecido com a
quantidade de 4gua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. Apds a semeadura, confeccionou-
se rolos que foram mantidos em germinador a temperatura de 25°C. As avaliacdes foram realizadas
aos 4 e 7 dias apds a semeadura e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais

obtidas no sétimo dia.

3.1.3 Primeira contagem de germinacao

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

plantulas normais obtidas no quarto dia apds a semeadura (BRASIL, 2009).

3.1.4 Precocidade da emissao da raiz primaria

Para a conducdo desse teste foi utilizado quatro repeti¢des de 50 sementes, distribuidas em
folha de papel toalha germitest umedecido com a quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes o
peso do papel seco. E mantidos em germinador a temperatura de 25°C. Apds 66 horas, seguido as
regras da International Seed Testing Association (ISTA, 2020) indicada para milho foram
contabilizadas o nimero de plantulas que emitiram raiz primdria considerando 2 mm, e calculou-

se a porcentagem média.

3.1.5 Teste de frio

O teste foi realizado com quatro repeti¢des de 50 sementes e utilizou-se como substrato papel
germitest umedecido conforme descrito para o teste de germinacdo, no entanto, o substrato foi
mantido a temperatura de 10°C durante 24 horas, antes da semeadura. Em seguida, adicionou-se
40 mL de solo sobre as sementes que foram cobertas com mais uma folha de papel para confec¢ao
dos rolos. Os rolos confeccionados foram colocados em sacos plasticos e mantidos em camara tipo
BOD a 10 °C por um periodo de 7 dias. Apds esse periodo, removeu-se os sacos pldsticos e os
rolos foram transferidos para germinador a 25 °C por 4 dias e entdo procedeu-se a avaliagdo da

porcentagem de plantulas normais.

3.1.6 Emergéncia de plantulas
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Foram utilizadas quatro repeti¢des de 25 sementes e semeadas a 2,0 cm de profundidade em
bandejas plasticas contendo mistura de solo e areia na proporcao de 1:2, umedecido até atingir 60%
da capacidade de retencdo (BRASIL, 2009). O teste foi conduzido em camara de crescimento
vegetal e foram consideradas emergidas, as plantulas que se apresentaram com 2 mm acima da
superficie do substrato. A porcentagem de emergéncia foi calculada computando-se o total de

plantulas emergidas apds a completa estabilizacao do estande.

3.1.7 Indice de velocidade de emergéncia (IVE)

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

ao dltimo dia de duracdo do teste de emergéncia, conforme Maguire (1962).

3.1.8 Delineamento experimental e anadlise estatistica

Os testes foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com cinco
lotes para cada cultivar e quatro repeti¢des. 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 obtidos para cada cultivar foram submetidos a andlise de varincia 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).

3.2 Ensaio I - Adequacio do teste de envelhecimento acelerado para avaliacido do

potencial fisiolégico das sementes de milho-doce

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
conduzidos pelo método do gerbox de acordo com a metodologia descrita por Baalbaki et al. (2009)
e Marcos-Filho (2020).

3.2.1 Envelhecimento acelerado tradicional

Foi conduzido utilizando caixa plastica tipo gerbox, na qual 250 sementes foram distribuidas,

em camada uniforme, sobre a tela metélica acoplada, contendo 40 mL de 4gua destilada ao interior
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da caixa. As caixas foram tampadas de modo a obter 100% UR em seu interior, e mantidas em
camara tipo BOD a temperatura de 41 °C por periodos de 48, 72 e 96 horas. Apds esses periodos,
foi conduzido o teste de germinacdo com quatro repeticdes de 50 sementes, conforme descrito

anteriormente, obtendo-se a porcentagem de plantulas normais no quarto dia apds a semeadura.

3.2.2 Envelhecimento acelerado com solucao salina

Foi conduzido de forma similar ao envelhecimento acelerado tradicional, porém
adicionando-se, ao fundo da caixa gerbox, 40 mL de solucdo saturada de NaCl (40 g de NaCl/100
mL de 4gua), 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 48, 72 € 96 horas. Apds cada periodo, foram submetidas ao teste de germinacao, calculando-se
a porcentagem de plantulas normais no quarto dia apds a semeadura. Apds cada periodo de
envelhecimento acelerado, duas repeticoes de 25 sementes foram utilizadas para a determinacao
do grau de umidade conforme metodologia descrita para a caracteriza¢do inicial da qualidade dos

lotes.

3.2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O ensaio foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), analisado em
esquema fatorial 5 (lotes) x 3 (periodos de envelhecimento — 48, 72 e 96 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 variancia para significancia do teste F. As médias
dos fatores qualitativos foram comparadas para cada lote pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para todas as anélises, foi utilizado o software estatistico R 4.1.1. (R CORE TEAM,
2020).

3.3 Ensaio II - Adequacao do teste condutividade elétrica para avaliacdo do

potencial fisiologico das sementes de milho-doce

Foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Baalbaki et al. (2009) e Vieira e

Marcos-Filho (2020).
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Quatro repeti¢cdes de 50 sementes foram pesadas em balanca de precisdo 0,001 g, e em
seguida, as sementes de cada repeti¢do foram colocadas em copos plésticos contendo volume de
75 ml de dgua destilada. Os copos foram mantidos em incubadora BOD regulada a 25 °C por
periodos de 4, 8, 12, 16 e 24 e 48 horas. Ap6s cada periodo, os copos foram retirados da incubadora,
e os exsudatos agitados com um bastdo de vidro e a condutividade elétrica das soluc¢des de
embebicdo foi determinada em condutivimetro (Digimed modelo CD 21) devidamente calibrado.
Os resultados obtidos foram divididos pelo peso das sementes das respectivas repeticdes € o
resultado final expresso em uS/cm/g de sementes de acordo com a metodologia descrita por Vieira

e Krzyzanowski (1999) e pela AOSA (1983).

3.3.1 Delineamento experimental e analise estatistica

O teste foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), analisado em
esquema fatorial 5 (lotes) x 5 (periodos de embebicao —4, 8, 12, 24 e 48 h). Os dados serdo testados
quanto a distribui¢do normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias
pelo teste de Bartlett. Em seguidas, serdo submetidos a analise de varidncia. As médias dos fatores
qualitativos foram comparadas para cada lote pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, e o fator

quantitativo (periodos) serdo submetidos a andlise de regressao.

3.4 Ensaio III — Analise computadorizada de plantulas pelo software SAPL® para

avaliacio do potencial fisiologico das sementes

Foi realizado o teste de comprimento de plantulas com oito repeticdes de 10 sementes por
lote, das cultivares Milho Doce Cristal e Super Doce. As sementes foram distribuidas em uma linha
tragada no terco superior do papel de germinagdo, no sentido longitudinal e posicionadas de forma
que o hilo estivesse direcionado para a parte inferior do papel. Foram confeccionados rolos de
papel germitest e colocados verticalmente no germinador por periodos de trés, quatro, cinco e seis
dias a 25 °C. Ao final de cada periodo, as plantulas foram transferidas do papel de germinagdo para
uma base fotogrifica, 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, colocadas
numa caixa preta a fim de padronizacdo e melhorar a qualidade das imagens para serem

fotografadas.
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A aquisicdo de imagens foi feita por meio de fotografias, utilizando-se uma camera digital
Nikon, modelo Coolpix P510, configurada em 16 Megapixels, com 1/15 segundos de velocidade
de disparo do obturador e /3.3 de abertura do diafragma. A camera foi mantida a uma altura de 40
cm e angulacdo de 90° em relacdo a base fotogréfica, para isso foi utilizado um suporte do tipo
copy stand. A intensidade luminosa incidente sobre a base fotografica foi de 260 lux.

As imagens foram armazenadas e, posteriormente, inseridas no arquivo default selecionado
do software SAPLe instalado em notebook Samsung, Windows 10 Professional. Ao iniciar o
programa, apds a tela inicial, selecionou-se a espécie que seria analisada. Em seguida, preencheu-
se os valores minimos, determinados para a espécie, do comprimento da parte aérea e da raiz
primdria para uma plantula da espécie. Na sequéncia, foi realizado o preenchimento da contribui¢do
do valor de crescimento e uniformidade para o cdlculo do indice de vigor (70 e 30%,
respectivamente). Apds registro dos valores iniciais, ocorreu-se o carregamento € processamento
das imagens das plantulas por repeticdo e lote. Os resultados foram automaticamente salvos em um
arquivo do tipo Excel e arquivados na pasta correspondente ao lote analisado. O software forneceu

medi¢oes do comprimento da parte aérea (CPA), radicular (CR) e plantula inteira (CT).
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Figura 1. Aquisicdo das imagens fotogrificas e processamento por meio do software
SAPL®.

Posteriormente os valores de comprimento de plantulas obtidos pelo SAPL® foram inseridos
no pacote SeedCalc do software R (SILVA et al.,, 2019) gerando indices mais recentes de
uniformidade (CASTAN et al.,, 2018), crescimento (MEDEIROS et al., 2019) e vigor
(MEDEIROS; PEREIRA, 2018), conforme as féormulas abaixo:

(médiaCT

Xmax ) > 1000

Em que: IC, o indice de crescimento; média CT, a média do comprimento total de plantulas da

repeticao; X méx, a média do comprimento total de 5% das maiores plantulas do experimento.

; 50
[ 2= | ] =x1000- [:ia=eﬁ_,; X ( )]
Mioral

Em que: IU € o indice de uniformidade; Xi, o comprimento da plantula analisada; X, o

comprimento médio de plantulas do lote de sementes analisado; n, a varidvel ndmero de plantulas
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totais avaliadas; ndead, o nimero de sementes ndo germinadas ou mortas presentes no lote

avaliado; e ntotal, o nimero total de plantulas.

IV = (0,70 * C + 0,30 * U)

Em que: IV € o indice de vigor; C é o indice de crescimento e U € o indice de uniformidade
escolhido pelo usuério; 70 e 30 s@o pesos ajustaveis na férmula para o crescimento e uniformidade,

como valores referéncia.

3.5 Ensaio IV — Espectroscopia no infravermelho proximo — NIR e sua relacao

com o potencial fisiolégico das sementes

3.5.1 Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR

3.5.2 Aquisic¢ao dos espectros FT-NIR.

Neste ensaio, as sementes que foram submetidas a andlise do infravermelho préximo, foram
selecionadas aleatoriamente 100 sementes por lote, totalizando 600 sementes (6 lotes) por cultivar.
As sementes foram analisadas individualmente, com embrido para cima e posteriormente para
baixo, sendo duas repeti¢cdes técnicas. Foram depositadas em suporte com tamanho e formato
adequado para as sementes de milho doce. O suporte com a semente foi sobreposto com um cilindro
de ouro para que os feixes de luz ndo interferissem nos resultados espectrais. Os dados espectrais
de cada semente foram obtidos por meio de um espectrometro de transformada de Fourier — FT-
NIR (Thermo Scientific Antaris II). Os espectros de refletincia NIR foram expressos como log
(1/R), sendo o R arefletancia. Para cada semente foram coletados 3.112 pontos por espectro, dentro
de uma faixa de comprimento de onda que varia de 1000 a 2500 nm 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.

ApOs essas avaliacodes, as sementes foram submetidas ao teste padrao de germinagdo com
quatro repeticdes de 50 sementes cada, distribuidos em rolos de papel toalha (Germitest®)
umedecidos com agua destilada, na quantidade de 2,5 vezes o peso do papel seco. Apds a
semeadura, os rolos foram mantidos em germinador a temperatura de 25 °C. As avaliagcdes foram
realizadas no quarto e no sétimo dia apds a semeadura e os resultados foram expressos em
percentagem de plantulas normais, anormais € mortas (BRASIL, 2009).

3.5.3 Delineamento experimental e analise estatistica
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Para o teste de germinacdo, utilizou-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 variancia e as médias obtidas para cada lote foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Os dados espectrais foram submetidos a andlise de regressdo por
minimos quadrados parciais (PLS-DA) para extracdo dos componentes principais dos dados
espectrais e classificagdo de acordo com a variancia mais explicada. Apds o treinamento do modelo
PLS-DA, foi avaliada a influéncia dos preditores medindo a importincia das varidveis a partir de
pontuacdes derivadas dos coeficientes gerados pela PLS-DA para o modelo ideal de predicao. O
algoritmo extrai valores de covariancia entre as diferentes classes e os preditores sdo classificados
a partir dessas pontuagdes (KOSMOWSKI; WORKU, 2018). Assim, as classes de treinamento
foram: sementes de alto vigor (n=400), médio vigor (n=600) e baixo vigor (n=200), para ambas as
cultivares conforme os resultados do teste de germinacao.

