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RESUMO

PEREIRA, Wander Douglas, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2022. Alteracoes
fisiologicas e bioquimicas em lotes de soja com sementes esverdeadas sob diferentes
condicoes de armazenamento. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadora: Denise
Cunha Fernandes dos Santos Dias.

Um dos principais entraves a producdo de sementes de soja de alta qualidade € a presenca de
sementes esverdeadas nos lotes, uma vez que apresentam baixa qualidade fisioldgica e baixo
potencial de armazenamento. Assim, é fundamental o estabelecimento de condi¢des mais
adequadas de armazenamento visando a manutencdo da qualidade fisiolégica de lotes contendo
sementes esverdeadas. O objetivo do trabalho foi investigar os efeitos de diferentes embalagens
e ambientes de armazenamento na manutencao da qualidade de lotes de sementes de soja com
diferentes propor¢des de sementes esverdeadas. Foram utilizadas sementes de trés cultivares de
soja, cada uma com trés lotes com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas. Cultivar
“A”, com 8, 21 e 40% de sementes esverdeadas; cultivar “B” com &, 11 € 21% de sementes
esverdeadas; e cultivar “C”, com 2, 8 e 12% de sementes esverdeadas. Os lotes foram
inicialmente caracterizados, por meio da determinagdo do grau de umidade e do desempenho
em testes fisioldgicos e bioquimicos. Em seguida, cada lote foi submetido a seis condi¢des de
armazenamento: embalagem pléstica nas temperaturas de 12 °C, 20 °C e ndo controlada
(ambiente); e embalagem porosa, nas temperaturas de 12 °C, 20 °C e néo controlada. Apos 195
dias de armazenamento, as sementes foram submetidas aos mesmos testes utilizados para a
caracterizacdo da qualidade inicial, além do teste de tetraz6lio. O grau de umidade das
sementes, inicialmente e ao longo do armazenamento, ficou préximo de 10%. Em geral, o
potencial de germinacdo das sementes foi mantido durante o armazenamento, porém houve
redugdo do vigor. Para a maioria dos lotes, 0 armazenamento em embalagem de papel kraft a
20 °C contribuiu para manuten¢do de maiores niveis de vigor das sementes, conforme
resultados obtidos pelo teste de envelhecimento acelerado, e maior degradagdo da clorofila. As
atividades das enzimas CAT, POX e APX reduziram, para a maioria dos lotes, com o
armazenamento. Conclui-se que ambiente com umidade relativa de 56% e temperatura de 20
°C favoreceu o desempenho fisiologico e bioquimico de sementes de soja armazenadas com
teor de dgua de 10% em embalagem de papel kraft, independente da propor¢ao de sementes
esverdeadas. As enzimas CAT, POX e APX foram mais sensiveis para indicar reducdo da
qualidade fisiologica das sementes apds o armazenamento. Assim como a proporcao de

sementes esverdeadas e o desempenho inicial do lote, o teor de clorofila nas sementes é



determinante para seu desempenho apds o armazenamento, sendo que maiores teores de

clorofila levam a reducdo mais drastica da qualidade das sementes.

Palavras-chave: Armazenamento de sementes. Teor de clorofila. Deterioragdao de sementes.

Glycine max (L.) Merril



ABSTRACT

PEREIRA, Wander Douglas, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2022. Physiological
and biochemical changes in soybean lots with green seeds under different storage
conditions. Adviser: Laércio Junio da Silva. Co-adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos
Dias.

One of the main problems to the production of high quality soybean seeds is the presence of
greenish seeds in the lots, since they have low physiological quality and low storage potential.
Thus, it is fundamental the establishment of more adequate storage conditions aiming at the
maintenance of the physiological quality of lots containing greenish seeds. The objective of this
work was to investigate the effects of different packaging and storage conditions in maintaining
the quality of soybean seed lots with different proportions of greenish seeds. Seeds of three
soybean cultivars were used, each with three lots with different proportions of greenish seeds.
Cultivar “A”, with 8, 21 and 40% of greenish seeds; cultivar “B” with 8, 11 and 21% of greenish
seeds; and cultivar “C” with 2, 8 and 12% greenish seeds. The lots were initially characterized,
through the determination of the water content and the performance in physiological and
biochemical tests. Then, each lot was submitted to six storage conditions: plastic packaging at
temperatures of 12 °C, 20 °C and uncontrolled (environment); and porous packaging, at
temperatures of 12 °C, 20 °C and uncontrolled. After 195 days of storage, the seeds were
submitted to the same tests used for the initial characterization, in addition to the tetrazolium
test. The water content of the seeds, initially and during storage, was close to 10%. In general,
the germination potential of the seeds was maintained during storage, but there was reduction
in seed vigor. For most lots, storage in kraft paper packaging at 20 °C contributed to the
maintenance of higher levels of seed vigor, according to the results obtained by the accelerated
aging test, and greater chlorophyll degradation. Activities of CAT, POX and APX enzymes
were reduced for most seed lots. In conclusion, the environment with relative humidity of 56%
and temperature of 20 °C favored the physiological and biochemical performance of soybean
seeds stored with water content of 10% in kraft paper packaging, regardless of the proportion
of greenish seeds. The CAT, POX and APX enzymes were more sensitive to indicate reduction
in the physiological quality of the seeds after storage. Thus, like the proportion of greenish
seeds and the initial performance of the lot, the chlorophyll content in the seeds is crucial for
their performance after storage, with higher chlorophyll contents leading to a more drastic

reduction in seed quality.



Keywords: Seed storage. Chlorophyll content. Seed deterioration. Glycine max (L.) Merril
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INTRODUCAO

Na natureza a cor verde estd relacionada a presenca da clorofila, pigmento envolvido no
processo fotossintético, evento fundamental para a vida na Terra (Streit et al., 2005; Taiz et al.,
2017). Entretanto, a presenca de clorofila nos graos ou sementes esverdeadas representa um
sério problema para o agronegdcio da soja [Glycine max (L.) Merril].

Em sementes, a fotossintese ocorre, principalmente, para a producdo de energia na forma
de ATP e NADPH que serdo utilizados para produzir dcido graxo a partir de sacarose
(Smolikova & Medvedev, 2016, Smolikova et al., 2017). Apesar dessa importincia, ¢
fundamental que no final do processo de maturacdo das sementes ocorra a degradacdo da
clorofila.

A soja € a principal cultura do agronegdcio brasileiro, com, aproximadamente, 124 milhdes
de toneladas produzidas na safra 2021/2022, apresentando produtividade média de 3.029 kg ha
I (CONAB, 2022). Isso representa cerca de 50% da producdo nacional de grios. Entretanto,
eventos climdticos recentes t€ém prejudicado o desempenho das lavouras. No ano agricola
2019/2020, adversidades climadticas representadas por altas temperaturas associadas ao déficit
hidrico foram determinantes para afetar a safra, especialmente na regiao Sul do Pais (CONAB,
2020). Essas adversidades foram as principais responsaveis pela elevada incidéncia de sementes
esverdeadas nos lotes produzidos naquela safra, alcangando indice superior a 50% em alguns
deles (Embrapa, 2020a; Embrapa, 2020b).

Diversos estresses ambientais, sejam eles bidticos ou abidticos, e praticas inadequadas na
lavoura podem afetar a completa degradacdo desse pigmento. Isso pode ocasionar a formacao
de graos ou sementes esverdeadas, o que € especialmente importante para oleaginosas, pois
afeta a producgdo do 6leo extraido, além de comprometer a qualidade de lotes de sementes
(Padua et al., 2009; Franca-Neto et al., 2012; Forti et al., 2015).

Contudo, mesmo que nao haja adversidades climéticas em determinado ano agricola e o
produtor de sementes tome todos os cuidados necessarios para evitar intenso ataque de pragas
e doencas, a formacdo de sementes esverdeadas ainda pode ocorrer. Isso porque € muito comum
o uso de cultivares de soja com hébito de crescimento indeterminado. Nessas plantas, pode
ocorrer desuniformidade na maturacdo das sementes, sendo necessario o uso de dessecantes. A
secagem rapida das plantas e das sementes apds a aplicagdo do dessecante, interfere na

degradacdo da clorofila nas sementes (Franga-Neto et al., 2012).
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Para manter ou mesmo expandir a producdo e produtividade de lavouras de soja €
necessdria a acdo otimizada de um conjunto de fatores que devem ser seguidos de forma
coordenada, incluindo procedimentos no pré-plantio, na semeadura, durante o desenvolvimento
da cultura, na colheita e pds-colheita. Dentro desse contexto, é fundamental o uso de sementes
de alta qualidade visando ao estabelecimento de lavouras de alto desempenho agrondmico
(Francga-Neto et al., 2016).

A qualidade de um lote de sementes ¢ determinada pelos atributos sanitario, genético, fisico
e fisiolégico. O atributo de qualidade sanitdria diz respeito as sementes estarem livres de
microrganismos e patégenos. A pureza genética € a garantia de que determinado lote sé possui
sementes do cultivar escolhido pelo agricultor. J4 a pureza fisica indica o quao cada lote esta
livre de outros materiais que ndo as sementes da espécie em questdo. Enquanto a qualidade
fisioldgica € representada pelo potencial de germinacao e vigor, o que vai se refletir no potencial
de armazenamento ou longevidade (Marcos-Filho, 2015).

Devido ao intervalo de tempo entre a producdo de sementes de soja e a semeadura pelo
agricultor, faz-se necessario o armazenamento. Porém, o baixo potencial de armazenamento é
o ponto critico quando se trabalha com sementes de soja que ndo degradaram completamente a
clorofila, visto que a qualidade fisiolégica é inferior. E comum que sementes esverdeadas
apresentem resultados satisfatérios nos testes de germinagdo, logo apds a colheita, dependendo
da porcentagem e nivel de esverdeamento (Costa et al., 2001; Padua et al., 2007; Zorato et al.,
2007; Cicero, Schoor e Jalink, 2009; Franga-Neto et al., 2012). Entretanto, com poucos meses
de armazenamento nao controlado, a qualidade tende a reduzir drasticamente, inviabilizando a
comercializacao do lote.

Objetivou-se com o trabalho investigar os efeitos de diferentes embalagens e ambientes de
armazenamento na manutencdo da qualidade de lotes de sementes de soja com diferentes

propor¢oes de sementes esverdeadas.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Longevidade e deterioracao em sementes de soja esverdeadas

Com o término da embriogénese inicia-se o processo de maturagdo das sementes. Durante
esse processo uma sequéncia de eventos, geneticamente controlados, vao ocorrer até que a
semente atinja a maturidade fisiolégica. Esses eventos envolvem modificagdes morfoldgicas,

fisicas, fisiologicas e bioquimicas (Marcos-Filho, 2015).
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No caso da soja, o inicio da fase de enchimento das sementes ocorre no estagio reprodutivo
denominado RS, enquanto em R6 as sementes j4 estdo quase completamente desenvolvidas e
em R7 ocorre a maturidade fisioldgica, com as sementes adquirindo a coloragdo caracteristica
do cultivar (Sediyama, 2009; Sediyama, Silva e Borém, 2015). No final do processo de
maturagdo, ocorre a dessecacao, que € um evento essencial para a tolerincia ao armazenamento
(Marcos-Filho, 2015; Leprince et al., 2017).

A longevidade € definida como todo o periodo de tempo no qual as sementes se mantém
vidveis (Sano et al., 2016). Mas do ponto de vista da producdo e tecnologia de sementes, além
de se manter viva, as sementes devem estar vigorosas o suficiente para que, apos o periodo de
armazenamento, possam se estabelecer no campo de maneira uniforme, mesmo sob condicdes
adversas (Finch-Savage e Bassel, 2016).

Logo apds a maturidade fisioldgica, as sementes ficam suscetiveis ao processo de
deterioragdo, sofrendo uma série de processos degenerativos, incluindo aquelas sementes mais
vigorosas (Bewley et al., 2013; Marcos-Filho, 2015; Zhang et al., 2021). Durante o
armazenamento a seco, diversos mecanismos que conferem tolerdncia a dessecagdo em
sementes entram em agao, reduzindo a intensidade da deterioracdo e resultando em maior
longevidade. Dentre estes mecanismos estdo incluidos o actimulo de compostos antioxidantes,
acumulo de acticares ndo redutores, a condensacdo de cromatina e acimulo de proteinas LEA
e de choque térmico (Rajjou et al., 2008; Leprince et al., 2017). Até mesmo a degradacdo da
clorofila com a perda da cor verde contribui para maior longevidade, ou seja, menor intensidade
de deterioracdo das sementes (Vom Dorp et al., 2015; Sano et al., 2016).

Somado ao processo natural de deterioracdo, estudos demonstram que hd correlacio entre
a ocorréncia de danos por umidade e a porcentagem de sementes esverdeadas em lotes de
sementes de soja (Zorato et al., 2007). A presenca de sementes esverdeadas indica que houve
maturagdo forcada e com isso rdpida redug¢do do teor de dgua, aumentando os danos por
umidade, o que acelera ainda mais o processo de deterioragao (Moreano et al., 2011; Franca-
Neto e Krzyzanowski, 2018). Com o avancgo do periodo de armazenamento, esse processo se
intensifica (Forti, Cicero e Pinto, 2010; Moreano et al., 2011), iniciando pela perda do vigor e
posteriormente da germinacdo, que resulta em lotes de baixa qualidade. A incompleta
degradacdo da clorofila € um problema que tem afetado culturas oleaginosas, como soja e
canola (Franca-Neto et al., 2016; Perkins et al., 2020), visto que hd comprometimento do
potencial fisiol6gico das sementes, com reducao da germinagdo, vigor e longevidade (vom Drop

et al., 2015; Brow, 2017).
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Portanto, a maior longevidade das sementes depende da degradacdo da clorofila (Delmas
et al., 2013; Sano et al., 2016; Leprince et al., 2017), sendo que este processo estd relacionado
com a produgdo do antioxidante tocoferol (vom Dorp et al., 2015; Sano et al., 2016). Este
composto € importante para prevenir a peroxidacao de lipidios (Sattler et al., 2004). O fitol, um
produto da degradacdo da clorofila, entra na rota de biossintese do tocoferol (vom Dorp et al.,
2015). Na medida em que o processo de maturacdo das sementes de soja avancga, a coloracao
verde dé lugar a cor caracteristica do cultivar ao mesmo tempo em que os conteidos de tocoferol
aumentam (Kumar et al., 2009).

Para melhor conservagdo de sementes de soja durante o armazenamento, € importante que
elas estejam com grau de umidade inferior a 12% (b.u.), sendo que abaixo de 9% o citoplasma
das células entra em estado vitreo (Marcos-Filho, 2015). Nessa situacao, os sistemas de reparo
e de protecdo antioxidante enzimatico ndo estdo ativos, o que torna a acdo de compostos
antioxidantes, como o tocoferol, pertencente a classe de antioxidantes lipossoltveis associados
as membranas, fundamental (Marcos-Filho, 2015; vom Dorp et al., 2015). Esse antioxidante ¢
muito importante na preservagao do potencial fisioldgico de sementes, incluindo a longevidade,
pois inibe a degradagdo de lipidios por oxidacao ndo enzimadtica (Sattler et al 2004; vom Dorp
et al., 2015; Chen et al. 2016). Na medida em que sementes de soja envelhecem naturalmente
durante o armazenamento e apds o envelhecimento acelerado, € observado aumento linear no
conteudo de a-tocoferol (Giurizatto et al., 2012).

Além disso, lotes de sementes de soja contendo sementes esverdeadas apresentaram maior
condutividade elétrica (Zorato et al., 2007), o que indica menor integridade do sistema de
membranas celulares. Da mesma forma, Onyilagha et al. (2011) relataram que lotes de sementes
de canola (Brassica napus L.) com maiores teores de clorofila apresentaram maior
condutividade elétrica.

Sementes menos vigorosas tendem a apresentar menor velocidade de reorganizacio das
membranas apds embebicao das sementes (Vieira e Marcos-Filho, 2020; Marcos-Filho, 2015).
Dessa forma, uma possivel explicacdo, porém nao a tnica, ja que a morte prematura das plantas
e a maturagdo forcada também podem levar a menor integridade das membranas celulares, para
pior resultado no teste de condutividade elétrica em sementes com reten¢do de clorofila, reside
no fato de que, sem a completa degradagdo da clorofila, a produgdo do tocoferol é prejudicada,
o que favorece a degradacdo de lipidios, que sdao constituintes das membranas (Sattler et al.,
2004). O resultado disso € a perda gradual da integridade do sistema de membranas, € com 1sso

ocorre reducao mais rdpida do vigor ao longo do armazenamento.
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E importante destacar que a longevidade das sementes durante o armazenamento &
resultado de uma série de fatores, incluindo o gendtipo, a semeadura no momento adequado,
procedimentos adequados na condugdo da cultura, colheita e procedimentos de pds-colheita.
As condicdes de temperatura e umidade relativa no ambiente também sdo determinantes.
Porém, a influéncia do ambiente durante a maturagdo € um fator chave (Leprince et al., 2017),
pois ele ndo estd sob controle do produtor, sendo que a influéncia do ambiente vai depender da

intensidade das adversidades climaticas e do periodo de ocorréncia (Padua et al., 2009a).

Soja esverdeada — fatores que afetam a degradacao da clorofila

O processo de degradacdo da clorofila é complexo e ainda pouco estudado. Sabe-se que no
mecanismo enzimético de degradacio ha o envolvimento das enzimas clorofilase e magnésio-
chelatase, que vao gerar clorofilideos e feofitinas, respectivamente, e posteriormente
feoforbideos (Franca-Neto et al., 2012; Smolikova e Medvedev, 2016). H4 também
mecanismos nao enzimdticos que resultardo em feofitinas e outros derivados fitilados
(Sinnecker et al., 2005; Franca-Neto et al., 2012).

Em sementes, a degradacao da clorofila tende a ser somente enzimatica durante o processo
de maturacdo (Sinnecker et al., 2005). Mas durante a secagem pds-colheita também pode
ocorrer degradacdo da clorofila em sementes produzidas sem estresse €, nesse caso, 0 processo
vai depender da temperatura ambiente (Sinnecker et al., 2005).

Em secagem lenta com temperatura proxima a 25 °C, o mecanismo de degradagdo €
predominantemente enzimatico, enquanto em temperatura igual ou superior a 40 °C, além do
processo enzimético, ocorre também o quimico, sendo esse o0 mecanismo exclusivo quando em
temperatura de 75 °C (Sinnecker et al., 2005; Borrmann, Andrade e Lanfer-Marquez, 2009).
Porém, é importante destacar que em temperatura de secagem mais elevada, a qualidade da
semente € seriamente comprometida (Carvalho e Nakagawa, 2000).

Além disso, a secagem lenta a 25 °C permitiu a degradacio quase completa da clorofila em
sementes de soja colhidas a partir do estdgio R6, enquanto a 40 ou 75 °C o processo foi
bloqueado, possivelmente devido a inativagdo de enzimas chaves do processo (Sinnecker et al.,
2005). Esses resultados evidenciam que cultivos de soja submetidos a altas temperaturas
durante o estdgio R6 podem ter o processo de degradacao da clorofila comprometido, conforme
também relatado por Padua et al. (2009a).

Sabe-se que a degradacdo da clorofila € influenciada por fatores genéticos e ambientais,

especialmente altas temperaturas associada a déficit hidrico durante a maturacdo das sementes
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(Borrmann, Andrade e Lanfer-Marquez, 2009; Padua et al., 2009b; Ferreira et al., 2017). Foi
observado que sementes de mesmo cultivar, produzidas em regides distintas, resultaram em
percentuais distintos de sementes esverdeadas nos lotes (Rangel et al., 2011). Além disso,
observa-se comportamento distinto entre os cultivares. Possivelmente, as adversidades
climéticas levam a morte prematura da planta e com isso a maturacdo forcada da semente. Com
a morte da planta, a atividade enzimética cessa antes que toda a clorofila seja degradada
(Franca-Neto et al., 2012).

Além de fatores genéticos, ambientais e o processo artificial de secagem, a densidade de
semeadura associada a disponibilidade hidrica também pode influenciar na degradacdo da
clorofila (Ferreira et al., 2017). De acordo com esses autores, o cultivo de soja em condi¢des de
restricdo hidrica associado as maiores densidades de semeadura, proporcionou maior
quantidade de sementes de peneira maior. Os autores relatam também que houve reducao linear
no percentual total de sementes esverdeadas com o aumento na taxa de semeadura. Porém, para
um mesmo tratamento, nas peneiras maiores houve maior porcentagem de sementes
esverdeadas. Os autores explicam que possivelmente maior densidade de semeadura, associada
a restricdo hidrica, resultou numa exploracdo mais eficiente da dgua no perfil do solo. Além
disso, na condicdo de estresse hidrico hd maior contribuicdo das sementes proximas a haste
principal na producdo final. Essas sementes tém maior disponibilidade de fotoassimilados,
crescem mais e acumulam mais clorofila. Na condicdo de estresse hidrico, essa maior
quantidade de clorofila demanda mais tempo para ser degradada.

Além dos fatores mencionados, hormonios podem influenciar na degradagdo da clorofila
(Francga-Neto; Smolikova e Medvedev, 2016; Zhu et al., 2017). O processo de degreening em
sementes ¢ regulado pelo dcido abscisico (ABA) por meio do agente de transcricdo ABI3,
controlador da expressdo do gene SGR (stay-green), que por sua vez controla a degradacao da
clorofila em sementes maduras (Nakajima et al., 2012; Delmas et al., 2013). Portanto, alguma
alteracdo genética que comprometa o ABI3 pode igualmente comprometer o processo de
degradacao da clorofila (Delmas et al., 2013). H4 relatos de que o etileno e o 4cido jasmdnico
também podem influenciar na degradacdo da clorofila (Ward et al., 1995; Franga-Neto et al.,
2012; Zhu et al., 2017), mas faltam trabalhos para investigar a atuagcdo desses hormonios. Por
fim, Zhu et al. (2017) também citam a luz como um mecanismo que sinaliza para regulacdo da

degradacao da clorofila.

Os problemas causados pelas sementes esverdeadas de soja
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A incompleta degradacdo da clorofila compromete a qualidade fisiologica de sementes de
soja (Zorato et al., 2007; Teixeira et al., 2020). Essas sementes apresentam baixo vigor, com
maior comprometimento da integridade e menor velocidade de reorganizacdo das membranas
celulares durante a embebicao (Zorato et al., 2007; Pardo et al., 2015; Teixeira et al., 2020). Em
trabalho com lotes com presenc¢a de sementes esverdeadas, foi observado que entre lotes com
pequenas diferencas na proporcdo de sementes esverdeadas ndo houve grande alteracdo no
potencial de germinagdo, mas no teste de condutividade elétrica as diferencgas entre os lotes
foram marcantes (Teixeira et al., 2020).Um dos primeiros eventos do processo de deterioracao
de sementes € a perda da integridade de membranas (Marcos-Filho, 2015), o que ajuda a
explicar esses resultados.

O teste de envelhecimento acelerado fornece um indicativo do potencial de armazenamento
dos lotes (Marcos-Filho, 2015; Batista et al., 2021). Sabe-se que sementes esverdeadas de soja
apresentam baixa armazenabilidade, sendo que lotes com mais de 3% de sementes esverdeadas
podem apresentar comprometimento do vigor, enquanto lotes com mais de 9 ou 10% de
sementes esverdeadas nao devem ser utilizados para semeadura (Costa et al., 2001; Padua et
al., 2007; Zorato et al., 2007).

Onyilagha et al. (2011) avaliaram lotes de sementes de canola com diversos teores de
clorofila, e citam que a quantidade de clorofila ndo afetou a germinacao, mas prejudicou o vigor
das sementes, que apresentaram maiores valores no teste de condutividade elétrica. Todavia, é
importante destacar que a germinacdo € o ultimo evento comprometido durante o processo de
deterioragcdo, enquanto o comprometimento do sistema de membranas € um dos primeiros,
reduzindo o vigor das sementes (Marcos-Filho, 2015). Com o passar do tempo, o potencial de
germinagdo também ird reduzir. Rangel et al. (2011) observaram que acréscimos no percentual
de sementes esverdeadas compromete o lote, reduzindo a germinacio e o vigor, obtendo-se
plantulas com maiores comprimentos de raiz apds seis meses de armazenamento.

Além disso, existe relagdo entre a presenca de sementes esverdeadas e comprometimento
do vigor devido a presenca de danos por umidade (Zorato et al., 2007). O dano por umidade é
0 que mais evolui durante o armazenamento das sementes (Moreano et al., 2011). Sementes
esverdeadas apresentam danos por umidade, e 2 medida que aumenta a porcentagem dessas
sementes no lote, tende a aumentar esses danos (Padua et al., 2007). O resultado disso é a perda
de qualidade do lote de forma mais acentuada, em relagdo aqueles com auséncia ou baixa

propor¢do de sementes esverdeadas.
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Avaliacido da qualidade de sementes de soja

H4 varios testes para se averiguar a qualidade de lotes de sementes. Enquanto o teste de
germinagdo indica se o lote pode ou ndo ser comercializado, os testes de vigor, pincipalmente
os baseados no desempenho de plantulas, os de resisténcia a estresses € os bioquimicos, indicam
o estado do processo de deterioragdo e assim permitem a tomada de decisdao por parte das
empresas produtoras de sementes. J4 os demais parametros bioquimicos e fisicos, como
atividade de enzimas, quantificagdo de compostos e o processamento e andlise de imagens, apds
correlacionar com os testes fisioldgicos, poderdo trazer outras informagdes a respeito do vigor
dos lotes.

Existem testes fisioldgicos, de resisténcia, bioquimicos e aqueles baseados em andlise de
imagens e espectroscopia (Krzyzanowski, Vieira, Franca-Neto e Marcos-Filho, 2020; Brasil,
2009; Xia et al., 2019). As avaliacdes fisiolégicas incluem o teste de germinacao e os testes de
vigor relacionados ao desempenho de plantulas, como a velocidade de germinagdo, primeira
contagem da germina¢do, emergéncia, velocidade de emergéncia, crescimento de plantulas e
classificacdo do vigor. Enquanto o teste de germinacdo vai indicar o potencial das sementes
daquele lote de germinar sob condi¢des Gtimas, os testes baseados no desempenho vao indicar
em que nivel do processo de deterioracdo o lote se encontra.

Entre os testes de resisténcia mais comumente utilizados para avaliar sementes de soja,
pode-se citar os testes de envelhecimento acelerado (com dgua) e envelhecimento acelerado
com solucdo saturada de NaCl (Jianhua e McDonald, 1996; Marcos-Filho, 2020; Yagushi,
Costa e Franca-Neto, 2014). Esses testes podem indicar o potencial de armazenamento de
determinado lote, bem como podem apresentar boa correlacio com a emergéncia em campo,
dependendo de quando o teste € realizado (Batista et al., 2021).

Na pesquisa, os testes bioquimicos mais comuns para sementes de soja incluem, entre
outros, o teste de tetrazolio, a condutividade elétrica e a avaliacdo de enzimas e compostos do
sistema antioxidante. O teste de tetrazélio, muito utilizado no controle de qualidade de
empresas, permite avaliar a viabilidade, vigor e as causas da perda de qualidade das sementes,
normalmente associadas ao ataque por percevejos e a danos mecanicos e por umidade (Franca-
Neto e Krzyzanowski, 2020).

O teste de tetrazdlio se baseia na atividade de enzimas desidrogenases, que catalisam
reacoes respiratdrias nos tecidos vivos (Franga-Neto e Krzyzanowski, 2020). Quando a semente
embebida entra em contato com a solucdo de 2,3,5-trifenil-cloreto de tetrazodlio, nos tecidos

vidveis a solucdo passa de incolor a vermelho, colorindo o tecido. A ocorréncia de vermelho
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intenso € caracteristica de tecidos em deterioracdo, que permitem maior difusdo da solugdo de
tetrazdlio através de suas membranas celulares que ja estdo comprometidas. Se o tecido ficar
branco indica que ndo hé atividade respiratdria, e, portanto, o tecido estd morto. Ha diversas
classificagdes de danos e niveis de vigor a partir desse teste (Franca-Neto e Krzyzanowski,
2020).

A condutividade elétrica da solucdo de embebicdo das sementes, também muito utilizado
no controle de qualidade de empresas, indica indiretamente a integridade do sistema de
membranas. Ao colocarmos sementes para embeber em dgua ocorre a lixiviacdo de solutos,
pois as sementes estdo com grau de umidade abaixo de 25%, e por isso as membranas celulares
ficam em estado de gel (Marcos-Filho, 2015; Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019; Zhang et al.,
2021). Essa lixiviacdo € diretamente proporcional ao grau de umidade das sementes e ao seu
nivel de deterioracdo. Quanto mais baixo o teor de dgua das sementes, mais solutos serdo
lixiviados. Da mesma forma, quanto mais avangado o processo de deterioracdo, mais lento € o
processo de reorganizacdo das membranas e maior serd a lixiviagdo. Quanto mais solutos
lixiviar, maior o nivel de deterioracdo e menor vigor daquele lote (Ebone, Caverzan e Chavarria,

2019; Zhang et al., 2021).

Sementes esverdeadas e estresse oxidativo

Durante a embebi¢ao das sementes, hd incremento da atividade respiratdria e isso aumenta
a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Com isso, o sistema de defesa antioxidante
vai atuar combatendo o excesso de EROs (anion superdxido, radical hidroxila, oxigénio singleto
e peroxido de hidrogénio) e outros radicais livres, ou protegendo compostos e estruturas
celulares da acdo desses agentes (Noctor et al., 2018). Todavia, € importante destacar que com
grau de umidade mais baixo (6% ou menos), as sementes também estdo sujeitas a danos
oxidativos (Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019). Com grau de umidade entre 6 e 14%, o
estresse oxidativo é reduzido, mas nio eliminado (Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019).

O estresse oxidativo ocorre quando o sistema antioxidante ndo consegue remover 0 eXcesso
de EROs (Bailly, 2004; Noctor et al., 2018). Nesse momento, € desencadeado o aumento de
EROs e de radicais livres em diversas organelas e no citoplasma (Noctor et al., 2018). As EROs
tém a capacidade de oxidar facilmente diversos constituintes celulares, como lipidios, proteinas
e o material genético (Taiz et al., 2017; Noctor et al., 2018). As membranas bioldgicas sao
constituidas por lipidios e proteinas. Dessa forma, a oxidacio desses componentes ird provocar

a perda das fungdes das membranas, com consequente degradacido de organelas e membrana
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plasmdtica. Além disso, ao oxidar membranas, pode haver a formacao de radicais livres (Noctor
et al., 2018). Esses radicais livres tém a capacidade de provocar o processo autocatalitico de
degradacdo, acelerando e intensificando esse processo até causar a morte celular (Taiz et al.,
2017; Zhang et al., 2021). Considerando que em sementes de soja a principal causa da
deterioracdo é a peroxidacdo de lipidios, visto que essas sementes sdo oleaginosas, o
entendimento da acdo das EROs € chave para compreender o processo de deterioragao.

E importante ressaltar que, embora o excesso de espécies reativas de oxigénio tenha efeito
negativo para a conservacdo de sementes, essas moléculas t€ém importantes fungdes, como a de
sinalizaclo para processos fisioldgicos e bioquimicos (Bailly, 2004; Ishibashi et al., 2017;
Mittler et al., 2017; Noctor et al., 2018).