Para a remocdo dos ruidos existentes nos espectros obtidos no FT-NIR, foi utilizado o
pacote “nira” (MEDEIROS, 2020) e fung¢des cooptadas do software R (R Core Team, 2020). Para
a validag@o do algoritmo, os espectros foram divididos de forma aleatéria para o treinamento (70%)
e teste/validacdo (30%) (KOSMOWSKI; WORKU, 2018). Foram testadas duas abordagens para
tratar os dados decorrentes dos espectros do treinamento e validacdo dos algoritmos, resultando na
formacdo de dois bancos de dados.

A composicdo do primeiro banco de dados baseou-se na formagdo de espectros apds a
aplicacdo do escalonamento automatico pela técnica de pré-processamento, onde foi empregada a
funcdo de escala embutida do software R. A composi¢do 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 andlise 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).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CULTIVAR DOCE CRISTAL (BR-402)
4.1.1 Caracterizacao da qualidade inicial dos lotes

O grau de umidade dos lotes de sementes de milho-doce variou de 11,2 a 13,0% (Tabela
1). A variacdo do grau de umidade das sementes dos diferentes lotes ndo deve ultrapassar 2 pontos
percentuais para que os resultados dos testes ndo sejam afetados por diferencas na atividade
metabolica, velocidade de umedecimento e de deterioracdo das sementes. Segundo Basso (2014),
sementes de milho-doce com graus de umidade semelhantes aos verificados tem sua qualidade
preservada, pois a atividade metabdlica € diminuida, evitando o desenvolvimento de
microrganismos € a deterioracao. Portanto, essas variacdes estdo dentro dos limites tolerdveis (2 a
3 pontos percentuais), ndo afetando o comportamento das sementes durante a conducao dos testes
e contribuindo para o alcance de resultados consistentes (MARCOS-FILHO, 2015).

Houve diferenca significativa entre os lotes com relacio a germinacao. O lote 2 apresentou
melhor resultado, mas nao diferindo do lote 4 e 5. O lote 3 teve menor germinagdo nao diferindo
do lote 1 (Tabela 1). Todos os lotes atingiram valores de germinacdo superiores a 70% que € o
padrao minimo estabelecido pela legislacdo para a comercializacdo de sementes de milho-doce
(BRASIL, 2013).

Ao avaliar a emissdo de raiz primdria, os lotes 2, 4 e 5 foram superiores aos lotes 1 e 3. Ja
pela primeira contagem de germinacao, observou-se que o lote 4 foi superior ao lote 1 (Tabela 1).
Segundo Marcos-Filho (2015), o surgimento da raiz primdria ndo € suficiente para avaliar se as
plantulas continuam a crescer normalmente e, por isso, a percentagem de germinacdo é geralmente
menor do que a porcentagem de sementes que desenvolvem raiz primdria. As plantulas normais e
anormais podem apresentar raiz primdria; no entanto, apenas as normais sao contadas na avaliagdao
da germinagdo. A emissao da radicula com 2 mm ap6s 84 horas a 20 °C ou 150 horas a 13 °C pode
ser utilizada como um método de avaliacdo do vigor para sementes de milho-doce. Trata-se de um
teste que precisa de menos tempo para ser concluido em comparacio com outros testes de vigor e
pode ser padronizado no futuro (LUO et al., 2015).

Ao se avaliar a primeira contagem de germinacdo que permite inferir sobre a velocidade de
germinagdo das sementes (KRZIZANOWSKI et al. 2020), verificou-se que as sementes do lote 4

germinaram mais rapido que as do lote 1, enquanto os demais lotes ndo diferiram
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significativamente destes dois lotes. O teste de frio tem sido um dos testes mais utilizados para
avaliar o vigor de sementes de milho. Neste teste, os lotes 2 e 4 tiveram, em geral, melhor

desempenho, sobretudo os lotes 1 e 3 (Tabela 1).

Tabela 1. Grau de umidade (GU), germina¢do (G), emissdo da raiz primaria (ERP), primeira
contagem de germinacdo (PC), teste de frio (TF), emergéncia (E) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) dos lotes de sementes milho-doce cv. Doce Cristal.

Lote GU G ERP PC TF E IVE
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (indice)
Doce Cristal
1 11,9 86 bc 91b 77b 83 bc 88 Db 5,36 b
2 11,2 93 a 98 a 80 ab 89 a 98 a 5,90 a
3 13,0 84 ¢ 88 b 78 ab 82 ¢ 87b 5,14b
4 12,8 92 ab 97 a 87 a 89 a 90 ab 5,42 ab
5 12,1 91 ab 97 a 85 ab 88 ab 91 ab 5,35b
F - 7,15% 19,72* 4,55% 8,01%* 4,52% 6,54%
CV (%) - 3,55 2,10 5,11 2,86 4,48 4,06

* ™ =gignificativo e ndo 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.

Os resultados de emergéncia de plantulas foram similares aos do teste de germinagdo, com
maiores valores para o lote 2 e menores para os lotes 1 e 3 (Tabela 1). Resultados semelhantes
quanto a classificacdo dos lotes foi observado para o IVE, apenas acrescentando o lote 5 junto aos
lotes de desempenho inferior (1 e 3).

Em sintese, pelos testes utilizados para a caracterizacdo da qualidade inicial das sementes,
verifica-se que o lote 2 esteve entre os de melhor potencial fisiol6gico na maioria dos testes
aplicados, sendo que o lote 4 também esteve nesta categoria pelos testes de frio, primeira contagem
e emissdo de raiz primaria. Por outro lado, o lote 3, de modo geral, foi 0 menos vigoroso e,

dependendo do teste igualou-se ao lote 1 (Tabela 1).

4.1.2 Ensaio I - Adequacao do teste de envelhecimento acelerado para avaliacao do

potencial fisiolégico das sementes de milho-doce

O teor de dgua das sementes submetidas ao envelhecimento pelo método tradicional (100%
UR) aumentou progressivamente com o aumento do periodo de envelhecimento, apresentando

valores entre 13,2% e 19,1 % ap6s 48 h e entre 23,3 % e 24,9 % ap6s 96 h. Ja com solucdo salina
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de NaCl (76% UR), o teor de d4gua das sementes foi menor variando entre 9,0% e 11,6% no periodo
de 48 h, entre 9,4% e 17,7% com 72 h e entre 11,4% e 16,5% com 96 h (Tabela 2). Assim, com
uso de solugdo saturada de NaCl (76% UR) houve menor absor¢do de dgua pelas sementes,
resultando em menor deterioracdo, o que pode ser comprovado pelos valores mais altos de
germinagdo apds o envelhecimento acelerado obtidos com a solucdo saturada em relagdo aos

valores quando se utilizou dgua (100% UR) (Tabela 3).

Tabela 2. Teor de dgua (%) obtidos apds os periodos de envelhecimento acelerado tradicional e
com solugdo saturada de NaCl em lotes de sementes de milho-doce cv. Doce Cristal.

Tradicional (100% UR) Soluc¢ao de NaCl (76% UR)

Lote ~ Umidade 48 72h 96 h 48 h 72 h 96 h

inicial (%) Doce Cristal

1 11,9 13,2 21,7 23,3 11,6 17,7 15,1
2 11,2 19,1 24,8 24,2 11,5 11,5 11,8
3 13,0 15,5 22,3 23,7 9,0 11,5 16,6
4 12,8 17,4 20,2 24.9 10,3 11,4 11,8
5 12,1 17,5 20,6 23,7 11,5 9,4 11,4

O envelhecimento acelerado pelo método tradicional (100% UR) por 48 h permitiu a
separagdo dos lotes em dois niveis de vigor, com maior vigor para os lotes 1, 2, 4 ¢ 5 e menor vigor
para o lote 3. Resultados semelhantes foram obtidos com 96 h, diferindo apenas com relagdo ao
lote 1 que neste tempo se igualou ao lote de pior desempenho (lote 3). No entanto, apds 72 h, foi
possivel maior diferenciacio entre os lotes, com maior vigor para o lote 4, mas ndo diferindo do
lote 5, e menor vigor para os lotes 1 e 3 com o lote 2 classificado como de médio vigor. Estes
resultados estdo coerentes com aqueles obtidos nos testes de frio e de emergéncia de plantulas
(Tabela 1).

Observa-se ainda valores mais baixos de germinacao apds o envelhecimento no periodo de
96 h em relacdo aos demais, demonstrando deterioracdo mais acentuada das sementes (Tabela 3).
Coimbra et al. (2009) avaliaram a eficiéncia do teste de envelhecimento acelerado em lotes de
milho-doce por periodos de 24, 48, 72 ¢ 96 h a 42 °C, e ndo obtiveram resultados eficientes.

Os resultados obtidos pelo método com solu¢do de NaCl (76% UR) por 48 e 72 h foram
semelhantes aos obtidos com o método tradicional por 96 h. Ou seja, foi possivel separar os lotes
em apenas dois niveis de vigor, sendo o lote 2, 4 e 5 superiores aos lotes 1 e 3 (Tabela 3). Com 96
h, houve maior estratificacdo dos lotes quanto ao vigor, a semelhanca do obtido pelo método

tradicional ap6s 72 h, com maior vigor para o lote 4 em relacdo aos lotes 1 e 3, sendo o lote 3
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classificado como de menor vigor, inferior ao lote 1. Nota-se ainda que as sementes do lote 4 ndo
diferiram estatisticamente daquelas dos lotes 2 e 5. Resultados semelhantes quanto a classificacao
dos lotes quanto ao vigor foram observados no teste de frio e no teste de emergéncia de plantulas
(Tabela 1).

Segundo Santos et al. (2002), o teste de envelhecimento acelerado passou a ser incluido em
programas de controle de qualidade conduzidos por empresas produtoras de sementes, pois, em

poucos dias, pode-se obter informacdes sobre o potencial de armazenamento dos lotes.

Tabela 3. Germinacdo (%) dos lotes de sementes de milho-doce cv. Doce Cristal, apds diferentes
tempos de envelhecimento acelerado a 41 °C pelo método tradicional (100% UR) e com solugdo
saturada de NaCl (76% UR).

Tradicional (100% UR) Solucgdo de NaCl (76% UR)
Lote 48 h 72h 96 h 48 h 72h 96 h
Doce Cristal
1 81 aA 54 cB 43 bB 69 bB 58 bA 62 bA
2 81 aB 61 bB 53 aB 83 aA 71 aA 65 abA
3 73 bA 51 cB 46 bB 72 bA 57 bA 56 cA
4 82 aB 66 aB 55 aB 84 aA 72 aA 68 aA
5 85 aA 63 abB 51 aB 82 aB 68 aA 66 abA
CV (%) 5,93

Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas na coluna, e letras maitsculas na linha,
comparando os métodos em cada tempo ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Observa-se que houve redugdo da germinag@o apds o envelhecimento com o aumento do
tempo de exposi¢do para todos os lotes em ambos os métodos estudados. No entanto, a redugdo se
deu de forma mais acentuada quando se utilizou o envelhecimento acelerado tradicional (100%
UR) (Figura 2A), onde maiores valores foram obtidos com 48 h e menores valores com 96 h para
todos os lotes. Isto é devido ao maior estresse e deterioracdo deste método em relacdo a conducdo

do teste com solucdo saturada (76% UR) (Figura 2B).
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Figura 2. Germinacdo dos lotes de sementes de milho-doce cv. Doce Cristal, apds o
envelhecimento acelerado tradicional (A) e em solucdo saturada de NaCl (B) por diferentes
periodos. Médias seguidas pelas mesmas letras, comparando periodo dentro de lote e métodos, ndao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

O uso de solucdo salina saturada no teste de envelhecimento acelerado tornou a hidratacao
das sementes de milho-doce mais lenta quando comparado ao método tradicional (100% UR)
devido a menor umidade relativa no interior das caixas plésticas (76% UR). Para o teste de
envelhecimento acelerado em sementes de milho, é recomendada a temperatura de 45 °C por 72 h,
pelo método tradicional (MARCOS-FILHO, 1999; AOSA, 2009). Contudo, para sementes de
milho-doce, pode ser interessante a redu¢do da UR para 76%, como estratégia para reduzir a
incidéncia de microrganismos durante o teste e também por se tratar de semente que € sensivel a
deterioracdo, em fung¢do da constituicio do seu endosperma, rico em sacarose. Este método
alternativo com menor UR, foi proposto por JIANHUA & McDONALD (1996) para sementes
pequenas, especialmente de hortalicas devido a absorcao de umidade ser mais acelerada, resultando
em rapida deterioracdo das sementes para algumas espécies. Essa alteracdo de metodologia
proporciona menor velocidade de hidratacdo das sementes, menor teor de dgua ao final do teste,
minimiza as variagdes de hidratacao das sementes e dos resultados, de forma a proporcionar maior
eficiéncia na avaliacdo do vigor (PANOBIANCO & MARCOS FILHO, 2001). No entanto, nossos
resultados indicam que a classificacdo de lotes mais coerente com os demais testes de vigor
empregados foi possivel quando se utilizou o método tradicional.

Pela andlise de componentes principais (PCA), foi possivel observar que os componentes 1

(PC1) e 2 (PC2) explicaram 92,8% da variabilidade total dos dados (Figura 3). Observa-se que os
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lotes 2, 5 e 4 se concentraram nos escores positivos do PC1 associados aos melhores desempenhos.
No entanto, os lotes 1 e 3 se localizaram nos escores negativos do PCI, distantes dos vetores
relacionados a qualidade fisioldgica, sendo lotes que apresentaram baixo potencial fisioldgico

conforme observado pelas varidveis de vigor.

IVE

PC2 (12,9%)

—2. 5 0.0 2.5
PCI (79,9%)

Figura 3. Anélise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacdo (G), emissao de raiz
primdria (ERP) primeira contagem de germinacdo (PC), teste de frio (TF), emergéncia (E), indice
de velocidade de emergéncia (IVE) e os diferentes procedimentos do teste de envelhecimento
acelerado realizados em sementes de milho-doce cv. Doce Cristal.

4.1.3 Ensaio II - Adequacio do teste condutividade elétrica para avaliacao do
potencial fisiolégico das sementes de milho-doce

O teste de condutividade elétrica avalia o grau de estruturacdo das membranas celulares em
decorréncia da deterioracdo das sementes, por meio da determinacdo da quantidade de ions
lixiviados em soluc@o de embebi¢cao (NEMOTO, 2021).

Nos periodos de 8, 12 e 16 horas foi possivel separar os lotes 2, 4 € 5 como superiores aos
lotes 1 e 3, resultados estes semelhantes aos obtidos com 4 h de embebigdo, onde o lote 3 nao
diferiu dos demais (Tabela 4). De acordo com Loeffler et al. (1988), quanto menos acentuadas

forem as diferencas de vigor entre os lotes, periodos de embebi¢do mais longos serdo necessarios
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para a sua diferenciac¢do. Borges (2016) observou que o teste de CE foi eficiente ao discriminar o
vigor de lotes de milho-doce. Foi possivel verificar a mesma diferenciagcdo de lotes tanto com 24
quanto em 48 horas, o que indica nao haver necessidade de esperar pelo dobro do tempo para obter
resultados consistentes (Tabela 4). Segundo Coimbra (2009), dentre os testes de vigor aplicados,
somente o de condutividade elétrica nos tempos de 6, 8 e 24 horas foi capaz de identificar diferenca

entre os lotes de sementes de milho-doce (sh2).

Tabela 4. Condutividade elétrica (uS.cm™.g™") de diferentes lotes de sementes de milho-doce cv.
Doce Cristal em diferentes periodos de embebigao.

Periodo de embebicio (h)
4 8 12 16 24 48
Doce Cristal

1 8,78 a 13,19 a 15,78 a 19,23 a 26,81 a 37,88 a
2 5,27b 7,20b 8,82 b 10,28 b 12,71 ¢ 18,82 ¢
3 7,80 ab 12,01 a 16,01 a 19,77 a 23,74 b 34,85b
4

5

Lote

5,24b 6,94 b 8,51b 9,95b 12,16 ¢ 17,04 ¢
5,53b 7,45b 9,11b 11,14 b 13,09 c 18,52 ¢
CV (%) 10,30
Meédias seguidas pelas mesmas letras, dentro de cada periodo de embebi¢do na coluna, ndo diferem
entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

As sementes de menor potencial fisiolégico liberam maior quantidade de lixiviados, como
consequéncia da menor estruturacdo e seletividade das membranas (VIEIRA; KRZYZANOWSKI,
2020). Quando a semente esta sadia e vigorosa, o sistema de membranas celulares estd organizado
e estruturado, ou seja, ha maior integridade do sistema de membranas, o que resulta na menor
liberacdo de lixiviados para a solugdo de embebigdo. Isso proporciona menor valor de
condutividade elétrica o que estd diretamente relacionado a maior qualidade fisiolégica
(AZEREDO et al., 2016; VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999).

Ao avaliar o desempenho dos cinco lotes de milho-doce nos diferentes periodos de
embebicdo, observa-se que houve aumento da condutividade elétrica com o aumento do periodo
de embebicdo (Figura 4). Os maiores valores foram obtidos para as sementes do lote 1 e 3, enquanto

os menores valores foram observados para as sementes dos lotes 2, 4 e 5.
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Figura 4. Condutividade elétrica de cinco lotes de sementes de milho-doce, cv. Doce Cristal
(A), ap6s embebigdo por 4, 8, 12, 16 e 24 horas em 75 mL de dgua destilada.
O teste de condutividade elétrica com sementes de milho-doce embebidas em 50 mL de
dgua a 20 °C por 24 h foi eficiente para avaliar o vigor das sementes (CHAUHAN et al., 2022).
Em sementes de milho pipoca, observou-se que o teste conduzido a temperatura de 35 °C por um
periodo de embebicdo de 48 h permitiu maior diferenciacao dos lotes (RIBEIRO et al., 2009).
Conforme j4 citado, quanto maior os valores de condutividade menor o vigor das sementes.
Esses resultados confirmam com os obtidos dos testes de caracterizagdo inicial (Tabela 1), na qual
as sementes da cv. Doce Cristal dos lotes 1 e 3 tiveram pior desempenho. No periodo de 24 h de
embebicdo, houve separacgao eficiente dos lotes quanto ao vigor, podendo ser observado pelo maior
valor de condutividade do lote 1, seguido do lote 3. Observando os resultados do teste de
envelhecimento acelerado em ambos os métodos, os lotes 2, 4 e 5 também estiveram entre os de
melhor potencial fisiolégico, como ocorreu no teste de condutividade em todos os periodos de
embebicao testados.
O desenvolvimento de estudos visando identificar valores de referéncia é muito importante,
pois permite estabelecer parametros associados ao nivel de vigor dos lotes de sementes,
comparacdo com resultados obtidos em outros testes e, consequentemente, estabelecimento de

padrdes a serem seguidos no controle interno de qualidade para programas em empresas produtoras

de sementes (PRADO et al., 2019).
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A partir da andlise de componentes principais (PCA) foi possivel explicar 98,2% da
variabilidade total dos dados (Figura 5). No quadrante 1, referente aos scores positivos do
componente 1 (PC1), se encontram os vetores relacionados a condutividade elétrica, apresentando
basicamente 0 mesmo tamanho e estdo relacionados com os lotes 1 e 3, que foram considerados
lotes de baixa qualidade fisioldgica. Isso pode ser explicado pelo fato de que lotes de menor
qualidade apresentam maiores valores de condutividade elétrica. Por outro lado, o lote 2 e os
vetores de IVE e emergéncia se encontram no quadrante negativo do PC1, que sdo vetores
importantes na classificacao dos lotes juntamente com germinagdo, emissdo da raiz primaria e
teste de frio. No quadrante 3, o vetor principal € referente a primeira contagem e esta relacionado

com os lotes 4 e 5 que também sdo lotes que apresentaram alto potencial fisiolégico.

PC1 (86,1%)

Figura 5. Anélise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacdo (G), emissao de raiz
primdria (ERP) primeira contagem de germinacao (PC), teste de frio (TF), emergéncia (E), indice
de velocidade de emergéncia (IVE) e os diferentes periodos do teste de condutividade elétrica
realizados em sementes de milho-doce cv. Doce Cristal.

4.1.4 Ensaio III — Analise computadorizada de plantulas pelo software SAPL® para

avaliacao do potencial fisiolégico das sementes
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Os dados obtidos na andlise computadorizada de plantulas pelo processamento de imagens
pelo software SAPL® se encontram na Tabela 5. Apenas no quinto dia de avaliagdo niao houve
diferenga significativa entre o comprimento da parte aérea (CPA) dos lotes. Com 3 dias, foi
possivel destacar o lote 1 com maior CPA, ndo diferindo dos lotes 2 e 5, e o lote 4 com o menor
CPA, ndo diferindo do lote 3. Ja no 4° dia o lote 4 que tinha menor comprimento de parte drea no
terceiro dia, j4 apresentou melhor desempenho juntamente com o lote 2 quando comparados aos
lotes 3 € 5, com menor CPA. Aos 6 dias, os resultados foram semelhantes aos obtidos com 4 dias,
quanto aos lotes com maior CPA (lotes 2 e 4) acrescentando-se o lote 5, com menores valores para
os lotes 1 e 3. Comparando estes resultados com os da Tabela 1, constata-se que houve similaridade
dos resultados para CPA obtidos aos quatro dias com os obtidos no teste de frio quando a
classificac@o dos lotes em niveis de vigor. Sena et al., (2015) avaliaram a qualidade fisioldgica de
sementes de milho e observaram diferencas significativas no comprimento da parte aérea entre as
variedades estudadas, o que admitiu uma classificagao em nivel de vigor adequada.

Os resultados obtidos aos 5 e 6 dias para o comprimento radicular (CR) e comprimento do
total de plantula (CT) foram semelhantes, obtendo-se apenas dois niveis de vigor, ou seja, os lotes
1 e 3 identificados como inferiores aos demais lotes. Estes resultados também foram observados
para o CR aos 3 dias. J4 o CT neste periodo permitiu uma separagdo mais nitida dos lotes, com
maiores valores para os lotes 2 € 5, que foram superiores aos lotes 1 e 3. Aos quatro dias apenas o
lote 3 foi inferior aos demais lotes para CR e CT (Tabela 5). Esta classificacdo foi similar a obtida
pelo teste de frio (Tabela 1), indicado como mais sensivel para detectar diferenca no vigor dos
lotes.

De modo geral, pelo CR, independente da época de avaliagc@o e pelos indices gerados aos
quatro, cinco e seis dias so foi possivel identificar dois niveis de vigor para os lotes testados. Ja
pelo CPA e CT, aos trés e quatro dias e pelo IV aos trés dias, houve uma separacdo mais detalhada
dos lotes quanto ao vigor, possibilitando identificar lotes de maior e menor vigor além de lotes de
médio vigor (Tabela 5).

De acordo com Nakagawa et al. (1999), a relacdo entre comprimento de plantulas e o vigor
das sementes permite uma avaliacdo mais coerente da qualidade fisiolégica do lote. Ja que
sementes vigorosas originam plantulas mais desenvolvidas, refletindo a acdo de mecanismos de

reparo, mobilizacdo de reservas e sinteses de novos tecidos durante a germinagdo

(KRZYZANOWSKI et al., 2020).
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A avaliagdo do vigor de lotes de sementes baseada na mensura¢do do comprimento de
plantulas € um procedimento simples que pode fornecer informag¢des valiosas sobre o potencial de
desempenho das plantulas em campo. Embora o teste de crescimento de plantulas seja
comprovadamente eficiente na identificacdo de diferencas de vigor entre lotes de sementes, sua
utilizacdo nos programas internos de controle de qualidade das empresas produtoras de sementes
ndo era uma realidade até o surgimento de métodos computadorizados de andlise de imagem de
plantulas (GOMES-JUNIOR, 2020).

Dias et al. (2015) também obtiveram resultados confidveis e compardveis aos obtidos em
testes tradicionais, quando utilizaram medidas de comprimento de raizes de plantulas de milho por
andlise de imagem. Pela andlise de imagens das plantulas de milho com trés dias de germinacao,
observou-se que o comprimento total permitiu estratificar os lotes em oito niveis de vigor (SILVA,
2020).

Em suma, nas avaliacdes de comprimento de plantulas pelo SAPL, observa-se que com trés
e cinco dias de germinacao foi possivel classificar os lotes em niveis de vigor ao se avaliar o CR e
CT. Ja com quatro e seis dias tanto o CPA como o CR e o CT classificaram os lotes quanto ao
vigor. No entanto, com seis dias ja € um tempo maior para fazer andlise e tomar decisdes para o
controle de qualidade, além das raizes seminais ja estarem grandes o que dificulta a leitura do

software, tendo que fazer a retirada delas.

Tabela 5. Resultados médios de comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular (CR),
comprimento total (CT), indice de uniformidade (IU), indice de crescimento (IC) e indice de vigor
(IV), obtidos pelo SAPL® na avaliagdo de cinco lotes de sementes de milho-doce, cv. Doce Cristal,
aos trés, quatro, cinco e seis dias.