A atividade de enzimas do sistema de defesa antioxidante pode indicar o nivel do processo
de deterioracdo, se avaliada em conjunto com os dados de desempenho fisiologico. Esse sistema
de defesa é composto por enzimas que atuam de maneira ordenada. Entre essas enzimas pode-
se citar a superoxido dismutase, que atua dismutando o anion superéxido em perdxido de
hidrogénio; a catalase, que atua convertendo o peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio; e
as peroxidases, que também atuam na degradacdo do peroxido de hidrogénio (Vaahtera et al.,
2014; Noctor et al., 2018).

Entretanto, esse sistema enzimdtico sé terd importancia de atuacdo quando as sementes
estiverem embebidas (Bailly, 2004). Dessa forma, durante o armazenamento, 0S mecanismos
ndo enzimdticos sao mais importantes, pois as sementes estdo com grau de umidade baixo.
Entre os compostos do sistema ndo enzimdtico, pode-se citar flavonoides, glutationa, acido
ascorbico (vitamina C), poliaminas e o tocoferol (Kumar et al., 2009; Bhatia et al., 2010; Sano
et al., 2016).

O tocoferol apresenta atuagdo de destaque para inibir a peroxidacao de lipidios quando as
sementes estao secas, durante o armazenamento (Sattler et al., 2004; Bhatia et al., 2010). Essa
informacao se torna ainda mais relevante ao considerarmos que sementes de soja esverdeadas
tém deficiéncia no acimulo desse composto, e que na medida em que o degreening que ocorre
no final do processo de maturacdo das sementes ocorre aumento na concentra¢io de tocoferol
(Kumar et al., 2009; vom Dorp et al., 2015).

Outros compostos e mecanismos também sdo importantes para reduzir a intensidade dos
processos deteriorativos. Entre os compostos podemos citar as proteinas LEA, proteinas de

choque térmico, proteinas de reserva e os agucares sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose



25

(Leprince et al., 2017). Além disso, hd também diversos mecanismos de reparo, que vao atuar
apos o processo de embebigdo no reparo do DNA, proteinas, membranas e organelas.

As proteinas LEA atuam estabilizando proteinas e componentes celulares, o que ajuda a
preservar as membranas celulares (Leprince et al., 2017). As proteinas de choque térmico, além
de ajudar a estabilizar proteinas, sdo mais suscetiveis ao processo de carbonilacdo (Rajjou et
al., 2008). A carbonilacdo € um processo que afeta proteinas, comprometendo sua funcao
bioldgica. Dessa forma, ao sofrer a carbonilacdo preferencialmente, as proteinas de choque
térmico contribuem para retardar a deterioragdo de outras proteinas importantes. As proteinas
de reserva também sdo mais suscetiveis a carbonilacdo, e nesse sentido atuam de forma
semelhante as proteinas de choque térmico (Nguyen et al., 2015).

A sacarose, rafinose, estaquiose e verbascose sdo importantes para formar o estado vitreo
(Marcos-Filho, 2015; Leprince et al., 2017). Durante esse estado, o citoplasma das sementes
fica extremamente viscoso. Essa condi¢c@o ajuda a estabilizar membranas celulares e retardar
reacoes oxidativas. Sob temperatura ambiente, sementes de soja com menos de 9% de umidade
apresentam citoplasma em estado vitreo (Marcos-Filho, 2015). Antagonicamente a presenca
desses acucares, o acimulo de acucares redutores, como glicose e frutose, reduz a longevidade
de sementes, pois esses agucares podem reagir com aminodcidos e liberar compostos toxicos,
ao mesmo tempo em que compromete a funcao bioldgica de proteinas e enzimas (Leprince et

al., 2017; Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019).

Armazenamento

A qualidade das sementes durante o armazenamento € influenciada ndo somente pelo
periodo em que elas se mantém vivas, mas também pelo potencial para gerar plantulas vigorosas
no campo (Finch-Savage e Bassel, 2016; Sano et al., 2016). Nesse sentido, 0 armazenamento
de sementes de soja torna-se estratégico. Fato esse que se deve ao intervalo de tempo entre a
colheita pelas empresas produtoras de sementes e a semeadura pelo agricultor. Entretanto,
mesmo nas sementes ortodoxas, em que ocorre intensa desidratacio e redu¢do do metabolismo,
durante 0 armazenamento ocorre o processo de deterioracdo, afetando negativamente o seu
desempenho (Bewley et al., 2013; Marcos-Filho, 2015). Porém, a intensidade desse processo
estd diretamente relacionada com o periodo e as condi¢des de armazenamento.

O teor de agua das sementes e a condicao ambiental (umidade relativa e temperatura) sao

fatores que modulam o processo de deterioragdo em sementes durante o armazenamento, sendo
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que o grau de umidade das sementes € fator que, isoladamente, mais afeta a deterioracdo
(Carvalho e Nakagawa, 2000; Walters, Ballesteros e Vertucci, 2010). Outros fatores também
afetam a deterioracao das sementes durante o armazenamento, como a qualidade inicial, a
presenca de danos, o ataque de insetos e a proliferacio de fungos (Carvalho e Nakagawa, 2000).

Basicamente existem dois tipos de embalagens para armazenar sementes, as porosas que
permitem trocas gasosas com o ar ambiente, e as herméticas, que ndo permitem essas trocas. A
escolha de uma ou outra vai depender da espécie em questdo, do teor de 4gua das sementes e
das condicdes de umidade relativa e temperatura do ambiente de armazenamento.

Para cada situacao pode haver alguma particularidade que devemos levar em consideragdao
para escolher o tipo de embalagem, como, por exemplo, o tempo de armazenamento. Mas, a
priori, embalagens porosas sdo indicadas para armazenamento em ambientes com umidade
relativa menor que 70%. Se a umidade for maior, haverd ganho de umidade pelas sementes e a
deterioracdo serd mais rapida (Marcos-Filho, 2015).

Ja para o armazenamento em embalagens herméticas € importante que o grau de umidade
das sementes esteja mais baixo, sendo o ideal abaixo de 7%. Se maior do que isso, a atividade
respiratoria das sementes, mesmo que baixa, promoverd aumento da umidade relativa no
ambiente interno da embalagem, aumento da umidade das sementes e deterioracdo mais rapida
(Carvalho e Nakagawa, 2000; Marcos-Filho, 2015). Além disso, o aumento da concentracdo de
CO; e reducdo do O, comprometerd a atividade respiratéria das sementes e poderd causar
acumulo de compostos toxicos (Ochandio et al., 2017; Ludwig et al., 2021).

Considerando a temperatura, quanto menor € acima do ponto de congelamento da agua,
melhor serd a conservacdo das sementes, considerando sementes ortodoxas (Carvalho e
Nakagawa, 2000).

Portanto, a escolha da melhor condicao de armazenamento € fundamental, principalmente
quando se trata de sementes de soja esverdeada. Conforme j4 citado, a soja € rica em lipidios,
0 que a torna mais susceptivel a deterioracdo no armazenamento (Marcos-Filho, 2015; Ludwig
et al., 2021; Zhang et al., 2021). Além disso, quando a clorofila é parcialmente degradada, a
armazenabilidade das sementes fica ainda mais comprometida, conforme citado anteriormente,
apesar da qualidade inicial ainda se apresentar adequada (Padua et al., 2009; Rangel et al., 2011;
Franca Neto et al., 2012).

Conforme cita Franga-Neto et al. (2012), sementes esverdeadas podem ter alta
porcentagem de germinacao no inicio do periodo de armazenamento ndao controlado. Porém,

com o avanco do tempo, essas sementes vao perdendo qualidade rapidamente, reduzindo o
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vigor e posteriormente a capacidade germinativa. Além disso, o nivel de esverdeamento das
sementes, relacionado com o teor de clorofila, defini o desempenho fisioldgico do lote de
sementes durante o armazenamento (Cicero, Schoor e Jalink, 2009). Nesse sentido, lotes de

sementes com maiores teores de clorofila apresentam pior desempenho.
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Sementes esverdeadas de soja: estudo de diferentes embalagens e ambientes durante o
armazenamento na conservacao da qualidade inicial

Resumo

O armazenamento das sementes em condicdes adequadas é primordial para a manutenc¢ao da
qualidade fisioldgica. No entanto, lotes de sementes de soja com niveis elevados de sementes
esverdeadas perdem a viabilidade rapidamente. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
investigar o efeito da presenca de sementes esverdeadas no desempenho de lotes de sementes
de soja sob diferentes condicdes de armazenamento. Para isso foram utilizados nove lotes de
sementes de soja, pertencentes a trés cultivares, com diferentes niveis de sementes esverdeadas.
Os lotes do cultivar “A” apesentavam 8%, 21% e 40% de sementes esverdeadas (S.E.). J4 os
do cultivar “B” apresentavam 8%, 11% e 21% de S.E, enquanto os lotes do cultivar “C”
apresentavam 2%, 8% e 12% de S.E. Antes do armazenamento, as sementes foram
caracterizadas por meio da determinagdo do teor de dgua, teor de clorofila e avaliacdo do
desempenho nos testes de germinacdo, envelhecimento acelerado, condutividade elétrica,
comprimento de plantulas e emergéncia. Em seguida, cada lote foi submetido a seis condi¢des
de armazenamento: embalagem pléstica, a 12 °C, 20 °C e temperatura ndo controlada
(ambiente); e embalagem de papel kraft, a 12 °C, 20 °C e temperatura ndo controlada. Apds
195 dias de armazenamento, as sementes foram avaliadas quanto a qualidade fisiologica. O
grau de umidade inicial das sementes, e ao longo do armazenamento, ficou préximo de 10%.
Apd6s 195 dias, a porcentagem de germinacdo das sementes em cada lote ndo diferiu entre as
diferentes condi¢Oes de armazenamento. Em geral, o potencial de germinacdo das sementes foi
mantido durante o armazenamento, porém houve redu¢do do vigor. Para a maioria dos lotes, o
armazenamento em embalagem de papel kraft a 20 °C contribuiu para manutenc¢io de maiores
niveis de vigor das sementes. O armazenamento das sementes em embalagem plastica a 20 °C
contribuiu para manutencdo de maiores niveis de clorofila. Por fim, a condi¢do de
armazenamento que proporcionou manutengdo do desempenho das sementes foi a utilizagdo de
embalagem de papel kraft, a 20 °C. Assim, como a porcentagem de sementes esverdeadas e a
qualidade inicial, o teor de clorofila das sementes é determinante para seu desempenho no

armazenamento.

Palavras-chave: Armazenamento de sementes. Teor de clorofila. Glycine max (L.) Merril.

Qualidade fisioldgica
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Introducao

A soja [Glycine max (L.) Merril] é o principal produto do agronegbcio brasileiro,
responsdvel por cerca de 50% da produgdo nacional de graos (CONAB, 2021). Para atender a
essa demanda de produgdo, o mercado necessita de grandes volumes de sementes de alta
qualidade, visando ao estabelecimento de lavouras de alto desempenho agrondmico. Porém,
produzir sementes de soja de alta qualidade tem sido um desafio para os produtores. Isso se
deve, entre outros fatores, a ocorréncia de sementes esverdeadas, o que consequentemente
prejudica a qualidade fisioldgica do lote.

A cor verde estd relacionada a presenca da clorofila, sendo que esse pigmento esta
diretamente envolvido no processo fotossintético (Streit et al., 2005; Taiz et al., 2017). Em
sementes, a fotossintese ocorre, principalmente, para a produ¢do de energia na forma de ATP e
NADPH que serdo utilizados para produzir dcido graxo a partir de sacarose (Smolikova &
Medvedev, 2016, Smolikova et al., 2017). Entretanto, é fundamental que no final do processo
de maturacdo das sementes ocorra a degradacdo da molécula de clorofila.

A completa degradacdo da clorofila pode ser afetada por fatores genéticos ou qualquer
evento que resulte na morte prematura da planta, como estresses ambientais, sejam eles bidticos
ou abidticos, e o manejo inadequado da lavoura, o que pode resultar na colheita de lotes com
sementes esverdeadas (Franga-Neto et al., 2012; Padua et al., 2009; Forti et al., 2015). Além
disso, a preferéncia por gendtipos com hébito de crescimento indeterminado torna a colheita de
sementes esverdeadas ainda mais recorrente, devido a desuniformidade natural na maturacao e
a aplicagdo de dessecantes em momento inadequado (Franga-Neto et al., 2012).

Durante a maturacdo das sementes, a degradacdo da clorofila ocorre principalmente por
meio da acdo de enzimas, tais como a clorofilase, magnésio-chelatase e oxigenases (Franca-
Neto et al., 2012; Smolikova e Medvedev, 2016). Apds a colheita também pode ocorrer a
degradacio desse pigmento, a partir de processos quimicos dependentes de fatores externos
como temperatura, luz e oxigénio (Sinnecker et al., 2005; Borrmann, Andrade e Lanfer-
Marquez, 2009).

Diversos trabalhos relataram o impacto do aumento da porcentagem de sementes
esverdeadas no desempenho de lotes de sementes de soja (Costa et al., 2001; P4dua et al., 2007;
Zorato et al., 2007; Teixeira et al., 2020). Nesses lotes hd comprometimento do potencial
fisiolégico, com redu¢do da germinagdo e vigor das sementes, além de reduzir a
armazenabilidade (Rangel et al., 2011; vom Drop et al., 2015; Franca-Neto et al., 2016; Brow,

2017; Teixeira et al., 2020). Estudos com canola (Brassica napus L.) também relacionaram a
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reducdo do potencial fisiolégico de lotes a presenca de sementes esverdeadas (Onyilagha et al.,
2011).

Nas condi¢des brasileiras, existe um intervalo entre a producdo de sementes de soja nas
principais dreas produtoras e a semeadura pelo agricultor. Com isso torna-se estratégico o
armazenamento, a fim de preservar o potencial germinativo e o vigor dessas sementes para que,
apos esse periodo, as plantulas possam se estabelecer no campo de maneira uniforme, mesmo
sob condi¢des adversas (Finch-Savage e Bassel, 2016).

A possibilidade de manuten¢do do potencial germinativo das sementes por alguns meses
de armazenamento é bem documentada para soja (Smaniotto et al., 2014; Capilheira et al., 2019;
Coradi et al., 2020; Ludwig et al., 2021). No entanto, em lotes contendo sementes esverdeadas
faltam informagdes. E comum que esses lotes apresentem resultados satisfatGrios nos testes de
germinacdo logo apds a colheita, dependendo da proporcdo e nivel de esverdeamento das
sementes (Costa et al., 2001; Padua et al., 2007; Zorato et al., 2007; Cicero, Schoor e Jalink,
2009; Franca-Neto et al., 2012). Entretanto, lotes com elevadas propor¢cdes de sementes
esverdeadas apresentam baixo potencial de armazenamento (Padua et al., 2007; Cicero, Schoor
e Jalink, 2009; Teixeira et al., 2020).

Diante da escassez de informacdes acerca do armazenamento de lotes de soja com
diferentes propor¢des de sementes esverdeadas e da importincia de se definir estratégias para
manter a qualidade dessas sementes, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da presenca
de sementes esverdeadas no desempenho de lotes de sementes de soja sob diferentes condi¢des

de armazenamento.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Pesquisa de Sementes do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Vicosa. Foram utilizados lotes de sementes de soja
produzidos na safra 2019/2020, de trés cultivares, cada um deles representado por trés lotes
com diferentes propor¢cdes de sementes esverdeadas, de multiplicadores localizados no estado
do Rio Grande do Sul (Tabela 1). As proporgdes de sementes esverdeadas em cada lote foram
determinadas com auxilio do programa Ilastik (Medeiros et al., 2020). Foram utilizadas quatro
repeticoes com 50 sementes cada. Imagens das sementes foram obtidas por um escaner (HP,
modelo Scanjet 200) em resolucao de 600 dpi. Posteriormente, cada imagem foi segmentada,
obtendo-se as classes de segmentacdo “fundo” e “sementes”. Na sequéncia, foram criados

mapas de probabilidade selecionando diretamente nas imagens somente as sementes que de
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forma nitida eram amarelas ou esverdeadas. Com base no classificador Random Forest, cada
semente foi classificada em amarela ou esverdeada. Para cada lote, o classificador treinado foi
utilizado nas demais imagens. Os mapas de probabilidade de cada imagem foram exportados e

a partir deles foram obtidas as propor¢des de sementes esverdeadas em cada lote.