Lote CPA CR CT IU IC v
(mm. plantula-) Indices
3 DIAS
1 6,07 a 33,14 b 43,09 ¢ 678,24b 3175,56b  2411,52 bc
2 5,88 ab 42,42 a 48,42a  775/75ab 3866,49a  2832,52 ab
3 5,59 bc 36,19b 44,43 bc 677,1b  3556,29 a 2258,99 ¢
4 5,44 ¢ 43,40 a 46,67ab  816,17a 378595a 2911,42 ab
5 5,82 ab 44,10 a 47,77 a 825,37a 3671,66a 3036,41 a
F 8,80%* 23,96%* 8,73% 10,31%* 14,4% 7,97*
CV (%) 2,89 5,02 3,31 5,99 3,94 8,85
4 DIAS
1 14,34 ab 73,69 a 89,54 a 692,34b 7046,11a 513999 a
2 15,55a 82,34 a 96,30a 761,66 ab 745747 a 5382,01a

3 11,59 ¢ 58,96 b 66,67b  683,54b 6007,71b 4226,98 b




4 1539 a 83,63 a 9696a  821,00a 7674.91a 5619,99a
5 12,63bc 80,37 a 9828a  824,08a 7420,30a 548749 a
F 13,18% 12,27% 36,34* 759%  8,17% 7,79%
CV (%) 6,89 7,65 4,9 647 65 7,71
5 DIAS
1 2480a  102,45b 12550b  624,11b  10289.8b  6563,82b
2 2541 a 125,50 a 152,042 77638b 1154542  8422.75a
3 22,72 a 100,17b 116,15b  663,51b 9158,6c  6611,88b
4 27,09 a 125,952 156,842 827,14a 11622,6a  8382.85a
5 24,88 a 131,48 a 159,982 829,59a 120963a 858991 a
F 1,49™ 18,72% 12,04%  1446% 22,65 16,54*
CV (%) 10,25 5,78 7,79 6,72 4,61 6,57
6 DIAS
1 3576b  123.88b 160,78b  587,29b 121452b 8373.87b
2 43,86 a 161,93a  20589a 8123a 14990.8a 107359a
3 3747ab  12842b 167,06b  58040b 119454b 853592b
4 4337 a 128,422  209,52a 841,12a 15097.8a 10820,8 a
5 43,76 a 169,32a  20994a 85645a 156459a 110069 a
F 6,87+ 28,18* 18,57  20,72%  13,50* 17,13%
CV (%) 7.3 5.43 5,97 833 69 6,44

* = 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.

Em geral, os resultados gerados para o indice de uniformidade (IU) permitiram separar os
lotes em dois niveis de vigor aos trés, quatro e cinco dias, sendo que aos cinco dias, o lote 2,
identificado pelos demais testes de avaliacdo da qualidade como de maior vigor, juntamente com
os lotes 4 e 5, foi agrupado juntamente com os lotes de pior desempenho 1 e 3. Alguns autores
apontam que o indice de uniformidade de desenvolvimento de plantulas deve ser levado em
consideragdo na avaliacdo dos lotes de sementes, pois pode fornecer informacdes uteis sobre o grau
de deterioracdo, potencial de crescimento inicial e uniformidade de emergéncia de plantulas
(LEAO-ARAUJO et al., 2019).

Com relacdo ao indice de crescimento (IC) (Tabela 5), apenas com cinco e seis dias foi
possivel separar os lotes quanto ao vigor, sendo os lotes 2, 4 € 5 os de maiores indice e os lotes 1 e
3 com os menores valores, classificagdo esta coerente com o CT e com os resultados dos demais
testes de avaliagcdo do potencial fisioldgico (Tabela 1). Segundo SAKO et al. (2001), os indices de
crescimento e uniformidade sdo calculados resultando em valores pelo 0 a 1000 que sdo
diretamente proporcionais ao vigor das sementes. A uniformidade de desenvolvimento € um

parametro avaliado pelo software, como base na comparagao do crescimento das plantulas com o
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maximo crescimento esperado para cada espécie durante o periodo de duracdo do teste. O
pardmetro uniformidade de desenvolvimento de plantulas foi eficiente para avaliar o vigor de
sementes de crambe (ARA(JJ Oetal., 2017).

De modo geral, pelo indice de vigor (IV) aos trés dias observa-se maior valor para o lote 5,
que embora ndo tenha diferido dos lotes 2 e 4, foi superior aos lotes 1 e 3. J4 aos quatro dias, foi
possivel constatar apenas a inferioridade do lote 3 em relagdo aos demais (Tabela 5). Os resultados
obtidos aos cinco e seis dias apds a semeadura foram similares desatacando-se os lotes 2, 4 ¢ 5
como superiores aos lotes 1 e 3, a semelhanga do que foi observado nos testes de avaliacdo da
qualidade inicial das sementes (Tabela 1). O indice de vigor estd relacionado a rapidez e
uniformidade de desenvolvimento das plantulas em relagdo ao maximo valor estimado para
plantulas com a idade pré-estabelecida na programacao do software (PEREIRA et al., 2020).

Em sintese, pode-se constatar que as sementes dos lotes 1 e 3 tiveram os menores valores
para a maioria das varidveis obtidas pelo SAPL (Tabela 5). Estes resultados sdo coerentes com 0s
obtidos na maioria dos testes utilizados para a caracteriza¢ao da qualidade inicial dos lotes (Tabela
1). Em sementes de milho-doce submetidas ao condicionamento fisiolégico, Gomes-Junior et al.
(2009) obtiveram resultados semelhantes entre o indice de vigor e a emergéncia de plantulas. O
baixo vigor dos lotes, segundo Schuch et al. (1999), condiciona o retardo dos processos
metabolicos, refletindo em menor nivel de desenvolvimento das plantulas. Assim, pode-se afirmar
que a aplicacdo de tecnologias baseadas em andlises de imagens de plantulas por meio do software
SAPL® ¢ eficiente na predi¢cdo do vigor de sementes de milho-doce, resultando em respostas
répidas e confidveis a partir do terceiro dia apds a semeadura. A avaliacdo de imagens de plantulas
digitalizadas permite diferenciar lotes em niveis de vigor, sendo um processo de andlise
relativamente rdpido e preciso (HOFFMASTER et al., 2003; MARCOS FILHO et al., 2009).

O SAPL® foi eficiente na classificacio de lotes de lentilha (LIMAO, 2022), soja
(MEDEIROS; PEREIRA, 2018), moringa (PEREIRA et al., 2020), grio-de-bico (ARAUJO et al.,
2021) quanto ao seu potencial fisioldgico no quarto dia apds a semeadura. Em sementes de milho,
Medeiros et al. (2019) observaram alta correlacdo entre as variaveis geradas pelo SAPL, aos trés e
cinco dias de germinacdo, e os valores nos testes tradicionais utilizados. Nao houve diferenga entre
a medi¢do de plantulas realizada de maneira manual e a automatizada, por meio de anélise de
imagens em sementes de milho. Deve-se considerar, contudo, que a andlise de imagem em

plantulas além de fornecer dados confidveis, comparados aos testes tradicionais de vigor, tem como
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grande vantagem a economia de tempo para a obten¢do dos resultados (MEDEIROS et al., 2018).
Gomes-Junior (2009), avaliando o potencial fisiolégico de sementes de milho-doce expostas as
injirias mecanicas utilizando andlise computadorizada de plantulas com o software (SVIS®),
obteve resultados eficientes pois identificou diferencas entre tratamentos nido observadas na
primeira contagem de germinagdo e nos testes de condutividade elétrica, de envelhecimento

acelerado e de frio.

Figura 6. Plantulas de milho-doce, cv. Doce Cristal, aos trés, quatro, cinco e seis dias apds
semeadura.
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4.1.5 Ensaio IV —Espectroscopia no infravermelho proximo — NIR e sua relacao
com o potencial fisiolégico das sementes

Espectroscopia no infravermelho préoximo — NIR

Os valores de germinagdo obtidos com as sementes submetidas a espectroscopia do FT-NIR
para validac@o da técnica mostram que houve diferenca significativa entre os lotes de sementes de
milho-doce. Os lotes 2 e 5 tiveram maior germinagdo que o lote 6, e ambos os lotes ndo diferiram
significativamente dos lotes 1, 3 e 4. Foram observadas, portanto, trés classes de lotes quanto ao
potencial fisiol6gico (Figura 7). Nesse estudo, foi realizado a caracteriza¢io dos lotes em relacdo
ao potencial fisiolégico pelo teste de germinacao, buscando associar estes resultados aos obtidos

por meio da espectroscopia no infravermelho proximo FT-NIR.
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Figura 7. Germinagdo de sementes de diferentes lotes de milho-doce cv. Doce Cristal. Médias
seguidas de letras minusculas distintas diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A Figura 8a ilustra os 1200 dados resultantes dos espectros brutos de absor¢@o obtidos pelo
FT NIR para os diferentes lotes de sementes de milho-doce, classificados quanto a porcentagem de
germinacdo. Apds o pré-processamento dos dados foram obtidos os espectros brutos e médios dos
seis lotes, respectivamente ilustrados nas Figuras 8a e 8b. Pode-se observar também o
comportamento dos espectros com a primeira derivada pelo filtro Savitzky-Golay (Figura 8c) bem

como a média dos espectros ap0s a aplicagdo da primeira derivada do Savitzky-Golay (Figura 8d).
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Figura 8. Espectros FT-NIR de diferentes lotes de sementes de milho-doce cv. Doce Cristal.
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).

Através da andlise de componentes principais (PCA) dos espectros pré-processados, foi
possivel explicar 96,7% das variacdes espectrais (Figura 9a), ndo sendo possivel observar diferenca
entre os lotes conforme as pontuagdes que compreendem a anélise de componentes principais, pois
ficaram sobrepostas e agrupados em um mesmo ponto. A PCA a partir da primeira derivada do
Savitzky-Golay (Figura 9b) explicou 49,7% das variagdes espectrais, também ndo sendo possivel
observar muito bem a diferenca entre os lotes estudados. Com isso, os resultados demostraram que
a PCA dos espectros NIR ndo foram eficientes ao ponto de identificar qualquer influéncia nas
diferentes classes de sementes quanto ao potencial fisiolégico. Mesmo assim, € importante saber
que outras transformacdes podem ser utilizadas para tentar obter informagdes que permitam

identificar diferengas entre os lotes nesta etapa de andlise exploratéria. Resultados semelhantes
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foram encontrados por (LIMAO, 2022) com sementes de lentilha e Ribeiro et al. (2020) em

sementes de grao-de-bico.
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Figura 9. Andlise de componentes principais usando os dados FT-NIR de sementes de diferentes
lotes de milho-doce cv. Doce Cristal. Dados dos espectros pré-processados (a) e espectros
transformados pela primeira derivada do Savitzky-Golay (b).

As absor¢des moleculares que ocorrem na espectroscopia NIR ndo sdo muito intensas,
podendo haver sobreposicoes, tornando as bandas largas com baixa sensibilidade. Assim, pode
haver certa dificuldade de interpretacdo dos espectros NIR, sendo necessdria a aplicacdo
complementar de métodos de estatistica multivariada para extrair as informacdes analiticas
(MAYRINCK, 2018). Para fazer a diferenciacdo das classes de sementes de milho doce dos
diferentes lotes de acordo com o potencial fisiolégico, foram desenvolvidos e comparados dois
modelos baseados em PLS-DA. A andlise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-DA)
¢ um método de classificagdo amplamente utilizado em ciéncias de alimentos (RODIONOVA E
POMER, 2020). E um método de classificacio linear que combina a discriminagdo de uma técnica
de classificagdo com as propriedades da regressao de minimos quadrados parciais (PLS), usando a
categoria de classificacdo como valor quimico para construir um modelo PLS (XIA et al., 2019).
Para fins de classificacdo de amostras, o método PLS-DA tem sido utilizado com sucesso a partir
de um modelo capaz de separar conjuntos em classes (MARQUETTI et al., 2015; MONFERRERE
et al., 2012).
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O primeiro modelo baseado nos dados espectrais, apds a aplicacdo da técnica de pré-
processamento de auto escalonamento, resultou em 3112 preditores de bandas padronizadas dos
espectros do infravermelho préximo, alcancando acuricia de 0,679 para o treinamento e 0,689 para
validacdo independente. Os espectros pré-processados mais o escalonamento resultaram em taxa
de acerto para as classes de sementes com alto, médio e baixo potencial fisiolégico de quase 100%,

tanto no treinamento como na validag¢do (Tabela 6).

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 milho-cv.
Doce Cristal.

Escalonamento Escalonamento
automatico automatico + Derivada de
primeira ordem

Classes Conjunto de Conjunto de Conjunto de Conjunto de
treinamento validagao Treinamento validagao
(n= 280, 420, 140) (n= 120, 180, 60) (n=280, 420, (n= 120, 180, 60)
140)
Acertos (Total) Acertos (total)

Alto vigor 279 (280) 119 (120) 279 (280) 119 (120)

Médio vigor 420 (420) 179 (180) 420 (420) 179 (180)
Baixo vigor 140 (140) 60 (60) 140 (140) 60 (60)
Acuricia 0.6794 0.6899 0.9166 0.824
Kappa 0.445 0.4598 0.8632 0.7066
Sensibilidade 0.6982 0.7022 0.9280 0.8414
Especificidade 0.7965 0.800 0.9509 0.8915

Observando o segundo, modelo que suavizou os espectros a partir da derivada de primeira
ordem pelo filtro Savitzky-Golay, na qual fez-se a correcao de espalhamento multiplicativo nestes
dados para tentar melhorar a performance do modelo, houve possibilidade de se obter melhores
resultados de acurédcia para o treinamento (0,916) e validagdo independente (0,824), quando
comparados aos obtidos com o modelo de escalonamento automatico. A porcentagem de acertos
para as trés classes de potencial fisiol6gico também foi alta (quase 100%), tanto para o conjunto
de treinamento como validacdo. Nesse modelo, outras métricas de avaliacdo que também sao
importantes tiveram adequados valores de Kappa, superiores a 85% para o conjunto de treinamento

e de 70% para validacdo. Além disto, obteve-se, sensibilidade de 92% e 84%, e especificidade de
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95% e 89% para treinamento e validacao, respectivamente (Tabela 6). Entao, é possivel confirmar
que o segundo modelo de classificagdao baseado em PLS-DA a partir da primeira derivada, se
mostrou mais eficiente para predizer as classes de potencial fisioldgico dos lotes de sementes de
milho-doce. Na avaliacio de desempenho dos modelos otimizados, temos os valores de
sensibilidade e especificidade, em que quando se obtém 1,00 em ambos os valores para um modelo,
esse € considerado como modelo perfeito (FORINA et al., 1991).

Apesar da ampla aplicabilidade da espectroscopia NIR, ela apresenta uma certa
complexidade dos dados gerados. Tornando-se necessério a constru¢cdo de modelos de calibracao,
que utilizam os espectros gerados e técnicas de referéncia. Essas técnicas podem ser baseadas em
métodos multivariados, provenientes da quimiometria. Integrando-se a espectroscopia e a
quimiometria, a estatistica pode ser associada aos dados quimicos, gerando dados importantes para
andlises diversas (MAYRINCK, 2018). Para a avaliacdo dos resultados obtidos, ¢ mais vidvel
utilizar métodos multivariados de andlise, mais conhecidos como métodos quimiométricos. Estes,
sdo provenientes de métodos matematicos e estatisticos aplicados com o intuito de se extrair
informagdes ndo triviais a partir de um conjunto de dados complexos (MARCO, 20009;
VALDERRAMA, 2009). Os dados espectrais geralmente contém ruidos causados por desvio do
instrumento e alteracdes do ambiente que ndo contribuem para andlise da propriedade especifica.
Corrigindo os dados dos espectros brutos através de métodos de pré-processamento pode melhorar
efetivamente a precisdo do modelo.

O espectro contém informacdo relacionada aos grupos funcionais, e estas absorcoes
apresentam-se com alto grau de sobreposicdo, havendo a necessidade da aplicacdo de métodos
quimiométricos para interpretacdo dos resultados (MA et al., 2017). Depois de se construir o
modelo de calibragdo, este deve ser validado. A valida¢do de um método analitico € realizada a fim
de se garantir uma metodologia exata, que possa ser reproduzida, comprovando que o método
proposto contempla as normas estabelecidas por agéncias reguladoras e 6rgios de fiscalizacdo
nacionais e internacionais (SANTOS, 2017).

Os primeiros dois componentes da segunda funcdo discriminante linear para os espectros FT-
NIR desenvolvidos apds a suavizagao da segunda derivada pelo filtro Savitzky-Golay explicaram
68,4% da variabilidade dos respectivos dados (Figura 10a). Os espectros suavizados pela primeira
derivada do filtro Savitzky-Golay, trazem mais confiabilidade aos resultados ao resolver problemas

de ruidos indesejados e sobreposi¢do de sinais. Além disso, permitem melhorar as propriedades do
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sinal e suprimir recursos espectrais indesejados que surgem devido a varia¢Oes indesejadas e
intrinsecas do instrumento e das amostras (RIBEIRO, 2020). Portanto, as analises multivariadas e
a aplicacdo de técnicas de pré-processamento ajudam na redugdo dos ruidos e eficiéncia na escolha
do modelo, extraindo assim resultados de classificacdo eficientes e precisos. Soares (2016),
utilizando a espectroscopia no infravermelho préximo aliado a quimiometria, avaliou a eficiéncia
de dois métodos de classificacdo, o SPA-LDA (Algoritmos das Projecdes Sucessivas associado
com o modelo de analise discriminante linear) e o PLS-DA, para classificacdo de sementes de
algoddo de quatro cultivares de alta qualidade genética. O autor obteve 96,91% de sementes
classificadas corretamente na primeira validagcdo. Para o método PLS-DA, pode-se notar resultados
melhores para os ajustes determinados no presente trabalho.

A Figura 10b mostra a matriz de confusdo em relaco a eficiéncia e viabilidade dos modelos
de classificacdo a partir de validagdo cruzada dos espectros FT-NIR por meio da primeira derivada
Savitzky-Golay. A matriz de confusdo mostra o quanto o modelo esta acertando ou errando e cada
linha da matriz representa as instincias em classe real, e a coluna representa as instancias em classe
prevista. A porcentagem de acertos para alto vigor foi de 80%, médio vigor 90% e baixo vigor

100%.
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Figura 10. Grifico de pontuacdo da andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) com os dois primeiros componentes discriminantes de sementes de milho-doce cv. Doce
Cristal, com base nos espectros FT-NIR transformados pela primeira derivada Savitzky-Golay, as
elipses mostram intervalos de confianga de 95% em cada classe de sementes (a), matriz de confusado
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das diferentes classes (b), boxplot dos 20 comprimentos de onda que mais contribuiram para o
desenvolvimento do modelo (c).

Na figura 10c, observa-se os comprimentos de onda que mais contribuiram para o
desenvolvimento do modelo de PLS-DA e o grau de importancia que cada comprimento tem para
classificagc@o do vigor das sementes, destacando-se a faixa de 1000 nm e 2275 nm (Fig. 8c).

A partir da penetracdo da radiagdo infravermelha na amostra, ocorre interagdo com as
ligacdes dos constituintes, essa interagdo possui caracteristicas de oscilacdo e frequéncia
especificas, assim pode ser medida nos modos de transmitancia/refletancia e posteriormente
associadas com grupos funcionais presentes nas moléculas, tais como liga¢des (C-H), (O-H), (S-
H) (N-H), que podem ser identificadas a partir de absor¢do molecular (PASQUINI, 2003;
GUIMARAES, 2016). As informagdes contidas na regifio entre 900 e 1.700 nm pode ser atribuida
a regido de primeiros sobretons das ligagdes C-H, N-H e O-H caracteristicas das moléculas de
acucares que compdem o amido e a fibra bruta, dcidos graxos e proteinas presentes nas sementes
de milho (OSBORNE; DOUGLAS,1981).

Na faixa espectral, o maior pico de absor¢do em torno de 1000 nm € devido ao segundo
sobretom de estiramento C-H e ao terceiro sobretom de estiramento N-H, representando os picos
de absor¢do de dgua e lipidio. O pico em torno de 1200 nm corresponde ao segundo sobretom do
alongamento C-H, que representa os picos de absor¢do caracteristicos de carboidratos e lipidios.
Isso indica que os dados espectrais coletados nas faixas espectrais contém ricas informagdes
relacionadas a composi¢do nutricional das sementes de milho (WANG, et al., 2022). Os picos de
1000 nm representam as ligacdes harmonicas 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).

Naregido de absorcao de 2275 e 2500 nm € a combinacdo de absor¢do de bandas vibracionais
O-H, C-H, N-H na qual sdo relacionadas com carboidratos e proteinas nas sementes. Diferencas
das bandas de combinagdo C-H também foram encontradas em comprimentos de onda de 2310 nm,
2330 nm e 2350 nm, em sementes de milho super doce, o FT-NIR mostrou-se eficiente para avaliar
arelacdo de carboidratos e proteinas na distingdo de sementes vidveis e ndo vidveis de milho super
doce (QIU et al., 2018). A técnica NIR pode ser usada para analisar o conteido dos principais
componentes das sementes de milho, como proteinas, amidos e lipidios (PENG et al., 2017). O

milho doce possui um alto teor de acticar solivel, varios aminodcidos, vitaminas, minerais e fibras
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alimentares e menor teor de amido (AZIZ et al., 2019; YANG et al., 2018) podendo esses
compostos serem associados com grupos funcionais presentes nas moléculas.

Com isso, evidencia que os espectros FT-NIR foram eficientes para detectar diferengas em
compostos quimicos presentes nas sementes de milho-doce, podendo ser uma alternativa para
classificar lotes quanto ao potencial fisiol6gico. Assim, verifica-se que a predicao e classificacdao
de sementes quanto ao potencial fisioldgico por meio da espectroscopia no infravermelho préximo
possibilita um avanco tecnoldgico importante para o setor sementeiro, pois permite obter resultados
de forma rdpida, ndo-destrutiva e precisa sobre o desempenho dos lotes de sementes.

Pang et al., (2020) empregaram técnicas de aprendizado e imagens hiperespectrais para
estimar a vitalidade das sementes de milho. No entanto, Morais (2018) ndo obteve éxito usando a
técnica NIR para a identificagdo de lotes de sementes de milho com diferentes niveis de qualidade
fisiolégica. Entretanto, a técnica de espectroscopia de infravermelho préximo foi rdpida e
promissora para distincdo de lotes de sementes de tabaco (BARBARA, 2016), permitiu predizer a
qualidade fisiologica de sementes de algodao (MAYRINCK, 2018), e juntamente com PLS-DA,
agrupou os lotes de sementes de braquidria com modelos super ajustados, com valores acima de
75% de acertos (SILVA, 2019). Cui et al., (2020) adotaram imagem hiperespectral e método de
regressao de dados multivariados para avaliar o vigor de sementes de milho-doce e Qiu et al.,
(2019) aplicaram a tecnologia NIR e quatro algoritmos de classificagdo em duas cultivares de milho
doce com objetivo de definir o modelo de classificacio adequado para ser incorporado em
mdquinas de classificagdo com intuito de selecionar sementes com alta pureza, os autores
obtiveram resultados satisfatdrios utilizando um método rapido, econdmico e ndo destrutivo para

garantir a pureza das sementes.

4.2 CULTIVAR SUPERDOCE (BR-400)
4.2.1 Caracterizacio da qualidade inicial dos lotes

N

Os resultados referentes a caracterizagdo inicial da qualidade fisiologica dos lotes se
encontram na Tabela 7. O grau de umidade inicial das sementes variou de 11,6 a 12,9%. Variacdes
de 3 a4 pontos percentuais entre as amostras sao consideradas tolerdveis e garantem a uniformidade
necessdria para a realizacdo dos testes de avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes

(MARCOS-FILHO, 2015).
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A germinacdo das sementes dos lotes 1 e 3 foi superior ao do lote 4. J4 os valores obtidos
para os lotes 2 e 5 ndo diferiram dos demais lotes (Tabela 7). O teste padrdo de germinacdo é
conduzido em condicdes ideais, maximizando o potencial fisiolégico das sementes. Porém, este
resultado nem sempre corresponde aos de emergéncia de plantulas em campo, onde as condi¢des
ambientais nem sempre sao favordveis (BHERING et al., 2000), indicando assim, a necessidade
de complementa¢do das informagdes sobre o potencial fisiolégico das sementes com a utilizacio
de testes de vigor (BARBIERI et al., 2012).