Tabela 1. Cultivares e lotes de sementes de soja com diferentes niveis de sementes esverdeadas.

Cultivar Lotes Propor¢do de sementes esverdeadas
1 8%
“A” 2 21%
3 40%
4 8%
“B” 5 11%
6 21%
7 2%
“C» 8 8%
9 12%

As sementes de cada lote foram caraterizadas por meio da determinagao do teor de clorofila
e da avaliacio do desempenho nos testes de germinacdo, envelhecimento acelerado,
condutividade elétrica, crescimento de plantulas e emergéncia em areia. Em seguida, cada lote
foi armazenado em seis diferentes condi¢des: embalagem plastica de multicamada de
polietileno, com lacre para vedacdo e espessura de 0,078 mm, nas temperaturas de 12 °C, 20
°C e nao controlada (ambiente), indicadas como PL-12, PL-20 e PL-amb, respectivamente; e
embalagem de papel kraft, nas temperaturas de 12 °C, 20 °C e ambiente, indicadas como PK-
12, PK-20 e PK-amb, respectivamente. Apos 195 dias de armazenamento, as sementes foram
submetidas as avaliagdes descritas anteriormente, além do teste de tetrazdlio. Além disso, aos
30, 75, 135 e 195 dias ap6s o inicio do armazenamento, foi determinado o grau de umidade das
sementes. Para isso, foi realizada amostragem de sementes de todos os lotes e em todas as
condi¢des de armazenamento. Apds cada amostragem, o ar das embalagens plésticas era

removido com auxilio de um aspirador de p6, e as embalagens novamente lacradas.

Umidade

O grau de umidade foi determinado utilizando o método padrao da estufa a 105 + 3 °C por
24 h, com quatro repeti¢des de 25 sementes cada. Os resultados foram expressos em teor de
dgua em base timida.

Com base nos resultados obtidos na determinacao do grau de umidade, foi realizado o pré-

condicionamento das sementes antes da realizacdo dos testes de germinacao, comprimento de
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plantulas, emergéncia e tetrazdlio, descritos a seguir, conforme a recomendacdo das RAS
(Brasil, 2009). Para isso, as sementes foram dispostas em camada Unica sobre uma tela no
interior de caixas gerbox, contendo 40 mL de dgua destilada no fundo. A caixa foi fechada e

permaneceu por 16 h em germinador regulado a 25 °C.

Germinagdo

O teste de germinacdo foi conduzido utilizando-se quatro repeti¢cdes de 50 sementes cada.
A semeadura ocorreu sobre duas folhas de papel para germinacdo, seguida da cobertura por
uma terceira folha. Na sequéncia foram confeccionados os rolos. Essas folhas foram
previamente umedecidas com volume (mL) de dgua correspondente a 2,5 vezes o peso do papel
seco. Os rolos foram mantidos em germinador regulado a 25 °C, com fotoperiodo de 8 h. As
avaliacdes ocorreram no quinto dia apds a semeadura. Os resultados foram expressos em

porcentagem média de plantulas normais (Brasil, 2009).

Envelhecimento acelerado

Para esse teste, foi utilizada a metodologia da caixa gerbox (Marcos-Filho, 2020). As
sementes foram dispostas em camada unica sobre uma tela no interior de caixas gerbox,
contendo 40 mL de 4gua destilada no fundo. A caixa foi fechada e permaneceu em B.O.D.
regulada a 41 °C por 48h. Apds esse periodo, as sementes foram entdo colocadas para germinar,
conforme descrito para o teste de germinagdo e avaliadas cinco dias apds a semeadura. Os

resultados foram expressos em porcentagem média de plantulas normais.

Condutividade elétrica

Quatro repeticdes de 50 sementes cada foram pesadas e colocadas em copo plastico
contendo 75 ml de 4agua destilada. Na sequéncia, o material permaneceu em germinador
regulado a 25 °C por 24h. Logo em seguida, foi realizada a leitura da condutividade elétrica em
condutivimetro (Digimed, modelo DM-32). O valor da leitura foi dividido pelo peso da amostra
correspondente. Assim, os resultados foram expressos em uS cm™! g'! (Vieira e Marcos-Filho,

2020).

Comprimento de pldntulas
Quatro repeti¢des de 20 sementes cada foram dispostas em duas fileiras alternadas de 10

sementes, e em seguida colocadas para germinar, conforme descrito para o teste de germinacao.
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ApOs trés dias da semeadura, as plantulas de cada repeticdo foram transferidas para um
papel de cor azul na dimensdo de 30 x 20 cm. Esse conjunto foi posicionado sobre um escaner
(HP, modelo Scanjet 200), posicionado de forma invertida em uma caixa metélica. A aquisi¢cao
das imagens foi feita com resolu¢do de 300 dpi. Posteriormente, cada imagem foi processada
de forma individual pelo programa Vigor-S®, sendo obtidos os dados de comprimento médio

das plantulas e o indice de uniformidade (Sako et al., 2001).

Emergéncia de plantulas

O teste foi conduzido em ambiente com temperatura controlada a 25 °C e fotoperiodo de
8h. O substrato utilizado foi areia, sendo que as irrigagdes ocorreram de forma periddica,
evitando que o substrato ficasse ressecado. Foram realizadas contagens didrias do nimero de
plantulas que emergiram e ndo mais apresentavam os cotilédones tocando o substrato até a
estabilizacdo do nimero de plantulas emergidas. O resultado foi expresso em porcentagem

emergéncia.

Teste de tetrazolio

O teste foi conduzido conforme as orientagdes descritas em Franga-Neto e Krzyzanowski
(2018). Foram utilizadas amostras de 100 sementes para cada lote. Em seguida, elas foram
colocadas em papel para germinacao para embebicdo em germinador regulado a 25 °C, por 16h.

Na sequéncia, as sementes foram imersas em solucdo a 0,075% de 2,3,5-trifenil-cloreto de
tetrazolio, em copos plasticos de 50 ml. Esse conjunto foi levado para B.O.D. regulada a 38 °C
e ali permaneceu por cerca de 3h. Apos esse periodo, as sementes foram lavadas em dgua
corrente e avaliadas individualmente com auxilio de uma lupa. As sementes foram classificadas
quanto a viabilidade (classes 1 a 5) e vigor (classes 1 a 3). Os resultados foram expressos em

porcentagem de sementes vidveis € vigorosas.

Quantificagdo de clorofila

Os teores de clorofila total foram determinados usando metodologia adaptada de Padua et
al. (2007) e Embrapa (2016). Foram utilizadas quatro repeti¢des de 25 sementes. As amostras
foram congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -20 °C. Na sequéncia, as
sementes foram liofilizadas e moidas em moinho de bolas (Tecnal, modelo TE-350).

A extracdo da clorofila foi realizada misturando 0,1 g da amostra em 5 ml de acetona 80%,

em tubos tipo Falcon revestidos com papel aluminio, para evitar a incidéncia de luz. Cada
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amostra foi homogeneizada utilizando agitador vértex por uma hora, com agitacdo a cada 15
minutos. Toda a etapa de extracdo foi realizada em ambiente com o minimo de luz. Na
sequéncia, as amostras permaneceram em repouso em B.O.D. sem luz, regulada a 5 °C pelo
periodo de 24 h. Em seguida, foi pipetada aliquota de 1 ml do sobrenadante, sendo a sua
absorbéncia determinada em espectrofotometro (Thermo Scientific, modelo Genesys 10S UV-
Vis) nos comprimentos de onda 645 e 663 nm. O célculo da concentragdo de clorofila, expresso

em mg g’ de matéria seca, foi determinado por meio da seguinte férmula:

Clorofila total = [(20,2 x Aess) + (8,02 x Ase3)] x FC
Em que: A = absorbancia no comprimento de onda subscrito

FC = fator de correcdo = volume de acetona 80% (ml)
peso da amostra (g)

Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia. A normalidade e homogeneidade
dos dados foram verificadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Foi
realizada a andlise de variancia (ANOVA) e as médias das condicdes de armazenamento, de
cada lote, foram comparadas entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05), e comparadas em relacdo
a época inicial pelo teste de Dunnett (p < 0,05). Foi realizada andlise multivariada de
componentes principais (PCA) para todas as varidveis em estudo. A analise estatistica foi

realizada com auxilio do programa R (R Core Team, 2021).

Resultados e Discussao
Os maiores valores de temperatura média e umidade relativa média foram observados na
condi¢do ambiente (Tabela 2). Nas demais condi¢des de armazenamento, a umidade relativa

foi similar.

Tabela 2. Temperatura média e umidade relativa média nos ambientes de armazenamento.

Camara Fria Sala Climatizada Ambiente

Temperatura 11°C+3,2 19°C+1,8 23°C+1,9

média
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Umidade relativa

média

56% + 114

56% + 12,3

65% +9,0

Inicialmente, o teor de d4gua das sementes de todos os lotes foi de cerca de 10% (Figura 1).

Houve variacdo do teor de dgua entre as condi¢des de armazenamento para cada lote, e ao longo

do tempo de armazenamento. Em geral, os teores de dgua variaram entre 7,0 e 10,5%. Apesar

das variacdes observadas, o teor de dgua das sementes ndo foi superior a 12% em nenhum

momento, sendo que na maior parte do tempo os valores oscilaram ao redor de 10%. Isso é

importante, pois pode permitir o armazenamento seguro de sementes de soja, dependendo da

temperatura ambiente (Smaniotto et al., 2014; Franca-Neto et al., 2016). Maior grau de umidade

de sementes durante o armazenamento estd relacionado com maior taxa respiratoria, o que

acelera a degradacao de reservas e, consequentemente, a perda de qualidade (Chidananda et al.,

2014; Ochandio et al., 2017).
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Figura 1. Teor de 4gua de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes propor¢des
de sementes esverdeadas (S.E.) durante o armazenamento em embalagem plastica a 12 °C (PL-12),
embalagem plastica a 20 °C (PL-20), embalagem pldstica sob temperatura ambiente (PL-amb),
embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft a 20 °C (PK-20) e embalagem de
papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

Para todos os lotes analisados, comparando-se as sementes armazenadas nas seis
condic¢des, foi observada germinacdo semelhante apds o armazenamento. Esses resultados
foram observados mesmo para os lotes de pior desempenho inicial (com maiores propor¢cdes de
sementes esverdeadas), que apresentaram germinagao de aproximadamente 80%, sendo este o
valor minimo estabelecido para a comercializacdo de sementes no pais (MAPA, 2013) (Figura
2). Os lotes “A” com 21% de S.E., “B” com 11% de S.E. e “B” com 21% de S.E. apresentaram
germinacdo de 77%. Apesar disso, eles foram armazenados para estudar o efeito das sementes
esverdeadas no desempenho de lotes de baixa qualidade apds o armazenamento. Observou-se
também que os valores de germinag@o obtidos para a maioria das condicdes de armazenamento,
para cada lote, foram estatisticamente semelhantes a condicao inicial. Para o cultivar “A”,

somente no lote com maior propor¢cdo de S.E., e armazenado nas condi¢des de temperatura

ambiente, houve reducdo da germinacao em relacdo ao valor inicial obtido.
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™ ndo significativo pelo teste F (p<0,05), comparando-se cada condi¢do de armazenamento.
* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relagdo ao
inicio.

Figura 2. Germinacéo de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes propor¢des
de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem plastica a 12 °C (PL-12),
embalagem pléastica a 20 °C (PL-20), embalagem plastica sob temperatura ambiente (PL-amb),
embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft a 20 °C (PK-20) e embalagem de
papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

No cultivar “B”, somente o lote com 8% de S.E. e armazenado na condicdo PL-20
apresentou reducdo de desempenho em relagdo a condi¢do inicial. Ja para o cultivar “C”, a
excegdo foi para o lote com 8% de S.E., em que € possivel observar reducdo de germinagao
quando as condi¢des de armazenamento foram PL-20 e PK-amb, em relagdo ao inicio.

Além disso, com aumento da porcentagem de S.E., observou-se menor potencial
germinativo nos cultivares “A” e “B”. J4 para o cultivar “C”, que apresentou maior qualidade
inicial das sementes, ndo se observou essa tendéncia.

Ha diversos relatos na literatura mostrando que lotes de sementes de soja com elevada
qualidade inicial mantém o potencial de germinagdo por alguns meses de armazenamento,
mesmo em condi¢des de temperatura ambiente (Smaniotto et al., 2014; Capilheira et al., 2019;
Coradi et al., 2020). Porém, esses resultados sdo para lotes sem presenca de sementes
esverdeadas, que tendem a se conservar por mais tempo. Todavia, quando se trabalha com lotes
de sementes de soja com presenga de S.E., niveis superiores a 3% de S.E. ja comprometem o
desempenho do lote (Pddua et al., 2007). Acima de 9% de S.E. ndo se recomenda comercializar

o lote como semente, porque com poucos meses (trés a quatro) de armazenamento a qualidade
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tende a ser seriamente comprometida (Costa et al., 2001; Padua et al., 2007; Franca-Neto et al.,
2012).

Os resultados obtidos no teste de germinagdo possivelmente estdao ligados ao baixo teor de
dgua das sementes. Durante o armazenamento, a taxa respiratdria tende a ser mais influenciada
pelo teor de dgua do que pela temperatura (Ochandio et al., 2017), o que afeta a velocidade de
deterioracdo. Como os teores de dgua das sementes armazenadas nas diferentes condi¢des de
armazenamento foram proximos entre si e em relacdo a época inicial, com valores ao redor de
10%, houve maior conserva¢do da qualidade das sementes. Smaniotto et al. (2014) citam
também que o teor de dgua foi fator determinante para a manutencdo do potencial germinativo
de sementes de soja armazenadas por 180 dias, a 27 °C, em embalagens impermedveis e com
grau de umidade decrescendo de 12 para 11%. De fato, com o teor de d4gua mais baixo nas
sementes, alguns eventos que levam a deterioracao tendem a ser inibidos, como a peroxidacao
de lipidios, considerada como um dos principais fatores que levam a perda de qualidade das
sementes (Chidananda et al., 2014; Yin et al., 2015; Min et al., 2017).

No teste de envelhecimento acelerado, o lote com 8% de S.E. da cultivar “A”, apresentou
desempenho similar em todas as condi¢des de armazenamento, sendo que somente na condi¢ao
PL-amb o lote apresentou reducdo de desempenho em relagdo a época inicial (Figura 3). No
lote com 21% de S.E. do mesmo cultivar, somente a condicdo PK-20 contribuiu para manter o
vigor das sementes, sem, entretanto, se diferenciar das condi¢des PL-12 e PL-20. No lote com
maior propor¢ao de S.E. do cultivar “A” (40%), as sementes armazenadas nas condi¢gdes PL-
12, PK-12 e PK-20 apresentaram desempenho semelhante entre si € em relagdo a condig¢do
inicial.

Ainda pelo teste de envelhecimento acelerado, as sementes do lote com 8% de S.E., do
cultivar “B”, armazenadas em PK-20, mantiveram o desempenho observado na época inicial.
Nessa condicao de armazenamento, o resultado foi estatisticamente semelhante aqueles obtidos
nas condi¢des PL-12 e PK-12. Ja no lote com 11% de S.E., as condi¢des PL-20, PK-12 e PK-
20 contribuiram para desempenho similar aquele do inicio do armazenamento, sendo que nessas
condi¢Oes o desempenho do lote ndo diferiu das sementes em PL-12. Por fim, no lote com 21%
de S.E., nenhuma das condi¢des de armazenamento contribuiu para manter o desempenho
inicial das sementes. As condi¢des PK-12 e PK-20 se destacaram ao contribuirem para os

melhores resultados, porém nao diferindo da condi¢ao PL-12.
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™ ndo significativo pelo teste F (p<0,05), comparando-se cada condi¢do de armazenamento.

* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condicdo de armazenamento em relacdo ao
inicio.

Para cada lote, médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 3. Germinagdo apds o envelhecimento acelerado de lotes de sementes de soja de diferentes
cultivares e com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento
em embalagem pléstica a 12 °C (PL-12), embalagem pléstica a 20 °C (PL-20), embalagem plastica sob
temperatura ambiente (PL-amb), embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft
a 20 °C (PK-20) e embalagem de papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

No cultivar “C”, o lote com 2% de S.E. apresentou desempenho similar ao inicio do
armazenamento somente na condi¢cdo PK-20. Entre as condi¢cdes de armazenamento, somente
as sementes armazenadas sob temperatura ambiente, independente da embalagem, tiveram
redugdo no vigor. J4 no lote com 8% de S.E., além das condi¢des de temperatura ambiente, na
condi¢do PL-20 também houve redugdo de desempenho do lote, enquanto as condi¢des PL-12,
PK-12 e PK-20 favoreceram a manuten¢do da qualidade das sementes, semelhante ao que

ocorreu para o lote com 12% de S.E.
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Com excecao do lote com 21% de S.E. do cultivar “B”, todos os demais lotes tiveram em
comum o fato da condi¢do PK-20 estar sempre entre as condicdes que contribuiram para os
melhores resultados nos testes. Além disso, essa condi¢cao contribuiu para a manutencao do
vigor das sementes observado inicialmente, conforme resultados obtidos no teste de
envelhecimento acelerado. Isso é importante, pois indica a possibilidade de economizar energia
por ndo ter que refrigerar até 12 °C e ndo haver necessidade de investir em embalagens pldsticas,
para condi¢des de armazenamento como as do presente trabalho.

Além disso, novamente foi possivel observar que, com o aumento da porcentagem de S.E.,
do lote com menos para aqueles com mais S.E., houve reducdo de desempenho das sementes
no teste de envelhecimento acelerado para os lotes das cultivares “A” e “B”. Ja para a cultivar
“C” nao foi observada essa reducdo, sugerindo que além da porcentagem de S.E., o nivel de
esverdeamento das sementes, reflexo dos teores de clorofila, e o potencial fisioldgico inicial
das sementes sdo fundamentais para sua longevidade.

No teste de envelhecimento acelerado, as sementes sdo submetidas a condi¢do de alta
temperatura e alta umidade relativa, o que acelera processos de deterioragdo (Marcos-Filho,
2015). Por isso, esse teste pode indicar o potencial de armazenamento das sementes e
emergéncia de plantulas em campo (Marcos-Filho, 2015; Batista et al., 2021). Porém, mesmo
quando submetidos a esse estresse, na condicdo PK-20 em quase todos os lotes houve
manutencao do desempenho apds 195 dias de armazenamento.

Em trabalho com sementes de soja de alta qualidade inicial, armazenadas em condi¢do
ambiente (20 °C) e embalagem porosa, o desempenho das sementes com 12% de teor de dgua
no teste de envelhecimento acelerado se manteve estatisticamente semelhante até 45 dias de
armazenamento (Capilheira et al., 2019). No presente trabalho, a manutencdo do vigor das
sementes por 195 dias, mesmo nos lotes de qualidade mais baixa, possivelmente estd ligada ao
teor de 4gua das sementes proximo a 10% durante o armazenamento. Com o teor de d4gua mais
baixo nas sementes alguns eventos que levam a deterioracdo sdo inibidos, conforme citado
anteriormente.

Todavia, € importante destacar que o teor de 4gua foi proximo em todos os lotes e condicdes
de armazenamento, e por isso era esperado melhor desempenho no armazenamento em
embalagem plastica, da mesma forma que Capilheira et al. (2019) relataram, ja que nessa
condi¢do os processos respiratdrios e oxidativos tendem a ser menores (Ochandio et al., 2017).
Assim, provavelmente outros fatores intrinsecos as sementes também contribuiram para os

nossos resultados, como os teores de clorofila e a qualidade inicial.
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No lote com 8% de S.E. do cultivar “A”, somente na condi¢io PL-12, o valor de
condutividade elétrica (CE) ndo diferiu quando comparado ao observado na época inicial
(Figura 4). Porém, o valor de condutividade elétrica obtido para as sementes em PL-12 ndo
diferiu daqueles observados nas condi¢des PL-20 e PK-12. Ja no lote com 21% de S.E., as
condi¢des PL-12 e PL-20 se destacaram entre as demais, contribuindo para obtencdo de
menores valores de CE, além de ndo terem diferido da condicdo inicial. No lote com 40% de
S.E., novamente as condi¢des PL-12 e PL-20 contribuiram para obten¢ao de menores valores
nesse teste, porém nao foi observada diferenca em rela¢io a condicao PK-12. Todavia, nenhuma
das condi¢des de armazenamento desse lote permitiu manter o desempenho inicial das
sementes.

No cultivar “B”, os valores de condutividade elétrica obtidos para as sementes do lote com
8% de S.E. ndo diferiram entre as condi¢des de armazenamento, sendo que nas condi¢des PL-
12, PL-20 e PK-12, ndo houve diferenca em relagdo a condi¢ao inicial. J4 para o lote com 11%
de S.E., na condi¢do de armazenamento PL-12, o valor de CE obtido ndo diferiu do observado
para as sementes antes do armazenamento, sendo similar ao observado nas sementes
armazenadas nas condicdes PL-20, PL-amb, PK-12 e PK-amb. Enquanto no lote com 21% de
S.E., nas condicdes PL-12 e PK-12 os resultados ndo diferiram da condicao inicial. As sementes
nessas condi¢des apresentaram resultado de CE semelhantes aquelas armazenadas em PL-20,
PK-20 e PK-amb.
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™ ndo significativo pelo teste F (p<0,05), comparando-se cada condi¢do de armazenamento.

* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relagdo ao
inicio.

Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 4. Condutividade elétrica de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes
propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e ap6s o armazenamento em embalagem pléstica a 12
°C (PL-12), embalagem plastica a 20 °C (PL-20), embalagem plastica sob temperatura ambiente (PL-
amb), embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft a 20 °C (PK-20) e
embalagem de papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

Para o cultivar “C”, as condi¢Oes de armazenamento do lote com 2% de S.E. ndo
contribuiram para manutencdo dos valores iniciais de CE. Os menores valores foram
observados nas sementes armazenadas em PL-12 e PL-20, que ndo diferiram daquelas
armazenadas em PL-amb e PK-12. Ja no lote com 8% de S.E., as condi¢des PL-12 e PL-20
contribuiram para manuten¢do dos valores de CE observados inicialmente, sendo que os valores
obtidos foram semelhantes a todas as outras condicdes de armazenamento, com exce¢ao das
sementes armazenadas em PL-amb. No lote com 12% de S.E., somente em PK-12 ndo houve
aumento da CE em relacdo a época inicial, sendo que o valor ndo diferiu daqueles observados
nas outras condi¢des de armazenamento.

Os trabalhos com sementes de soja indicam que aumento da porcentagem de S.E. e do
tempo de armazenamento resultam em aumento dos valores de condutividade elétrica (Pddua
et al., 2007; Zorato et al., 2007; Pardo et al., 2015; Teixeira et al., 2020). Em trabalho com S.E.
de canola, também foram observados resultados semelhantes (Onyilagha et al., 2011).

De fato, foi observado que para a maioria das condi¢des de armazenamento houve aumento
da CE em relacdo a época inicial. Porém, somente nos cultivares “A” e, de forma menos
evidente, “B”, foi possivel observar aumento da condutividade com o aumento da porcentagem
de S.E. nos lotes, ainda que estatisticamente ndo significativo. Esses resultados sugerem que
além da porcentagem de S.E., a qualidade inicial das sementes, influenciada pelo ambiente
durante a matura¢do e o nivel de esverdeamento das sementes sdo determinantes para o

desempenho dos lotes, visto que mesmo no lote com 12% de S.E. do cultivar “C” nao
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observamos propensio de aumento da condutividade elétrica em relacdo ao lote com 2% de
S.E. do mesmo cultivar.

Um dos primeiros eventos indicadores do processo de deterioracdo € a perda da integridade
do sistema de membranas, o que € avaliado indiretamente pelo teste de condutividade elétrica
(Marcos-Filho, 2015; Zhang et al., 2021). Esse teste foi mais eficiente do que o teste de
envelhecimento acelerado para demonstrar diferencas na qualidade das sementes de lotes com
propor¢des distintas de S.E. (Padua et al., 2007; Teixeira et al., 2020), o que demonstra a
sensibilidade do teste para indicar a perda de qualidade em lotes com niveis elevados de S.E.

Maiores valores de CE sugerem pior qualidade das sementes, o que indica menor
integridade do sistema de membranas celulares. A reorganizacdo mais lenta das membranas
celulares nessas sementes durante a embebi¢cdo leva a maior lixiviagdo de diversos solutos
(Marcos-Filho, 2015; Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019).

Na condi¢do de embalagem plastica (PL-20 e PL-12, principalmente), os resultados
apontam para menores valores de CE. Isso indica que nessas condi¢des, mantidas com
concentracdo reduzida de oxigénio, os processos oxidativos podem ter sido inibidos, o que
reduz a possibilidade de producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a peroxidacdo de
lipidios (Ochandio et al., 2017). A peroxidacao de lipidios € um dos eventos que podem reduzir
a integridade do sistema de membranas (Yin et al., 2015; Min et al., 2017; Ebone, Caverzan e
Chavarria, 2019).

No teste de comprimento de plantulas, em quase todos os lotes, houve reducdo significativa
do tamanho médio das plantulas quando as sementes foram armazenadas sob temperatura
ambiente. Isso foi observado em quase todas as outras condi¢cdes de armazenamento e menor

em relacdo a condic¢ao inicial (Figura 5).
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* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacao ao
inicio.
Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 5. Comprimento de plantulas de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com
diferentes propor¢cdes de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem
plastica a 12 °C (PL-12), embalagem plastica a 20 °C (PL-20), embalagem plastica sob temperatura
ambiente (PL-amb), embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft a 20 °C (PK-
20) e embalagem de papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

No cultivar “B”, além das condi¢des de temperatura ambiente, na condicao PK-20 foram
observados menores valores de comprimento de plantulas, em relac@o ao inicio, para o lote com
8% de S.E. Ja no lote com 21% de S.E., nas condi¢cdes de armazenamento PL-amb e PK-amb,
houve reducdo nos valores de comprimento de plantulas em relacdo a época inicial. Nas
sementes armazenadas em PL-20 e PK-20, o desempenho também foi reduzido em relagcdo a
época inicial, porém os resultados foram semelhantes aos obtidos para as sementes armazenadas
em PL-12 e PK-12.

Novamente € possivel observar que, em geral, a condi¢cdo PK-20 sempre esteve entre as
condi¢des que proporcionaram melhor desempenho dos lotes no teste de comprimento de
plantulas. Isso indica mais uma vez que nao ha necessidade de investir em temperatura de 12
°C e nem em embalagens plasticas, para condi¢cOes de armazenamento como as do presente
trabalho.

Além disso, os resultados apontam que, com o aumento da porcentagem de S.E., houve
reducdo do tamanho médio das plantulas para os trés cultivares, o que indica a elevada

sensibilidade do teste para revelar diferencas de qualidade fisioldgica das sementes. Reducao
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do comprimento de plantulas proveniente de lotes com maiores niveis de S.E. também foram
relatados por Zorato et al. (2007) e Teixeira et al. (2020).

Em geral, nas seis condi¢gdes de armazenamento, os lotes apresentaram a mesma
uniformidade de plantulas, mesmo para os lotes de qualidade inicial inferior (Figura 6). As
excecdes ocorreram nos lotes com 8% e 21% de S.E. do cultivar “B” e no lote com 2% de S.E.
do cultivar “C”. Em ambos, somente as condi¢cdes de temperatura ambiente ndo contribuiram
para manter o desempenho dos lotes em relacdo as demais condicdes e, ou, em relagdo a época

inicial.
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™ ndo significativo pelo teste F (p<0,05), comparando-se cada condi¢do de armazenamento.

* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacédo ao
inicio.

Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 6. Indice de uniformidade de plantulas de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e
com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em
embalagem pléstica a 12 °C (PL-12), embalagem plastica a 20 °C (PL-20), embalagem plastica sob
temperatura ambiente (PL-amb), embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft
a 20 °C (PK-20) e embalagem de papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).
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Esses resultados sdo importantes, pois plantulas desuniformes podem refletir em campo
com produg¢do desuniforme, podendo resultar em queda de producdo (Finch-Savage e Bassel,
2016; Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019). Além disso, os resultados indicam que o teste foi
sensivel para distinguir lotes com diferentes niveis de S.E. Com o aumento da porcentagem de
S.E., os dados apontaram para reducdo da uniformidade de plantulas, em todos os lotes
avaliados.

No teste de emergéncia em areia, apds 195 dias de armazenamento, todos os lotes do
cultivar “A” apresentaram desempenho estatisticamente semelhante a condicao inicial (Figura
7). Para os lotes com 8% e com 21% de S.E., o desempenho das sementes armazenadas nas seis
condig¢des foi semelhante. J4 o lote com 40% de S.E. armazenado nas condi¢des temperatura
ambiente apresentou menor emergéncia de plantulas comparado as sementes armazenadas na
condic¢do PL-20.

No lote com 11% de S.E. do cultivar “B”, o resultado de emergéncia de plantulas das
sementes armazenadas nas seis condi¢des foi semelhante e similar em relacdo a época inicial.
Ja as sementes do lote com 8% de S.E., apresentaram redu¢do de desempenho em relacio ao
inicio do armazenamento somente na condicdo PL-amb, sendo esse resultado estatisticamente
menor do que quando foram armazenadas em PL-12. Enquanto no lote com 21% de S.E., a
emergéncia de plantulas se manteve semelhante ao da época inicial somente quando
armazenadas nas condi¢des PK-12 e PK-20, sendo esses resultados semelhantes ao da condigao
PL-12. O resultado das sementes em PK-20 foi semelhante também aos observados em PL-20

e PK-amb.
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™ ndo significativo pelo teste F (p<0,05), comparando-se cada condi¢do de armazenamento.

* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relagdo ao
1nicC10.

Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 7. Emergéncia em areia de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes
propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem plastica a 12
°C (PL-12), embalagem pléstica a 20 °C (PL-20), embalagem plastica sob temperatura ambiente (PL-
amb), embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft a 20 °C (PK-20) e
embalagem de papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

Para o cultivar “C”, o lote com 2% de S.E. apresentou resultado similar aquele obtido na
época inicial nas condi¢Oes de armazenamento PL-12, PL-20 e PK-20. Somente as sementes
armazenadas em PK-12 e PK-amb apresentaram resultado inferior quando comparado a
condi¢do foi PL-12. O lote com 8% de S.E. apresentou menor emergéncia de plantulas, em
relacdo ao inicio, quando armazenado em PK-20, sendo o resultado estatisticamente semelhante
a PL-amb, e menor em relacio as demais condi¢gdes. Ja no lote com 12% de S.E. ndo houve
diferenca nos resultados das sementes armazenadas nas seis condi¢des, porém nas condi¢oes
PL-20, PL-amb e PK-amb o desempenho do lote foi menor em relag@o a época inicial.