Pelo teste de precocidade de emissdo da raiz primdria, apenas o lote 4 foi inferior ao demais,
enquanto pela primeira contagem de germinacao nao foi possivel detectar diferencas significativas
entre os lotes, ou seja, ndo houve diferenga entre os lotes quanto a velocidade de germinacao.
Conforme comenta Krzyzanowski et al. (2020) esse teste baseia-se no principio de que as amostras
que apresentam maior porcentagem de plantulas normais na primeira contagem sao originadas de
sementes mais vigorosas, porque a germinacao € mais rapida. Ao se utilizar um teste de estresse
como o de frio, os lotes 1, 3 tiveram os melhores desempenhos em relacdo ao lote 4, que foi
identificado como o lote de menor vigor. O lote 5 ficou numa posicao intermedidria e o lote 2 ndo

diferiu nem do lote 5 e nem do pior lote (Tabela 7).

Tabela 7. Grau de umidade (GU), germinagdo (G), emissdo da raiz primaria (ERP), primeira
contagem de germinacdo (PC), teste de frio (TF), emergéncia (E) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) dos lotes de sementes de milho-doce cv. Superdoce.

Lote GU G ERP PC TF E ) IVE
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (indice)
Superdoce
1 11,6 97 a 98 a 84 a 90 a 98 a 6,04 a
2 12,0 92 ab 97 a 85a 82 bc 92 ab 5,57 ab
3 12,8 96 a 98 a 86 a 89 a 97 ab 5,96 a
4 12,5 88 b 93 b 83 a 78 ¢ 91b 5,37b
5 12,9 92 ab 99 a 82a 83b 95 ab 5,76 ab
F - 5,07* 8,45% 4,32" 17,77* 3,93* 5,89*
CV (%) - 3,22 1,53 4,90 2,92 3,30 3,92

* 18 = significativo e ndo 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.

Com relagdo a porcentagem de emergéncia de plantulas (E), apenas o lote 1 foi superior ao

lote 4, e ambos os lotes ndo diferiram dos demais (lotes 2, 3 e 5) que foram significativamente
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semelhantes entre si. Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE) os lotes 1 e 3 foram
superiores ao lote 4 e ndo diferiram entre os lotes 2 e 5 (Tabela 7).

Assim, de modo geral, foi possivel identificar os lotes 1 e 3 como superiores ao lote 4, ficando
os lotes 2 e 5 em posicdo intermedidria, principalmente pelos resultados do teste de germinacao,
de frio e IVE (Tabela 7).

As sementes de milho superdoce naturalmente possuem baixo potencial fisiolégico como
consequéncia de uma série de caracteristicas fisico-quimicas e fisioldgicas intrinsecas desta
espécie, destacadas na literatura (DOUGLAS et al., 1993; SILVA, 1994). Verifica-se que a
germinacdo das sementes de todos os lotes foi alta, variando de 88 a 97%, valores estes acima do
padrao minimo estabelecido para comercializagdo de sementes de milho superdoce no Brasil que
€ de 60% conforme Instrucdo Normativa n°. 45 - 17/09 (Brasil, 2013).

De modo geral, em todos os testes, verificou-se menor potencial fisioldgico para as sementes
do lote 4, exceto para o teste de primeira contagem em que nao houve diferenca significativa entre
os lotes. Verifica-se que o lote 1 esteve entre os de melhor desempenho fisiolégico em todos os
testes, seguido pelo lote 3. Houve algumas variagdes quando aos lotes de médio vigor, dependendo
do principio do teste (Tabela 7). Conforme comentado acima, cada teste tem como base um ou
mais aspectos relacionados ao desempenho das sementes, que pode ser, velocidade de germinagao,
crescimento de plantulas, tolerdncia a estresses, dentre outros. Desta forma, para uma avaliagdo
segura do vigor deve-se considerar a analise conjunta dos resultados de mais de um teste, ou seja,

pelo menos dois ou trés testes, segundo Marcos-Filho (2020).

4.2.2 Ensaio I - Adequacio do teste de envelhecimento acelerado para avaliacao

do potencial fisiolégico das sementes de milho superdoce

Na tabela 8 pode-se observar o teor de dgua das sementes de cada lote apds diferentes
periodos de envelhecimento acelerado pelo método tradicional e com solug¢do salina. Pelo método
tradicional (100% UR) ocorreu aumento do grau de umidade das sementes com o aumento do
periodo de envelhecimento, com maiores valores no periodo de 96 h (Tabela 8). Quando se
compara com o teor de d4gua das sementes apds o envelhecimento pelo método com solugdo salina
saturada, € possivel notar que os valores obtidos nos diferentes periodos foram inferiores ao método
tradicional, o que pode ser explicado pela menor umidade relativa de 76%. Este método foi

desenvolvido para sementes pequenas como hortalicas e ornamentais (JIANHUA E MCDONALD,
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1996), para que o processo de absor¢do de dgua pelas sementes durante o teste fosse mais lento,
resultando em deterioracdo menos acentuada com efeitos menos drésticos aos verificados pelo
método tradicional. E importante ressaltar que a umidade relativa e a temperatura sio os dois
principais fatores ambientais que afetam diretamente a deterioracdo das sementes (RAJJOU et al.,

2008).

Tabela 8: Teor de dgua (%) obtidos apds os periodos de envelhecimento acelerado tradicional e
com solugdo saturada de NaCl em lotes de sementes de milho-doce cv. Superdoce.

Tradicional (100% UR) Solucao de NaCl (76% UR)
Lote ~ Umidade  4gp 72h 96 h 48 h 72h 96 h
inicial (%) Superdoce

1 11,6 16,3 18,0 21,8 11,4 12,0 10,4
2 12,0 16,2 21,9 20,8 15,0 11,2 11,4
3 12,8 16,8 20,3 21,0 12,4 11,0 11,9
4 12,5 17,5 19,1 19,2 12,5 11,9 11,2
5 12,9 18,7 20,0 23,6 12,4 12,1 11,4

De modo geral, o envelhecimento acelerado pelo método tradicional (100% UR) por 48 e 72
h permitiu identificar os lotes 1 e 3 como superiores ao lote 4. Observa-se que os lotes 2 e 5
apresentaram-se como lotes de médio vigor. Ja com 96 h, os lotes 1 e 3 foram mais vigorosos que
os demais que ndo diferiram entre si (Tabela 9). Assim, pode-se observar que pelo método
tradicional a 42° C foi possivel a classificacdo mais nitida dos lotes quanto ao vigor nos periodos
de 48 e 72 h em relacdo ao de 96 h, conforme também observado para a cv. Doce Cristal (tabela

3).

Tabela 9. Germinacgdo (%) de lotes de sementes de milho-doce cv. Superdoce, apds diferentes
tempos de envelhecimento acelerado tradicional e com solugdo saturada de NaCl.

Lote Tradicional (100% UR) Solucdo de NaCl (76% UR)
48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h
Superdoce
1 81 aA 81 aA 68 aB 87 aA 86 aA 80 aA
2 75 abA 57 beB 52 bB 79 abA 83 aA 69 bA
3 82 aA 80 aA 67 aB 87 aA 85 aA 80 aA
4 64 cB 52¢cB 43 bB 77 bA 63 bA 66 bA
5 72 bcB 63 bB 52 bB 82 abA 81 aA 72 abA

CV (%) 7,06
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Médias seguidas pelas mesmas letras, mintisculas na coluna, e letras maidsculas na linha,
comparando os métodos em cada tempo nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Ao se relacionar estes resultados com os da Tabela 7, observa-se que houve coeréncia entre
os resultados de envelhecimento tradicional por 48 e 72 h com os obtidos nos testes de germinagao,
frio e emergéncia de plantulas, principalmente quanto aos melhores e piores lotes. Para milho-doce,
a temperatura de 45 °C pelo método tradicional por um periodo de 24 h possibilitou melhor
diferenciacdo dos lotes em diferentes niveis de qualidade (SANTOS et al., 2002). Contudo, trata-
se de uma temperatura relativamente alta e que pode contribuir para o desenvolvimento acelerado
de microrganismos no decorrer do teste, dificultando a interpretacdo dos resultados. Um dos
problemas que tém sido observados nestas sementes € a grande propensdo ao ataque de fungos.
Zucarelli et al. (2014), em estudo sobre classificacdo de sementes de milho superdoce BR-402 pelo
tamanho, observaram alta incidéncia de fungos, nas sementes principalmente apds o teste de
envelhecimento acelerado conduzido a 42°C e 100% UR por 72 h.

Pelo método alternativo com NaCl (76% UR) com 48 h, os lotes 1 e 3 foram identificados
como de maior vigor em relag@o ao lote 4, o de menor vigor (Tabela 9). Contudo, estes lotes ndo
diferiram dos lotes 2 e 5. Observa-se neste mesmo periodo no método com 100% UR que a
classificag@o dos lotes quanto ao vigor foi mais nitida. Com 72 h de envelhecimento néo se obteve
separa¢do adequada dos lotes quanto ao vigor, uma vez que os lotes 1, 2, 3 e 5 ndo diferiram entre
si e foram superiores ao lote 4. Também com 96 h, observou-se melhor desempenho para os lotes
1 e 3 em comparag@o com os lotes 2 e 4, enquanto o lote 5 ndo diferiu dos demais. Nos testes
empregados para caracterizacdo da qualidade inicial das sementes (Tabela 7), o lote 2 sempre
esteve em posi¢cdo intermedidria, se igualando tanto aos melhores como ao pior lote, mas nunca
isolado junto ao lote de pior desempenho. Assim, pode-se afirmar que o método alternativo para
sementes desta cultivar ndo se mostrou adequado para fornecer informacdes seguras sobre o vigor
dos lotes.

Pelo método de envelhecimento acelerado com solucdo salina saturada, onde a umidade
relativa € menor (76%) em relacdo ao método tradicional, o estresse € menor. Verifica-se, de modo
geral, que os valores de germinacdo apds o envelhecimento obtidos pelo método alternativo foram
maiores ou iguais aos obtidos com o método tradicional (Tabela 9), principalmente nos periodos

de 72 e 96 h. No teste com UR de 100%, apenas os valores obtidos para os lotes 1,2 ¢ 3 com 48 h
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e lotes 1 e 3 com 72 h nado foram inferiores aos obtidos com 76% UR (Tabela 9). Ao se comparar
os dois métodos de envelhecimento acelerado, é possivel observar que o envelhecimento com
solugdo salina saturada (76% UR) resultou em menor absorcao de dgua pelas sementes (Tabela 8),
o que refletiu em menor deterioracdo. Isso pode ser observado pelos maiores valores de germinagao
ap6s envelhecimento quando comparados com aqueles obtidos no envelhecimento acelerado
tradicional (100% UR).

Na figura 11, que compara os periodos de envelhecimento para cada lote e método, observa-
se, em geral, que menores valores foram obtidos no maior periodo, ou seja, 96 h para todos os lotes,
pelo método tradicional. J4 pelo método alternativo, nem sempre houve diferenca no vigor dos
lotes com o aumento do periodo de envelhecimento. Para os lotes 1 e 3, de melhor desempenho,

nao houve efeito dos periodos de envelhecimento.
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Figura 11. Germinacdo dos lotes de sementes de milho-doce cv. superdoce apds o envelhecimento
acelerado tradicional (A) e em solugdo saturada de NaCl (B) por diferentes periodos. Médias seguidas

pelas mesmas letras, comparando periodos dentro de lote e métodos, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

A maior sensibilidade das sementes de milho-doce devido a espessura do pericarpo e
composi¢do quimica, as torna mais suscetiveis ao estresse causado pelo tempo de exposicao,
favorecendo sua deterioracdao (MARINHO et al., 2021). Segundo Oliveira et al. (2007) os elevados
teores de acucares soliveis e baixo teor de reservas no endosperma das sementes de milho-doce,
associados a presenca de pericarpo tenro, contribui para que apresentem rdpida perda de
viabilidade, acarretando a baixa uniformidade na emergéncia de plantulas.

A andlise de componentes principais na Figura 12 explica 93,4% da variabilidade total dos

dados, e possibilita observar a separacdo dos lotes quanto ao vigor pelo teste de envelhecimento
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acelerado e relacionar o com os demais testes de vigor. Os lotes 1 e 3 localizados nos escores
positivos do PCI1 estdo correlacionados com os testes de vigor e germinacgdo, sendo estes
considerados os lotes de melhor desempenho fisiol6gico. Os lotes 2 e 5 foram considerados
intermedidrios e o lote 4, que estd mais distante dos vetores, é considerado o lote de qualidade

inferior aos demais.
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Figura 12. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacio (G), emissdo de
raiz priméria (ERP) primeira contagem de germinacao (PC), teste de frio (TF), emergéncia (E),
indice de velocidade de emergéncia (IVE) e os diferentes procedimentos do teste de
envelhecimento acelerado realizados em sementes de milho-doce cv. Superdoce.