Para o cultivar “A”, os resultados indicam propensdo de menor desempenho no teste de
emergéncia com o aumento da porcentagem de S.E. nos lotes. Para o cultivar “B”, o lote com
21% de S.E. apresentou tendéncia mais evidente de reducdo na emergéncia de plantulas
comparado aos outros lotes. Ja para o cultivar “C”, o desempenho dos lotes com 8% e 12% de
S.E. foi semelhante, enquanto no lote com 2% de S.E., houve redu¢do da emergéncia de

plantulas.
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O teste de emergéncia de plantulas tem grande importancia, pois a reducao de desempenho
nesse teste pode indicar falhas de emergéncia no campo, comprometendo a produgdo (Finch-
Savage e Bassel, 2016). Para a maioria dos lotes e condi¢des de armazenamento, o desempenho
das sementes foi favorecido em relacdo aos resultados do teste de germinagdo, uma vez que a
conducdo do teste de emergéncia sob temperatura constante de 25 °C e reposicao periddica de
dgua no substrato foram favordveis a obtencdo de maiores valores de emergéncia de plantulas.
Além disso, as caracteristicas do teste de avaliar somente a parte aérea das plantulas, permitir
melhor aeracdo do substrato e auséncia de contato entre plantulas também favoreceram a
obtencdo de valores superiores aos obtidos no teste de germinagao.

Os resultados de viabilidade do teste de tetrazélio corroboram com os de germinacdo,
mostrando que o desempenho das sementes nas seis condi¢cdes de armazenamento foi
semelhante em cada lote apds 195 dias de armazenamento, mesmo para os lotes que
inicialmente tinham menor nivel de qualidade fisiol6gica, ou seja, os que apresentaram maior
proporcdo de S.E. (Figura 8).

Com relacdo ao vigor, avaliado pelo teste de tetrazdlio, o desempenho dos lotes nas
condi¢des de armazenamento foi similar ao resultado da viabilidade, o que indica que esse teste
ndo foi sensivel para discriminar o desempenho dos lotes nas seis condi¢cdes de armazenamento,
apo6s 195 dias de armazenamento. Somente o lote com 8% de S.E. do cultivar “A”, armazenado
na condi¢do PK-amb, apresentou reducdo de desempenho em relagdo a PL-12.
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Cultivar "A" 40% S.E. Cultivar "B" 21% S.E. Cultivar "C" 12% S.E.
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™ ndo significativo pelo teste F (p<0,05), comparando-se cada condicdo de armazenamento e em cada varidvel.
Para cada lote e varidvel, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
Figura 8. Viabilidade e vigor do teste de tetrazdlio de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares
e com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) apds o armazenamento em embalagem
pléstica a 12 °C (PL-12), embalagem plastica a 20 °C (PL-20), embalagem pléstica sob temperatura
ambiente (PL-amb), embalagem de papel kraft a 12 °C (PK-12), embalagem de papel kraft a 20 °C (PK-
20) e embalagem de papel kraft sob temperatura ambiente (PK-amb).

Apesar disso, € nitida a tendéncia de piora de desempenho nos testes de viabilidade e vigor
com o aumento de S.E. nos lotes dos cultivares “A” e “B”. Resultados semelhantes foram
obtidos por Teixeira et al. (2020), o que demonstra, portanto, a sensibilidade do teste para
distinguir lotes com niveis distintos de S.E. J4 o resultado para o cultivar “C” nos revela mais
uma vez que, além da porcentagem de S.E., o nivel de esverdeamento, reflexo do teor de
clorofila, e a qualidade inicial do lote sdo determinantes para seu desempenho apds o
armazenamento.

Embora o potencial germinativo das sementes de todos os lotes avaliados tenha se mantido
semelhante entre as condicdes de armazenamento, os resultados demonstram que o vigor foi
reduzido, principalmente nas condi¢des de temperatura ambiente, seja na embalagem pléstica
ou de papel kraft. Como a temperatura ambiente foi maior que nas condi¢des controladas e os
valores de umidade foram semelhantes em todos os tratamentos, a maior temperatura
possivelmente contribuiu para maior intensidade de deterioracdo das sementes armazenadas
nesta condicao.

Baseado nos testes de comprimento de plantulas, indice de uniformidade, emergéncia e
tetrazdlio, foi possivel observar tendéncia de desempenho semelhante das sementes nas
condi¢des de armazenamento embalagens plastica e de papel kraft nas temperaturas de 12 e 20
°C, e em relacdo a época inicial. Diante disso, torna-se economicamente mais vantajoso utilizar
0 armazenamento na temperatura de 20 °C, para situagdes de umidade relativa e teor de dgua
das sementes como as observadas no presente trabalho. Por esse motivo, a quantificagdo da
clorofila foi realizada somente nos lotes armazenados nas condi¢des PL-20 e PK-20.

Em todos os lotes ndo foi detectada a presenca da clorofila nas sementes armazenadas em

embalagem de papel kraft (Figura 9), o que sugere a degradacdo deste pigmento durante o
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armazenamento das sementes. J4 para a embalagem pléstica, na maioria dos lotes os teores de
clorofila se mantiveram semelhantes aqueles observados na época inicial. As exce¢des foram
os lotes “A” com 8% de S.E. e “B” com 8% de S.E. que apresentaram menor teor de clorofila

em relacdo ao inicio.
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).

Figura 9. Teor de clorofila inicial e ap6s 195 dias de lotes de sementes de soja armazenados nas
condi¢des de embalagem plastica e de papel kraft na temperatura de 20 °C.

Conforme citado, nos cultivares “A” e “B” foi observado aumento da condutividade
elétrica com o aumento da porcentagem de S.E., bem como aumento da condutividade elétrica
com o armazenamento. Esse aumento foi acompanhado também pela tendéncia de incremento
nos teores de clorofila das sementes armazenadas em PL-20, mas nao em PK-20, com o

aumento da porcentagem de S.E. em cada genétipo.
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J4 no cultivar “C” ndo houve aumento da condutividade elétrica com o aumento da
porcentagem de S.E. nos lotes, € ndo houve aumento dos teores de clorofila, com o incremento
de S.E. dos lotes, em nenhuma das embalagens utilizadas. Isso indica que o teste de
condutividade elétrica ndo foi eficiente para segregar esses lotes com niveis crescentes de S.E.,
nas condic¢des deste estudo.

Ademais, a menor degradacdo da clorofila nas sementes armazenadas na embalagem
plastica indica menor oxida¢do nas sementes, o que supde menor deterioracdo. Em outros
trabalhos com sementes de soja foi relatado que embalagem pldstica proporcionou manutengao
da qualidade das sementes, possivelmente por limitar o processo respiratdrio, o que se reflete
na taxa de deterioracao (Ochandio et al., 2017; Capilheira et al., 2019).

De fato, os resultados apontaram para melhor desempenho no teste de condutividade
elétrica das sementes armazenadas em PL-20. Entretanto, isso ndo se refletiu em melhor
desempenho no teste de envelhecimento acelerado, indicador do potencial de armazenamento.

Na maioria dos testes de vigor, como crescimento de plantulas, indice de uniformidade de
plantulas e tetrazdlio, o armazenamento em embalagem de papel kraft ou pléstica na
temperatura de 20 °C proporcionou resultados semelhantes. Todavia, pode-se observar que em
geral, com o aumento da porcentagem de S.E. em cada genétipo, houve tendéncia de reducdo
de desempenho no teste de envelhecimento acelerado das sementes armazenadas na embalagem
plastica.

Isso pode estar relacionado com a maior conservacdo da clorofila das sementes
armazenadas na embalagem pldstica, em relacdo a de papel kraft. Um dos fatores que levam a
degradacao da clorofila € a presenca do oxigénio (Borrmann et al., 2009). Porém, as embalagens
plasticas apresentavam concentracdo reduzida de oxigénio, visando reduzir as reacdes de
oxida¢do, fundamentais nos processos deteriorativos (Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019;
Zhang et al., 2021). Portanto, essa condi¢do de armazenamento pode ter contribuido para
manutenc¢do dos teores de clorofila das sementes.

Além disso, a degradacdo da clorofila também estd relacionada com a produgdo do
antioxidante tocoferol, reconhecido como um dos principais compostos antioxidantes em
sementes de soja, com atuacdo de destaque em membranas bioldgicas (Sattler et al., 2004; vom
Dorp et al., 2015). Em trabalho com sementes de soja, Giurizatto et al. (2012) relataram
aumento dos niveis de tocoferol com o armazenamento. Sendo assim, é possivel que o
armazenamento em embalagem de papel kaft tenha favorecido a degradacdo da clorofila, ao

mesmo tempo em que favoreceu o acimulo desse antioxidante.
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Sementes com maior teor de clorofila sd3o mais sensiveis a estresses, como o causado pelo
envelhecimento acelerado (Smolikova, Laman e Boriskevich, 2011). A clorofila é facilmente
excitada, e o fato dela participar da cadeia de transporte de elétrons nao funcional, visto que as
membranas dos tilacoides dos cloroplastos se desintegram em sementes maduras, pode resultar
na formacao adicional de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de radicais livres capazes de
induzir estresse oxidativo e acelerar a deterioracdo das sementes (Smolikova, Laman e
Boriskevich, 2011; Smilikova e Medvedev, 2016; Taiz et al., 2017; Noctor et al., 2018).

Diante disso, os resultados observados indicam que duas situagdes podem ter ocorrido
simultaneamente. A menor disponibilidade de oxigénio na condi¢do de armazenamento em
embalagem plastica pode ter contribuido para reduzir as rea¢des de oxidacdo, o que favoreceu
a conservacao das sementes. Porém, nessa mesma condi¢do a degradacio da clorofila foi menos
intensa e isso pode ter causado maior estresse oxidativo nas sementes, conforme relatado por
Smolikova, Laman e Boriskevich, (2011).

Assim, os resultados sugerem que a manutencdo da qualidade das sementes armazenadas
na condi¢ao PK-20, conforme resultados obtidos com o teste de envelhecimento acelerado, se
deve a maior degradacdo da clorofila e ao baixo teor de 4gua mantido durante o periodo de
armazenamento, o que também minimiza rea¢des de oxidacdao (Ebone, Caverzan e Chavarria,
2019).

Em sintese, a andlise de componentes principais (PCA) evidenciou o desempenho distinto
dos lotes e entre os genoétipos (Figura 10). Para o cultivar “A” (Figura 10 A), enquanto os lotes
com 21 e 40% de S.E., nas seis condi¢des de armazenamento, se concentraram juntamente com
o vetor da condutividade elétrica, o lote com menos S.E., em todas as condi¢des de
armazenamento, se posicionou no lado oposto, préximo aos outros vetores dos demais testes de
qualidade, o que indica maior qualidade fisiol6gica das sementes deste lote.

Para o cultivar “B” (Figura 10 B), o vetor do teste de condutividade elétrica ficou mais
préoximo, principalmente, dos lotes armazenados nas condi¢Oes de temperatura ambiente,
independentemente da proporcao de S.E. J4 os outros vetores e a maioria dos outros lotes
ficaram posicionados em posi¢ao oposta. Comportamento semelhante foi observado no cultivar
“C” (Figura 10 C).

Na figura 10 D esté representada a PCA incluindo todos os lotes de todos os cultivares
armazenados nas condi¢des de embalagem plastica e de papel kraft, na temperatura de 20 °C.
Os lotes com mais S.E. dos cultivares “A” e “B”, além do lote com 8% de S.E. do cultivar “B”

na condi¢do PK-20, se posicionaram em posi¢do oposta aos demais lotes, juntamente com os
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vetores da condutividade elétrica e do teor de clorofila. Isso demonstra que os teores de clorofila
sdo tao importantes quanto a porcentagem de S.E., visto que mesmo o lote com mais S.E. (12%)
do cultivar “C”, se posicionou juntamente com os demais lotes e do mesmo lado dos outros
vetores dos testes de qualidade. Essa informacao se torna mais relevante ao analisarmos a
literatura que cita o limite de 9 ou 10% de S.E. para o lote ser propicio para o comércio (Costa
et al., 2001; Padua et al., 2007). Além disso, observa-se que o vetor do teor de clorofila estd
mais préximo dos lotes armazenados na condi¢do de embalagem pléstica, ilustrando a maior
conservagao da clorofila naquela condi¢do de armazenamento. No entanto, a manutencao dos
teores de clorofila das sementes durante o armazenamento, nio foi favordvel a manutencao da

qualidade das sementes.
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Figura 10. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinacdo (germ), envelhecimento acelerado (env), condutividade elétrica (cond), crescimento de plantulas (cresc),
indice de uniformidade de plantulas (uniform), emergéncia (emerg), viabilidade no tetrazélio (ttz_viabil) e vigor no tetrazélio (ttz_vigor) dos lotes dos cultivares “A” (A), “B” (B) e “C”
(C) armazenados nas condi¢des de embalagem pldastica 12 °C (PL-12), plastica 20 °C (PL-20), plastica ambiente (PL-amb), papel kraft 12 °C (PK-12), papel kraft 20 °C (PK-20) e papel
kraft ambiente (PK-amb). PCA das varidveis germ, env, cond, cresc, uniform, emerg, ttz_viabil, ttz_vigor e clorofila dos lotes de todos os cultivares armazenados nas condi¢cdes de

embalagem pléstica e de papel kraft 20 °C (D).
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Conclusoes

Em ambiente com umidade relativa de 56% e temperatura de 20 °C houve manuten¢do
da qualidade dos lotes de sementes de soja armazenadas com teor de 4gua de 10%, independente
da propor¢ao de sementes esverdeadas.

Nas sementes armazenadas em embalagem pléstica e temperatura de 20 °C, a degradacdo
da clorofila foi menor e isso contribuiu para reducao do vigor das sementes.

Assim como a porcentagem de sementes esverdeadas e o desempenho inicial do lote, o
teor de clorofila nas sementes é determinante para seu desempenho apds o armazenamento,

sendo que maiores teores de clorofila levam a redu¢do mais drastica da qualidade das sementes.
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Alteracoes bioquimicas em lotes de soja com diferentes niveis de sementes esverdeadas
submetidos ao armazenamento

Resumo

A presenca de sementes esverdeadas de soja afeta negativamente a qualidade do lote. Essas
sementes sdo problemdticas, pois apresentam menor qualidade fisioldgica, que reflete no seu
baixo potencial de armazenamento. Entender os eventos fisiol6gicos relacionados ao processo
de perda de qualidade de lotes com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas ¢é
fundamental, para que se possa adotar estratégias que visem mitigar esse problema. Diante
disso, objetivou-se com este trabalho avaliar as alteracdes bioquimicas em lotes de sementes de
soja contendo diferentes propor¢des de sementes esverdeadas, submetidos ao armazenamento
em dois tipos embalagens. Para isso foram utilizadas trés cultivares de soja, cada uma com trés
lotes com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas: Cultivar “A”, com 8, 21 e 40% de
sementes esverdeadas; cultivar “B” com 8, 11 e 21% de sementes esverdeadas; e cultivar “C”
com 2, 8 e 12% de sementes esverdeadas. Os lotes foram caracterizados inicialmente, por meio
da determinacdo do grau de umidade e do desempenho nos testes de germinacdo e
envelhecimento acelerado. Andlises bioquimicas foram realizadas, determinando-se os teores
de clorofila, malonaldeido (MDA) e proteinas soluveis totais, e as atividades das enzimas
superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato
(APX). Em seguida, cada lote foi armazenado em duas embalagens: pldstica impermedvel, com
lacre para vedacao; e de papel kraft. Os lotes armazenados nas duas embalagens foram mantidos
a 20 °C. Ap6s 195 dias de armazenamento, as sementes foram novamente submetidas as
avaliagOes descritas anteriormente. O grau de umidade inicial das sementes e ao longo do
armazenamento ficou préximo de 10%. Em geral, o potencial de germinacdo das sementes foi
mantido durante o armazenamento. O armazenamento em embalagem de papel kraft contribuiu
para manuten¢do de maiores niveis de vigor e maior degradagdo da clorofila das sementes. Na
maioria dos lotes, a atividade da SOD aumentou quando as sementes foram armazenadas em
embalagem pléstica. Porém, esse aumento ndo foi acompanhado pelo aumento na atividade das
enzimas CAT, POX e APX. Houve reducdo na atividade dessas enzimas com o armazenamento,
em ambas as embalagens. Conclui-se que o armazenamento em embalagem de papel kraft
favoreceu o desempenho fisioldgico e bioquimico de sementes de soja com grau de umidade de

10%, independente da propor¢ao de sementes esverdeadas.
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Introducao

A soja [Glycine max (L.) Merrill] se destaca como o principal produto do agronegdcio
brasileiro, responsédvel por cerca de 50% da produgdo nacional de graos (CONAB, 2022). E
para atender a demanda de producdo, é fundamental o estabelecimento de lavouras de alto
desempenho, uniformes e com estande adequado. Nesse sentido, torna-se primordial o uso de
sementes de alta qualidade.

Entretanto, eventos climdticos como altas temperaturas e déficit hidrico tém prejudicado o
desempenho das lavouras de graos e os campos de producao de sementes. No caso de sementes,
essas adversidades foram as principais responsaveis pela elevada incidéncia de sementes
esverdeadas de soja em safras recentes, alcancando indice superior a 50% em algumas dreas
(Embrapa, 2020).

Sabe-se que o uso de sementes de alta qualidade é essencial para alcancar altas
produtividades (Francga-Neto et al., 2016). A qualidade de um lote de sementes € determinada
pelos seus atributos de qualidade, entre eles o potencial fisiolégico (Marcos-Filho, 2015).
Todavia, a presenca de altas propor¢des de sementes esverdeadas, torna a obtencdo de lotes de
sementes de soja de alta qualidade fisioldgica um desafio para os produtores.

A presenca de sementes esverdeadas em lotes de soja € problemética, pois essas sementes
apresentam menor armazenabilidade, ainda que logo apds a colheita possam apresentar bom
desempenho nos testes fisioldgicos (Padua et al., 2007; Cicero, Schoor e Jalink, 2009; Franca-
Neto et al., 2012; Teixeira et al., 2020). Nesse caso, entender os eventos relacionados ao
processo de perda de qualidade dessas sementes € fundamental, para que se possa adotar
estratégias que visem mitigar esse problema.

Uma dessas estratégias diz respeito as condicdes de armazenamento. Basicamente, quanto
ao tipo de embalagem, as sementes podem ser armazenadas em embalagens que permitem a
livre troca de gases com o ambiente, as que limitam essa troca e aquelas que impedem (Carvalho
e Nakagawa, 2000). A escolha da embalagem vai depender de caracteristicas da semente, do
ambiente e do tempo que se deseja armazenar as sementes, sendo que a interagao desses fatores
vai definir a intensidade do processo de deterioracgao.

No processo de maturacao das sementes, a degradacdo da clorofila normalmente ocorre por

meio da acdo de enzimas, tais como a clorofilase, magnésio-chelatase e oxigenases (Franca-
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Neto et al., 2012; Smolikova e Medvedev, 2016). Apds a colheita também pode ocorrer a
degradacdo desse pigmento, a partir de processos quimicos dependentes de fatores externos
como temperatura, luz e oxigénio (Sinnecker et al., 2005; Borrmann, Andrade e Lanfer-
Marquez, 2009), o que vai influenciar no nivel de esverdeamento das sementes.

Durante o processo de deterioracdo, uma sequéncia de eventos ocorre, promovendo,
inicialmente, a perda de qualidade identificadas primeiramente a partir de reducdo de
caracteristicas relacionados com o vigor das sementes, como menor resisténcia a estresses,
menor velocidade de germinacdo, menor tamanho de plantulas, entre outras (Bewley et al.,
2013; Marcos-Filho, 2015; Finch-Savage e Bassel, 2016; Zhang et al., 2021). Posteriormente,
a germinacao também serd comprometida.

A peroxidacdo de lipidios, considerada um dos principais eventos relacionados a
deterioracdo das sementes, ocorre a partir da acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e
radicais livres, principalmente nas membranas celulares (Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019;
Zhang et al., 2021). Essas moléculas tém a capacidade de oxidar diversos constituintes celulares
(Noctor et al., 2018; Zhang et., 2021). A molécula de clorofila pode influenciar nesse processo,
visto que ela é excitada com facilidade, podendo resultar na formacao adicional de EROs e de
radicais livres capazes de induzir maior estresse oxidativo e acelerar a deterioracdo das
sementes (Smolikova, Laman e Boriskevich, 2011; Smilikova e Medvedev, 2016; Taiz et al.,
2017; Noctor et al., 2018).

O sistema de defesa antioxidante enzimdtico atua na protecao contra o estresse oxidativo.
Esse sistema é formado por algumas enzimas, tais como superdoxido dismutase, catalase e
diversas peroxidases que combatem o excesso de EROs (anion superéxido, radical hidroxila,
oxigénio singleto e per6xido de hidrogénio) e radicais livres, ou protegendo compostos e
estruturas celulares da agdo desses agentes (Noctor et al., 2018).

Diversos estudos tém demonstrado boa relacio entre a atividade de enzimas do sistema
antioxidante com o desempenho fisioldgico de lotes de sementes. Em sementes de grao-de-bico
(Cicer arietinum L.), foi observado relacdo da atividade das enzimas catalase e peroxidase do
ascorbato com a qualidade fisioldgica das sementes (Araujo et al., 2021). J4 para sementes de
canola (Brassica napus L.) envelhecidas naturalmente, Boniecka et al. (2019) observaram que
a atividade da superéxido dismutase apresentou relagdo inversa com o desempenho fisiologico
das sementes. Yin et al. (2015) avaliaram sementes de canola (Brassica napus L.) e observaram
que a atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase reduziu nas sementes envelhecidas

artificialmente. De maneira semelhante, Min et al. (2017) relataram que sementes de soja
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envelhecidas artificialmente apresentaram menor atividade das enzimas antioxidantes
super6xido dismutase, peroxidase do ascorbato, monodesidroascorbato redutase e
desidroascorbato redutase.

Além disso, outros indicadores bioquimicos estio relacionados ao processo de deterioracao
em sementes. Chidananda et al. (2014), trabalhando com sementes de pulses, relataram actimulo
de 4cidos graxos livres em sementes armazenadas. Os resultados de Sharma et al. (2013)
também apontaram para o aumento no teor de 4cidos graxos livres em sementes de soja
armazenadas por 180 dias. O aumento de dcidos graxos livres, principalmente em sementes
oleaginosas, indica degradacdo de reservas, e com isso a deterioracdo das sementes (Sharma et
al., 2013; Chidananda et al., 2014).

No trabalho de Boniecka et al. (2019), mesmo havendo declinio no potencial fisiologico,
nao foram observadas redugdes consistentes nos conteudos de agucares e proteinas soliveis em
sementes de canola envelhecidas naturalmente apds trés anos. Ja Bhatia et al. (2010) citam que
o teor de proteinas soliveis foi mais alto nas sementes de soja mais deterioradas.

Yin et al. (2015) e Min et al. (2017) relataram actimulo de malonaldeido em sementes de
soja envelhecidas artificialmente. O malonaldeido, considerado um biomarcador do processo
de deterioracdo de sementes, € um dos produtos da peroxidacdo de lipidios (Anjum et al., 2015;
Zhang et al., 2021).

Diante disso, objetivou-se com este trabalho avaliar alteracdes fisioldgicas e bioquimicas
em lotes de sementes de soja contendo diferentes propor¢des de sementes esverdeadas,

submetidos ao armazenamento em dois tipos embalagens.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Pesquisa de Sementes do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal de Vicosa. Foram utilizados lotes de sementes de soja
produzidos na safra 2019/2020, de trés cultivares, cada uma delas representada por trés lotes
com diferentes niveis de sementes esverdeadas, de multiplicadores localizados no estado do
Rio Grande do Sul (Tabela 1). As propor¢cdes de sementes esverdeadas em cada lote foram
determinadas com auxilio do programa Ilastik (Medeiros et al., 2020). Foram utilizadas quatro
repeticoes com 50 sementes cada. Cada repeticao foi digitalizada com auxilio de um escaner
(HP, modelo Scanjet 200) em resolucio de 600 dpi. Posteriormente, cada imagem foi
segmentada, obtendo-se as classes de segmentacao “fundo” e “sementes”. Na sequéncia, foram

criados mapas de probabilidade selecionando diretamente nas imagens somente as sementes
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que de forma nitida eram amarelas ou esverdeadas. Com base no classificador Random Forest,
cada semente foi classificada em amarela ou esverdeada. Para cada lote, o classificador treinado
foi utilizado nas demais imagens. Os mapas de probabilidade de cada imagem foram exportados

e a partir deles foram obtidas as proporcdes de sementes esverdeadas em cada lote.

Tabela 1. Cultivares e lotes de sementes de soja com diferentes niveis de sementes esverdeadas.

Cultivar Lotes Propor¢do de sementes esverdeadas
1 8%
“A” 2 21%
3 40%
4 8%
“B” 5 11%
6 21%
7 2%
“C» 8 8%
9 12%

As sementes foram caraterizadas fisiologicamente, por meio da avaliagao do desempenho
nos testes de germinacdo e envelhecimento acelerado, e bioquimicamente por meio da
determinacdo do teor de clorofila, teor de malonaldeido, teores de proteinas soluveis, atividade
das enzimas do sistema antioxidante enzimatico superoxido dismutase, catalase, peroxidase e
peroxidase do ascorbato. Em seguida, cada lote foi armazenado em duas embalagens: plastica
de multicamada de polietileno, com lacre para vedacdo e espessura de 0,078 mm; e de papel
kraft. Os lotes armazenados foram mantidos na temperatura de 20 °C. Apds 195 dias de
armazenamento, as sementes foram novamente submetidas as avaliacdes descritas
anteriormente. Além disso, antes e ao longo do periodo de armazenamento, foi determinado o
grau de umidade das sementes. Para isso, foi realizada amostragem de sementes de todos os
lotes em ambas as embalagens. Apds cada amostragem, o ar das embalagens plésticas era

removido com auxilio de um aspirador de po, e as embalagens novamente lacradas.

Umidade

O grau de umidade foi determinado utilizando o método padrao da estufa a 105 °C + 3 por
24 h, com quatro repeti¢des de 25 sementes cada. Os resultados foram expressos em teor de
dgua em base timida.

Com base nos resultados obtidos na determinacio do grau de umidade, foi realizado o pré-
condicionamento das sementes antes da realiza¢do dos testes de germinagdo, comprimento de

plantulas, emergéncia e tetrazolio, descritos a seguir, conforme a recomendacao das RAS Brasil
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(2009). Para isso, as sementes foram dispostas em camada tinica sobre uma tela no interior de
caixas gerbox, contendo 40 mL de 4dgua destilada no fundo. A caixa foi fechada e permaneceu

por 16 h em germinador regulado a 25 °C.

Germinagdo

O teste de germinacdo foi conduzido utilizando-se quatro repeti¢cdes de 50 sementes cada.
A semeadura ocorreu sobre duas folhas de papel para germinacdo, seguida de cobertura por
uma terceira folha. Na sequéncia foram confeccionados os rolos. Essas folhas foram
previamente umedecidas com volume (mL) de 4gua correspondente a 2,5 vezes o peso do papel
seco. Os rolos foram mantidos em germinador regulado a 25 °C, com fotoperiodo de 8 h. As
avaliacdes ocorreram no quinto dia apds a semeadura. Os resultados foram expressos em

porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).

Envelhecimento acelerado

Para esse teste foi utilizada a metodologia da caixa gerbox (Marcos-Filho, 2020). As
sementes foram dispostas em camada unica sobre uma tela no interior de caixas gerbox,
contendo 40 mL de 4gua destilada no fundo. A caixa foi fechada e permaneceu em B.O.D.
regulada a 41 °C por 48h. Apés esse periodo, as sementes foram entdo colocadas para germinar,
conforme descrito para o teste de germinagdo e avaliadas cinco dias apds a semeadura. Os

resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Clorofila

O teor de clorofila total foi determinado usando metodologia adaptada de Padua et al.
(2007) e Embrapa (2016). Foram utilizadas quatro repeti¢oes de 25 sementes cada. As amostras
foram congeladas com nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -20 °C. Na sequéncia, as
sementes foram liofilizadas e moidas em moinho de bolas (Tecnal, modelo TE-350).

A extracdo da clorofila foi realizada misturando 0,1 g da amostra em 5 ml de acetona 80%,
em tubos tipo Falcon revestidos com papel aluminio, para evitar a incidéncia de luz. Cada
amostra foi homogeneizada utilizando agitador vértex por uma hora, com agitagdo a cada 15
minutos. Toda a etapa de extracdo foi realizada em ambiente com o minimo de luz. Na
sequéncia, as amostras permaneceram em repouso em B.O.D. sem luz, regulada a 5 °C pelo
periodo de 24 h. Em seguida, foi pipetada aliquota de 1 ml do sobrenadante, sendo a sua

absorbéncia determinada em espectrofotometro (Thermo Scientific, modelo Genesys 10S UV-



72

Vis) nos comprimentos de onda 645 e 663 nm. O célculo da concentragdo de clorofila, expresso
em mg g de matéria seca, foi determinado por meio da seguinte férmula:
Clorofila total = [(20,2 x Aess) + (8,02 x Ags3)] x FC
Em que: A = absorbancia no comprimento de onda subscrito

FC = fator de correcdo = volume de acetona 80% (ml)
peso da amostra (g)

Malonaldeido (MDA)
O teor de MDA foi determinado a partir da reagdo com solugdo de acido tiobarbitirico
(TBA) e 4cido tricloacético (TCA) (Heath e Packer, 1968). Para isso, quatro repeti¢cdes de 20
sementes cada foram embebidas por 16 horas, tiveram seus tegumentos removidos, foram
liofilizadas e moidas. Posteriormente, uma amostra de 0,15 g desses embrides foi
homogeneizada com 2 mL de solu¢do de TCA 0,1% (p/v), com auxilio do agitador vortex, e
em seguida centrifugados a 14.000 g por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi coletado,
armazenado em tubos eppendorf e mantidos em gelo. Na sequéncia, 0,5 mL do sobrenadante
foi misturado a 1,5 mL do meio de reacao formado por TBA 0,5% (p/v) e TCA 20% (p/v). Essa
mistura ficou incubada em banho-maria a 90 °C por 20 minutos. Logo em seguida, a mistura
foi resfriada em banho de gelo por um minuto e centrifugada a 14.000 g por 4 min. A
absorbéncia da amostra foi lida em espectrofotometro (Thermo Scientific, modelo Genesys 10S
UV-Vis) nos comprimentos de onda 532 nm e 600 nm. O cdlculo dos teores de MDA foram
expressos em nmol g de massa seca, utilizando o coeficiente de extingdo mola de 155 mM™!
cm, por meio da férmula:
Teor de MDA (nM mL™") = [(As32 - As00)/155000] x 10°
Em que: A = absorbancia no comprimento de onda subscrito
Para expressar os resultados em nmol g'! massa seca™!

Teor de MDA (nM g ! massa seca!) = [Teor de MDA (nM mL™!) x 2/0,5]/peso amostra (g)

, a seguinte conversao foi realizada:

Em que 2 € a correcdo do teor de MDA para o volume lido no espectro e 0,5 € o volume da

aliquota do sobrenadante utilizada para reacao.