4.2.3 Ensaio II - Adequacao do teste condutividade elétrica para avaliacao do

potencial fisiolégico das sementes de milho superdoce

Houve diferenca significativa entre a condutividade elétrica dos lotes em todos os periodos
de embebicdo. No periodo de 4 h, foi possivel identificar os lotes 1 e 3 como superiores aos lotes
2 e 4 (Tabela 10).

Nos periodos de 8, 12 e 16 h (Tabela 10), os resultados foram similares, com os lotes 2 e 4
ndo diferindo entre si apresentando valores de condutividade elétrica superiores aos demais lotes
indicando menor potencial fisiolégico e maior desestruturacdo das membranas celulares. No

periodo de 16 h destaca-se que os lotes 1 e 3 foram superiores ao lote 5, o que ndo havia sido
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constatado com 8 e 12 h. J4 apds 24 e 48 h de embebicdo, embora os resultados tenham sido
similares aos de 16 h, merece destaque a separagao dos lotes de pior desempenho, com o lote 4
sendo inferior ao lote 2, o que até entdo nao havia sido constatado nos demais periodos estudados.

Verifica-se que pelo teste de condutividade elétrica foi possivel classificar os lotes em niveis
de vigor, obtendo-se um nivel de estratificacdo ainda mais detalhado do que os obtidos nos testes
utilizados para a caracterizagdo da qualidade inicial dos lotes (Tabela 7), corroborando
especialmente os resultados dos testes de germinagao, teste de frio, emergéncia de plantulas e IVE,
principalmente quanto aos lotes de melhor e pior desempenho. Houve coeréncia também entre os
resultados de condutividade elétrica e os do teste de envelhecimento acelerado, principalmente

quando se utilizou o método tradicional (100% UR) por 72 h.

Tabela 10. Condutividade elétrica (uS.cm™.g!) de diferentes lotes de sementes de milho-doce
cv. Superdoce em diferentes periodos de embebicao.

Periodo de embebigdo (h)
4 8 12 16 24 48

Superdoce

1 11,73 ¢ 14,44 b 17,30 b 19,53 ¢ 23,74 d 27,45d
2 16,58 a 23,71 a 28,12 a 33,27 a 40,10 b 49,61 b
3 11,37 c 14910 16,49 b 18,67 c 22,26d 27,70d
4
5

Lote

15,39 ab 22,97 a 29,77 a 36,11 a 44,38 a 58,92 a
12,54 bc 16,48 b 18,38 b 26,76 b 30,74 ¢ 38,57 ¢
CV (%) 6,16
Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade.

Ainda na figura 13, observa-se que com o decorrer da embebicdo houve aumento da
condutividade elétrica de todos os lotes. Nos periodos iniciais de embebicdo, 4, 8 e 12 horas,
observa-se que houve um agrupamento dos lotes em praticamente dois niveis de vigor. O melhor
desempenho para os lotes 1 e 3 foi mantido em todos os periodos de avaliacdo. Contudo, com o
decorrer da embebicdo as diferengas entre os lotes foram ficando mais evidentes, especialmente
para os lotes de pior desempenho cuja lixiviacdo aumentou significativamente quando comparados
aos lotes mais vigorosos (1 e 3). Nota-se que a partir de 24 h a diferenca entre os lotes de menor
vigor foi mais nitida, indicando menor velocidade de reorganizacao do sistema de membranas para
as sementes do lote 4 em relacdo ao lote 2. Membranas mal estruturadas e desorganizadas estao
associadas ao processo de deterioragdo e, portanto, a maior lixiviagdo de exsudatos € verificada em

lotes de sementes de menor vigor (FERREIRA et al., 2016; VIEIRA e MARCOS-FILHO, 2020).
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A variabilidade na permeabilidade do envoltério das sementes de diferentes espécies ou
cultivares pode determinar que diferentes materiais possam ter picos de lixiviagao de eletrdlitos
apo6s diferentes periodos de embebicao. Por isto é importante conhecer o padrao de lixiviacdo ao
longo do tempo para se determinar a metodologia mais adequada para a conduc¢do do teste para
determinada espécie (VIEIRA E MARCOS-FILHO, 2020). A lixiviacdo é mais intensa no inicio
da embebicao pelo fato de sementes secas terem a membranas ainda desorganizadas e decresce
gradativamente a medida que a integridade e reorganizacdo vai sendo readquirida com a

embebicao.

Superdoce (BR-400)

w
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(2]
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CE (uS.cm-'.gh)
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N
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4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Periodo (horas)

== D1 (¥ =8.2173 + 0.8762x — 0.0099x> R?=0.9993)

== D2 (¥ =10.7396 + 1.6754x — 0.0181x> R2?=0.9983)
D3 (¥ = 8.9394 + 0.7246x — 0.0070x> R?=0.9967)
D4 (¥ = 7.9209 + 2.0423x — 0.0205x> R?=0.9988)

== D5 (¥ =6.6773 + 1.3535x — 0.0143x> R?>=0.9772)

Figura 13. Condutividade elétrica de diferentes lotes de sementes de milho-doce cv. Superdoce
(B), apds embebicgado por 4, 8, 12, 16 e 24 horas em de dgua destilada.

Conforme estabelecido pela ISTA (2011), o tempo recomendado para a condugao do teste de
condutividade elétrica para as sementes da maioria das espécies € 24 h. Contudo, estudos t€ém
indicado a possibilidade de se reduzir o tempo para a obtencao dos resultados mais rdpidos para
algumas espécies. Menezes et al. (2007) e Carvalho et al. (2009) verificaram a possibilidade da
reducgdo do periodo de embebic¢ao para 8 e 2 h, respectivamente, em sementes de aveia preta e soja.
A redugdo do periodo de embebicdo de sementes de soja para 4 € 8 h permitiu a identificacdo de
diferengas de vigor menos acentuadas entre os lotes. Para Dias e Marcos-Filho (1996) foi

necessario um periodo de 24 h para informacdes mais detalhadas sobre o nivel de vigor dos lotes.
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Especificamente em milho doce, Parera et al. (1995) indicaram a utilizacdo de volume de dgua de
25 ou 50 mL por um periodo de 24 h.

A partir da PCA € possivel notar pelos scores negativos do PC1 que os lotes 1 e 3 estdo
diretamente relacionados com as varidveis de germinagdo e vigor referentes a caracterizagdo inicial
dos lotes, sendo a disposicdo deles no mesmo quadrante desses vetores, e o lote 5 apresentou
desempenho intermedidrio. Entretanto, os lotes 2 e 4 encontram-se no sentido oposto, localizados
na mesma dire¢do dos vetores de condutividade elétrica situadas nos scores positivos do
componente 1 e distantes dos vetores relacionados a qualidade fisiolégica, indicando que sdo lotes

de qualidade inferior aos demais (Figura 14).

PC

PC2 (10,0%)

2 0 2 4
PCI (84,8%)

Figura 14. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacao (G), emissdo de
raiz primdria (ERP) primeira contagem de germinagdo (PC), teste de frio (TF), emergéncia (E),
indice de velocidade de emergéncia (IVE) e os diferentes periodos do teste de condutividade
elétrica realizados em sementes de milho-doce cv. Superdoce.

4.2.4 Ensaio IV — Analise computadorizada de plantulas pelo software SAPL®

para avaliacao do potencial fisiolégico das sementes

Os resultados obtidos na analise computadorizada de plantulas pelo software SAPL®

encontram-se na tabela 11. Houve diferenca significativa no comprimento da parte aérea (CPA)
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das plantulas dos diferentes lotes a partir do terceiro dia de germinacdo, destacando o lote 1 com
maior CPA, mas nio diferindo do lote 5. O lote 3 teve menor CPA, nfo diferindo dos lotes 2 e 4.
Aos trés dias ap6s a semeadura, houve diferenga entre os lotes para todas as varidveis analisadas,
exceto para o indice de uniformidade (IU). Contudo, ao se comparar estes resultados de CPA, CR,
CT, IC e IV com os dos demais testes de avaliacdo da qualidade fisioldgica (Tabela 7), verifica-se
que houve coeréncia apenas com relacao ao lote 1, com melhor desempenho, sendo que o lote 3
também identificado nestes testes como significativamente igual ao lote 1, pelo SAPL foi similar
ao lote 4, identificado como de pior desempenho.

Com quatro dias, os resultados para CPA foram semelhantes aos obtidos aos 3 dias, com
pequenas variacoes. J4 o CR e CT destacaram apenas o lote 1 como superior aos demais que nao
diferiram entre si (Tabela 11).

Para o CR no quinto dia os lotes 2 e 4 tiveram valores inferiores comparado aos demais
(Tabela 11). Essa classificagdo foi similar a obtida pelo teste de germinacgdo e teste de frio (Tabela

7).

Tabela 11. Resultados médios de comprimento de parte aérea (CPA), comprimento radicular (CR),
comprimento total (CT), indice de uniformidade (IU), indice de crescimento (IC) e indice de vigor
(IV), obtidos pelo SAPL® na avaliagdo de cinco lotes de sementes de milho-doce cv. Superdoce,
aos trés, quatro, cinco e seis dias.

Lote CPA CR CT IU IC v
(mm.plantula+) Indices
3 DIAS

1 8,98 a 53,02 a 62,02 a 809,66 a 5108,2 a 38123 a
2 7,37 bc 50,23 ab 57,26 ab  835,68a  4598,8ab  3461.5 ab
3 7,07 ¢ 48,38 ab 55,46 b 787,35a  4425,5ab  3334.0 ab
4 7,54 bc 45,84 b 55,18 b 765,47 a 4362,9b 3169.5b
5 8,31 ab 48,39 ab 5722ab  827,52a 4499,1ab 33949 ab
F 11,01* 3,17* 4,89% 2,13™ 3,47* 3.51%

CV (%) 5,97 6,07 4,32 4,92 6,95 7.37

4 DIAS

1 22,88 a 105,02 a 128,52a 854,40 a 8898,2 a 7219,9 a
2 21,08 ab 88,16 b 108,66 b 821,74 ab 8250,8 abc 57924 bc
3 16,72 ¢ 91,97 b 112,27b  787,02ab  8627,4 ab 6353,3b
4 19,16 bc 85,67 b 104,58 b 766,03 b 75847 ¢ 5605,5 ¢
5 17,79 be 88,38 b 112,28b 806,48 ab  7859,6 bc 5734,1 ¢

F 10,30* 11,83* 6,22% 3,85% 5,98 25,33%*
CV (%) 7,93 4,88 6,44 4,25 5,33 4,32
5 DIAS

1 45,50 a 146,55 a 185,66 a 834,28a  13645,6 a 9802,2 a
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2 38,35b 127,61 b 164,09b 792,28 a  11850,6 b 8752,7b
3 32,68b 129,28 ab 161,96b 801,18a  119624b  8829,4 ab
4 33,05b 123,00 b 154,76 b  790,13a  11388,2b 8381,7b
5 35,39b 130,43 ab 165,03b  792,56a 120854 ab  8697,5b
F 14,69* 4,65% 6,10* 0,448™ 4,98%* 5,73*%
CV (%) 7,43 6,31 5,62 6,88 6,3 5,03
6 DIAS
1 66,67 a 168,62 a 23530a 863,50a 158434 a 11591,1 a
2 62,75 a 162,08 a 22191a 830,61ab 151859a 105455b
3 53,97b 168,17 a 223,71a 85529ab  15692,0a 116243 a
4 53,73 b 149,06 a 204,88a  806,68b  13953,5a 10393,0b
5 53,74 b 162,29 a 2186 a 831,17ab 15170,3a 11023,3 ab
F 12,29% 2,79™ 2,99™ 3,35% 2,87" 12,3%
CV (%) 6,01 5,83 5.72 2,94 5,78 2,96

* = 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.

Os resultados obtidos para o indice de uniformidade (IU) no terceiro e quinto dia ndo
diferiram entre si. Resultados semelhantes também foram encontrados por Medeiros e Pereira
(2018), em que apenas o indice de uniformidade fornecido pelo SAPL® ndo foi eficaz em
discriminar o vigor dos lotes de sementes de milho nem em reproduzir a ordem de classificacao
dos testes tradicionais utilizados na caracterizagdo dos lotes, em que mantiveram uma taxa de
crescimento uniforme dentro de um mesmo lote, o que pode ter levado a um baixo desempenho
discriminatorio pelo indice de uniformidade. Pinto et al. (2015) observaram que o indice de
uniformidade calculado pelo software SAS® também ndo forneceu resultados satisfatdrios para a
classificacdo da qualidade fisiolégica de sementes de milho.

No entanto, aos 4 e 6 dias apds a semeadura o IU permitiu identificar o melhor desempenho
o lote 1, mas ndo diferindo dos lotes 2, 3 e 5 e menor indice para o lote 4 (Tabela 11). Os resultados
obtidos para IC e IV foram semelhantes aos obtidos aos 3 dias (Tabela 11). Esses resultados, de
modo geral, foram semelhantes a classificacdo pelos caracterizacdo inicial dos lotes, que
identificaram os lotes 1 e 4 como os de maior vigor e menor vigor, respectivamente (Tabela 7).

Em sintese, pode-se afirmar que houve variacdo entre os parametros fornecidos pelo SAPL
principalmente com relacdo aos lotes de médio vigor. Em geral, foi possivel identificar o lote 1
como de melhor desempenho, ndo diferindo do lote 3, e lote 4 com pior desempenho, embora
muitas vezes ndo diferindo do lote 5, principalmente pelo CR, IC e IV aos 3 dias, IU, IC e IV aos

4 dias, CR e IC aos 5 dias e IU e IV aos 6 dias. Esta classificacdo que também foi observada nos
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testes empregados para avaliacdo da qualidade fisioldgica inicial dos lotes (Tabela 7),
especialmente nos testes de emergéncia e IVE. Os resultados obtidos pelo SAPL para esta cultivar
nao foram tao nitidos como os obtidos para a cv. Doce Cristal (Tabela 5).

O aprimoramento dos testes de vigor e a possibilidade de novos recursos computacionais
para avaliacdo eficiente do potencial fisiol6gico das sementes tem despertado grande interesse da
pesquisa e dos tecnologistas de sementes. Técnicas de andlise de imagens associadas a testes de
vigor de sementes aparecem como um importante e potencial método a ser utilizado, oferecendo
maior eficiéncia ao processo de avaliacdo envolvido (MEDEIROS et al., 2019). A automatizacao
dessas andlises traz significativas contribui¢des, € € um caminho promissor para a drea de
tecnologia de sementes. Além disso, o uso do SAPL® ainda possui muitas vantagens, como maior
confiabilidade, maior rapidez na obtencao dos resultados, menos subjetividade, menor custo, além

da possibilidade de arquivar imagens para andlise posterior.
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Figura 15. Plantulas de milho-doce, cv. Superdoce, aos trés, quatro, cinco e seis dias apds
semeadura.
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4.2.5 Ensaio IV — Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR e sua relacao

com o potencial fisiolégico das sementes

Espectroscopia no infravermelho préoximo — NIR

Os valores de germinagdo obtidos com as sementes submetidas a espectroscopia do FT-NIR
mostram que houve diferenca significativa entre os lotes de sementes de milho-doce Superdoce cv.
BR-400. Os lotes 1 e 3 tiveram maiores valores de germinagdo, mas nao diferindo significamente
dos lotes 2 e 5. O lote 4 apresentou valor de germinacdo intermedidrio e o lote 6 foi inferior aos
demais, sendo o unico lote que ficou com percentagem minima inferior a 60% de germinacao para

comercializacdo de milho Superdoce no Brasil. (Figura 16).
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Figura 16. Germina¢do de sementes de diferentes lotes de milho-doce cv. Superdoce. Médias
seguidas de letras mintusculas distintas diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Muitos estudos t€m utilizado métodos espectroscopicos para avaliacio do potencial
fisiologico de sementes. JIA et al. (2016), utilizou o NIR para diferenciar sementes de milho
danificados por geadas e sementes ndo vidveis obtendo resultados eficientes. As pesquisas na area
de sementes vém trazendo resultados satisfatérios em avaliacdo da qualidade, como em soja,
algoddo, café e milho (BAZONI et al., 2017; GAITAN et al., 2008; GUIMARAES, 2016;
AMBROSE et al., 2016).
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A Figura 17a ilustra os 1200 dados resultantes dos espectros brutos de absorcao obtidos pelo
FT NIR ap6s o pré-processamento dos diferentes lotes de sementes da cv. Superdoce classificados
quanto a percentagem de germinacdo. E os espectros médios dos seis lotes, respectivamente (Figura
17a e 17b). Tem-se também o comportamento dos espectros com a primeira derivada pelo filtro
Savitzky-Golay (Figura 17c) bem como a média dos espectros apds a aplicagdo da primeira

derivada do Savitzky-Golay (Figura 17d).
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Figura 17. Espectros FT-NIR de diferentes lotes de sementes de milho-doce cv. superdoce.
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).

A andlise de componentes principais (PCA) dos espectros pré-processados explicaram 94,4 %
das variagdes espectrais. A PCA a partir da primeira derivada do Savitzky-Golay explica 48,1%
das variacOes espectrais, ndo sendo possivel observar diferenca entre os lotes conforme as

pontuagdes que compreendem a analise de componentes principais (Figura 18). Ou seja, ndo foi
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possivel observar distingao entre os lotes estudados, conforme também ocorreu para a cultivar Doce

Cristal (Figura 9).
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Figura 18. Andlise de componentes principais usando os dados FT-NIR de sementes de diferentes
lotes de milho-doce cv. Superdoce. Dados dos espectros pré-processados (a) e espectros
transformados pela primeira derivada do Savitzky-Golay (b).

A espectroscopia no infravermelho préximo possibilita um avango tecnolégico de predi¢ao
e classificacdo de sementes quanto ao seu potencial de forma eficiente, rdpida e ndo-destrutiva.
Além disso, instrumentos com foco em espectroscopia no infravermelho préximo permitem obter
informacdes sobre a composi¢ao quimica de sementes e graos (RIBEIRO et al., 2020).

Entdo para classificar as sementes da cv. Superdoce dos diferentes lotes de acordo com o seu
potencial fisioldgico e fazer sua diferenciacdo, também foram desenvolvidos e comparados dois
modelos baseados em PLS-DA. O primeiro modelo baseado nos dados espectrais pré-processados
e escalonamento automaético, resultou em 3112 preditores de bandas padronizadas dos espectros do
infravermelho préximo, alcancando-se acurdcia de 0.7214 e 0.6964 para o treinamento e validagdo
independente, respectivamente. Os espectros pré-processados mais o escalonamento resultaram em
taxa de acerto para as classes de sementes com quase 100% para sementes de alto, médio e baixo

potencial fisioldgico, tanto no treinamento como na validacdo (Tabela 12).
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Tabela 12. 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 milho-doce
cv. Superdoce.

Escalonamento Derivada de primeira
automatico ordem +
escalonamento
automatico
Classes Conjunto de Conjunto de Conjunto de Conjunto de
treinamento validacao Treinamento validacao
(n= 280, 420, 140) (n= 120, (n= 280, 420, (n= 120, 180, 60)
180, 60) 140)
Acertos (Total) Acertos (Total)
Alto vigor 280 (280) 120 (120) 280 (280) 119 (120)
Médio vigor 420 (420) 179 (180) 420 (420) 179 (180)
Baixo vigor 140 (140) 60 (60) 140 (140) 60 (60)
Acurécia 0.7214 0.6964 0.8869 0.8078
Kappa 0.5328 0.4903 0.8149 0.6827
Sensibilidade 0.7527 0.7292 0.9055 0.8330
Especificidade 0.8301 0.8154 0.9339 0.8853

No segundo modelo, suavizando os espectros a partir da derivada de primeira ordem pelo
filtro Savitzky-Golay, foram obtidos melhores resultados de acuricia para o treinamento (0,886) e
validacdo independente (0,807) quando comparados aos obtidos com o modelo dos dados pré-
processados mais escalonamento. Nesse modelo, a classe de sementes de alto, médio e baixo
potencial fisiolégico resultou em taxa de acerto de 100% para treinamento. Para validagao, a classe
de alto potencial fisioldgico atingiu 100% de acertos e para médio e baixo potencial fisiolégico
quase 100% (Tabela 12).

No presente estudo, também foram obtidos resultados importantes acerca da confiabilidade
e precisao dos modelos testados baseados no coeficiente Kappa. O primeiro modelo resultou nos
menores coeficientes para o treinamento (0,5328) e validacdo independente (0,4903). No entanto,
apos a aplicagdo do segundo modelo, observamos resultados melhores sobre a aplicacdo da técnica,
com coeficientes Kappa de 0,8149, 0,6827 para o treinamento e validagdo independente,
respectivamente. Outras métricas de avaliacdo que também s@o consideradas importantes como
sensibilidade e especificidade alcancou valores acima de 90% para conjunto de treinamento e

valores acima de 80% para validacdo, respectivamente. Nesse sentido, foi possivel confirmar o
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emprego do modelo de classificacdo de PLS-DA a partir da primeira derivada como o mais
eficiente para predizer a classificagdo do potencial fisiolégico de sementes de milho-doce cv.
Superdoce (Tabela 12).

Como ja citado no item 4.1.5, os espectros obtidos no infravermelho podem apresentar
problemas de deformacgdo da linha de base, variacdes no caminho Optico, ruidos, entre outros.
Dessa forma, os pré-processamentos sao aplicados para melhorar a efici€ncia dos modelos
multivariados (BARBARA, 2016). A utiliza¢ao de dados multivariados pode reduzir a quantidade
de ruidos, dando maior precisdo aos métodos e permitindo a determinacao simultanea de vérias
caracteristicas de uma amostra com um unico sinal multivariado (KUMAR et al., 2014).
Construindo o modelo, este pode ser aplicado a conjuntos de amostras, determinando alguma
propriedade de interesse e posteriormente ser validado.

Os primeiros dois componentes da segunda funcdo discriminante linear para os espectros FT-
NIR desenvolvidos apds a suavizacdo da segunda derivada pelo filtro Savitzky-Golay explicaram
64,1% da variabilidade dos respectivos dados (Figura 19a). A matriz de confusdo em relagdo a
eficiéncia e viabilidade dos modelos de classificacdo a partir de validacio cruzada dos espectros
FT-NIR por meio da primeira derivada Savitzky-Golay, mostrou 6timas predi¢des para as classes
de sementes de alto vigor com 70%, médio vigor 80%, e baixo vigor 100% (Figura 19b). Dentre
os comprimentos de onda que mais contribuiram para o desenvolvimento do modelo de PLS-DA
e o grau de importancia que cada comprimento tem para classificagdo do potencial fisioldgico das

sementes, destacam-se a faixa de 1000 nm, 1100, 2000 e 2275 nm (Figura 19c¢).
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Figura 19. Gréfico de pontuacdo da andlise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-
DA) com os dois primeiros componentes discriminantes de sementes de milho-doce cv. Superdoce
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 confusio das
diferentes classes (b), boxplot dos 20 comprimentos de onda que mais contribuiram para o
desenvolvimento do modelo (c).

A regido de comprimento de onda de 1000-1300 nm nos espectros de refletancia NIR mostra
uma tnica absor¢do centrada em aproximadamente 1200 nm, que € o segundo sobretom da banda
de vibracdo do grupo funcional C-H. Além disso, a regido de absorc¢do entre 2000 nm e 2275 nm é
a combinacdo de absor¢do da banda vibracional de -NH, -OH, -CH e grupos funcionais
semelhantes. Vérios pontos caracteristicos foram observados na regido de maior comprimento de
onda, que notadamente representa compostos como carboidratos e proteinas, as duas fracdes mais
prevalentes em sementes de milho superdoce. Esse resultado pode ser porque os carboidratos,
incluindo agucar, amido e celulose, representam cerca de dois tercos do grao de milho superdoce
em peso e, portanto, as alteracdes nesses compostos podem ser mais facilmente detectaveis (QIU
et al., 2018).

Com isso, evidencia-se que os espectros FT-NIR também foram eficientes para detectar

diferengcas em compostos quimicos presentes nas sementes da cv. Superdoce, conforme ja
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comentado para a cv. Doce Cristal, sendo uma alternativa para classificacao de lotes de sementes

quanto ao seu potencial fisiolégico.
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5. CONCLUSOES

Os testes de envelhecimento acelerado, condutividade elétrica foram eficientes para
classificar os lotes de milho-doce de ambas as cultivares em niveis de vigor;

Para o teste de envelhecimento acelerado, recomenda-se a utilizagao de 41 °C e 100% UR
por 72 horas;

Pelo teste de condutividade elétrica, é possivel detectar diferengas entre os lotes de maior e
menor vigor com 4 horas de embebicao. Contudo, o periodo de 24 horas foi o mais eficiente para
classificar os lotes em diferentes niveis de vigor.

O comprimento total das plantulas, da raiz primdria e os indices de vigor determinados aos
3 e 4 dias ap6s a semeadura pelo SAPL® permitiram separar os lotes da cv. Doce Cristal quanto ao
vigor.

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
milho doce com cerca de 91% de acurécia, principalmente quando submetidos a primeira derivada

pelo filtro Savitzy-Golay.
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