Enzimas do sistema antioxidante
Quatro repeticdes de 20 sementes cada foram embebidas por 16 horas, tiveram seus
tegumentos removidos, foram liofilizadas e moidas. A atividade das enzimas do sistema

antioxidante superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do
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ascorbato (APX) foram determinadas a partir de extrato enzimdtico bruto obtido pela
homogeneizagdo, em agitador vortex, de 0,15 g de embrides em meio de extracdo. O meio de
extracdo foi composto de tampao fosfato de potassio a 0,1 M e pH 6,8, 4cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 0,1 mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) a 1 mM
e polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Essa mistura foi
centrifugada a 19.000 g por 15 minutos a 4 °C. Na sequéncia, o sobrenadante (extrato
enzimatico bruto) foi recolhido e utilizado para determinar a atividade das enzimas a partir de
leituras de absorbancia em espectrofotdmetro de microplacas ELISA (Thermo Scientific,

modelo Multiskan GO).

Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com Giannopolitis e Ries (1977) e Del
Longo et al. (1993). A determinacao foi realizada pela adi¢ao 10 uL do extrato enzimético bruto
a 190 pL de meio de reacdo constituido por tampao fosfato de sédio 50 mM e pH 7,8, metionina
13 mM, azul de p-nitro tetrazélio (NBT) 75 uM, EDTA 0,1 mM, riboflavina 2 uM e agua
ultrapura. A reacio ocorreu em placa Elisa, dentro de uma camara com iluminacao de luz de
LED 9 W a 25 °C. Ap6s 5 minutos de exposicdo a luz, a iluminagdo foi interrompida e a
formazana azul, resultante da fotorreducao do NBT, foi medida pela absorbancia a 560 nm, em
um leitor de Elisa. A amostra correspondente ao branco claro foi obtida da mesma forma que a
anterior, porém com o extrato enzimatico bruto sendo substituido por dgua destilada. O branco
escuro foi obtido de forma semelhante ao branco claro, com a diferenca de ter sido mantido no
escuro durante 0 mesmo tempo da amostrada no claro. Uma unidade de SOD foi definida como
a quantidade de enzima necessario para inibir 50% a fotoredu¢do do NBT (Beauchamp e

Fridovich, 1971). O resultado foi expresso em U min"! mg™! de proteina.

Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 10 uL do extrato enzimadtico bruto a 190
puL de meio de reacdo, constituido de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 6,8, H2O2 12,5
mM e dgua ultrapura (Havir e McHale, 1987). O decréscimo na absorbancia, a 240 nm e 25 °C,
foi medido em um espectrofotdmetro com leitor de Elisa durante cinco minutos de reag¢do. Para
o cdlculo da atividade enzimdtica foi utilizado o coeficiente de extingiio molar de 36 M™! cm’!

(Anderson, Prasad e Stewart, 1995). O resultado foi expresso em umol min' mg'! proteina.
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Peroxidases (POX)

A atividade da POX foi determinada utilizando-se 10 pL de extrato bruto adicionado a 190
uL de meio de reagdo. O meio de reagdo foi composto de tampao fosfato de potdssio 25 mM,
pirogalol 20 mM, H>02 20 mM e 4gua ultrapura (adaptado de Kae e Mishra, 1976). A producdo
de purpurogalina foi medida, durante dois minutos de reacdo, por meio do incremento da
absorbéncia a 420 nm e 25 °C. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro com
leitor de ELISA. Para o célculo da atividade enzimética utilizou-se o coeficiente de extingao
molar 2,47 mM™' cm™! (Chance e Maehley, 1955). O resultado foi expresso em nmol min’! mg

I de proteina.

Peroxidase do ascorbato (APX)

A atividade da APX foi determinada a partir de 30 pL de extrato bruto enzimatico adicionado
em 170 uL. de meio de reagdo. O meio de reacdo foi composto de tampao fosfato de potassio
50 mM, pH 6,0, 4cido ascorbico 0,8 mM, H2O> 1 mM e dgua ultrapura (adaptado de Nakano e
Asada, 1981; Koshiba, 1993). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro com
leitor de ELISA no comprimento de onda de 290 nm, a 25 °C e durante dois minutos. Utilizou-
se o coeficiente de extin¢do molar de 2,8 mM™! cm™ para o célculo da atividade enzimitica

(Nakano e Asada, 1981). O resultado foi expresso em nmol min' mg! de proteina.

Proteinas soliiveis totais

Com o mesmo extrato bruto utilizado para determinar a atividade enzimética, foi
determinado os teores de proteinas soluveis totais. A albumina sérica bovina (BSA) foi utilizada
como padrao (Bradford, 1976). Foram adicionados 6 pL do extrato enzimatico bruto a 294 pL
de reagente de Bradford, seguido de agitacdo. Apds cinco minutos, procedeu-se com a leitura

da absorbancia em espectrofotometro a 595 nm.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia. A normalidade dos erros foi
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, enquanto a homogeneidade foi verificada pelo teste de
Bartlett. Em cada lote, as médias das condicdes de armazenamento foram comparadas entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05), e comparadas em relagdo a época inicial pelo teste de Dunnett

(p < 0,05). Foi realizada analise multivariada de componentes principais (PCA) para todas as
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varidveis em estudo. A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa R (R Core

Team, 2021).

Resultados e Discussao

A temperatura média do ambiente de armazenado foi de 19 °C + 1,8, enquanto a umidade
relativa média foi de 56% + 12,3. Ja o teor de dgua das sementes, inicialmente, ficou ao redor
de 10% para todos os lotes (Figura 1). Houve variag¢do do teor de dgua entre as condi¢des de
armazenamento para cada lote, e ao longo do tempo, sendo que, em geral, os teores de dgua
variaram de 7,0 a 10,5%. Os teores de dgua das sementes dos lotes oscilaram ao redor de 10%,
0 que pode permitir o armazenamento seguro de sementes de soja, dependendo da temperatura
ambiente, j4 que maior valor de grau de umidade esta relacionado com degrada¢@o mais rdpida
das reservas, comprometendo o vigor do lote de sementes (Chidananda et al., 2014; Smaniotto

et al., 2014; Franca-Neto et al., 2016; Ochandio et al., 2017).
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Figura 1. Teor de 4gua de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes propor¢des
de sementes esverdeadas (S.E.) durante o armazenamento a 20 °C, em embalagem pléstica e embalagem
de papel kraft.
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Em todos os lotes analisados a germinagdo das sementes armazenadas em ambas as
embalagens foi semelhante (Figura 2). Até mesmo os lotes de pior desempenho inicial, e que
apresentavam maiores proporcoes de S.E., que apresentaram potencial de germinagao proximo
a 80%, sendo este o valor minimo para o lote ser considerado como semente (MAPA, 2013).
Além disso, para cada lote, os valores de germinacdo foram estatisticamente semelhantes a
condicao inicial, com excecao dos lotes da cultivar “B” com 8% de S.E. e da cultivar “C” com

8% de S.E., que apresentaram reducido de germinacdo quando armazenados em embalagem
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
* Diferencga significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacdo ao
inicio.

Figura 2. Germinacdo de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes propor¢des
de sementes esverdeadas (S.E.) antes e ap6s o armazenamento a 20 °C em embalagem plastica e de papel
kraft.
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Lotes de sementes de soja com elevada qualidade inicial tendem a manter o potencial de
germinagdo por alguns meses de armazenamento, mesmo em condi¢des de temperatura
ambiente (Smaniotto et al., 2014; Capilheira et al., 2019; Coradi et al., 2020). Porém, isso
geralmente ocorre em lotes sem presenca de S.E., que tendem a se conservar por mais tempo,
mesmo com grau de umidade das sementes mais proximo de 12% (Smaniotto et al., 2014;
Capilheira et al., 2019). Todavia, lotes de sementes de soja com presenca de S.E. em propor¢ao
superior a 3% podem apresentar comprometimento do desempenho (Padua et al., 2007). Acima
de 9% de S.E. ndo se recomenda comercializar o lote como semente, porque com trés a quatro
meses de armazenamento a qualidade devera estar seriamente comprometida (Costa et al., 2001;
Padua et al., 2007; Franca-Neto et al., 2012).

A manutengdo do teor de dgua das sementes préoximo a 10% possivelmente foi
determinante para a conservacdo do potencial de germinacdo, devido a menor taxa de
deterioracdo (Ochandio et al., 2017). De fato, com o teor de d4gua mais baixo nas sementes,
alguns eventos que levam a deterioracao tendem a ser inibidos, como a peroxidacao de lipidios,
considerada como um dos principais fatores que levam a perda de qualidade das sementes
(Chidananda et al., 2014; Yin et al., 2015; Min et al., 2017).

No teste de envelhecimento acelerado, o lote com 8% de S.E. da cultivar “A” apresentou
desempenho similar entre as duas condi¢cdes de armazenamento, e em relacdo a época inicial
(Figura 3). No lote com 21% de S.E. do mesmo cultivar, a embalagem de papel kraft contribuiu
para manter o vigor das sementes, sem, entretanto, se diferenciar do resultado obtido para as
sementes armazenadas em embalagem plastica. No lote com maior propor¢do de S.E. do
cultivar “A” (40%), novamente as sementes armazenadas em embalagem de papel kraft
apresentaram desempenho semelhante em relacdo a condicao inicial, enquanto para as sementes
armazenadas em embalagem de pléstico foi observado houve reducio do vigor.

Ainda pelo teste de envelhecimento acelerado, as sementes do lote com 8% de S.E., do
cultivar “B”, armazenadas em embalagem de papel kraft, apresentaram maior vigor, quando
comparadas as sementes armazenadas em embalagem pléstica. Além disso, mantiveram o
desempenho observado na época inicial. J4 no lote com 11% de S.E., as duas embalagens
contribuiram para a manutencdo da qualidade inicial das sementes. Por fim, no lote com 21%
de S.E., nenhuma das condi¢des de armazenamento contribuiu para manter o desempenho
inicial das sementes. As sementes armazenadas em embalagem de papel kraft apresentaram

maior vigor comparadas as sementes armazenadas em embalagem pléstica.
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacao ao

inicio.

Figura 3. Germinagdo apds o envelhecimento acelerado de lotes de sementes de soja de diferentes
cultivares e com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e ap6s o armazenamento a
20 °C em embalagem pléastica e embalagem de papel kraft.

Para o cultivar “C”, em todos os lotes, somente a embalagem de papel kraft contribuiu para
amanutencgdo do vigor das sementes observado inicialmente. No lote com 2% de S.E. ndo houve
diferenca entre as embalagens. Ja nos lotes com 8 € 12% de S.E., as sementes armazenadas em
embalagem plastica apresentaram reducdo da qualidade, comparada as sementes armazenadas
em embalagem de papel kraft.

O teste de envelhecimento acelerado consiste em submeter as sementes a condi¢do de alta
temperatura e alta umidade relativa, o que acelera o processo de deterioracdo (Marcos-Filho,
2020). Dessa forma, esse teste pode ajudar a estimar o potencial de armazenamento das
sementes e a emergéncia de plantulas em campo (Marcos-Filho, 2015; Batista et al., 2021).

Porém, mesmo quando submetidos a esse estresse, com exce¢do do lote “B” com 21% de S.E.,
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nas sementes armazenadas em papel kraft houve manutencdo do vigor das sementes apos 195
dias de armazenamento. J4 na embalagem pléstica, somente nos lotes “A” com 8% de S.E. e
“B” com 11% de S.E., o resultado foi semelhante ao obtido para as sementes antes de iniciar o
armazenamento.

Em trabalho com sementes de soja com 12% de grau de umidade e alta qualidade inicial,
armazenadas em temperatura média de 20 °C e embalagem porosa, o desempenho no teste de
envelhecimento acelerado se manteve estatisticamente semelhante até os 45 dias de
armazenamento (Capilheira et al., 2019). No presente trabalho, a manuten¢do do vigor das
sementes por 195 dias, mesmo nos lotes de menor qualidade, possivelmente estd ligada a
manutencdo do teor de 4gua das sementes préximo a 10% durante o armazenamento.

Todavia, € importante destacar que o teor de 4gua foi préximo em todos os lotes e condicdes
de armazenamento, e por isso era esperado melhor desempenho no armazenamento em
embalagem pléstica, com a retirada do ar, da mesma forma que os resultados obtidos por
Capilheira et al. (2019). Nessa condi¢@o, os processos respiratorios e oxidativos tendem a ser
menores (Ochandio et al., 2017). Assim, provavelmente outros fatores intrinsecos as sementes
também contribuiram para os nossos resultados, como os teores de clorofila e a qualidade inicial
das sementes.

Em todos os lotes, apds 195 dias, ndo foi detectada a presenca da clorofila nas sementes
armazenadas em embalagem de papel kraft (Figura 4), o que indica a degradacdo deste
pigmento durante o armazenamento das sementes. J4 para a embalagem plastica, na maioria
dos lotes, os teores de clorofila se mantiveram semelhantes aqueles observados na época inicial.
As excecdes foram para os lotes das cultivares “A”, com 8% de S.E., e “B” com 8% de S.E.,
que apresentaram menor teor de clorofila em relac¢io ao inicio.

A menor degradacdo da clorofila nas sementes armazenadas na embalagem plastica indica
menor intensidade de reagdes de oxidag@o nas sementes, o que supde menor deterioragdo. Em
outros trabalhos com sementes de soja foi relatado que o armazenamento das sementes em
embalagem pléstica proporcionou manutencdo da qualidade das sementes, possivelmente por
limitar o processo respiratorio, o que se reflete na menor taxa de deterioracdo, e reduzir a
oscilacdo no grau de umidade das sementes. (Ochandio et al., 2017; Capilheira et al., 2019).
Entretanto, no presente trabalho, essa condicdo de armazenamento ndo se refletiu em melhor
desempenho dos lotes no teste de envelhecimento acelerado, indicador do potencial de
armazenamento das sementes. Em geral, foi observado pior desempenho no teste de

envelhecimento acelerado das sementes armazenadas em embalagem plastica.
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Figura 4. Teor de clorofila de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes
propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem plastica e
embalagem de papel kraft.

Esses resultados podem estar relacionados com a maior conservacdo da clorofila nas
sementes armazenadas em embalagem pldstica, em relacdo as armazenadas em embalagem de
papel kraft. Um dos fatores que levam a degradacdo da clorofila € a presengca do oxigénio
(Borrmann et al., 2009). Porém, com a retirada do ar das embalagens plasticas, havia menor
concentracdo de oxigénio, que pode ter contribuido para reduzir as reacdes de oxidagdo,
fundamentais nos processos deteriorativos (Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019; Zhang et al.,
2021). Portanto, nessa condi¢do de armazenamento ndo houve degradacio da clorofila presente
nas sementes ou a degradacdo ocorreu com menor intensidade.

Além disso, a degradacdo da clorofila também estd relacionada com a producdo do
antioxidante tocoferol, reconhecido como um dos principais compostos antioxidantes em

sementes de soja, com atuacdo de destaque em membranas bioldgicas (Sattler et al., 2004; vom
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Dorp et al., 2015). Em trabalho com sementes de soja, Giurizatto et al. (2012) relataram
aumento dos niveis de tocoferol com o armazenamento. Sendo assim, é possivel que o
armazenamento em embalagem de papel kaft tenha favorecido a degradacdo da clorofila, ao
mesmo tempo em que favoreceu o acimulo desse antioxidante.

A clorofila é excitada com facilidade, podendo resultar na formagdo adicional de espécies
reativas de oxigénico (EROs) e de radicais livres, ambos capazes de induzir estresse oxidativo
(Smolikova, Laman e Boriskevich, 2011; Smilikova e Medvedev, 2016; Taiz et al., 2017;
Noctor et al., 2018). Isso pode justificar o fato de sementes com maior teor de clorofila serem
mais sensiveis a estresses, como o causado pelo envelhecimento acelerado (Smolikova, Laman
e Boriskevich, 2011).

Diante disso, os resultados indicam que a menor disponibilidade de oxigénio na condi¢cdo
de armazenamento em embalagem plastica pode ter contribuido para reduzir as reagdes de
oxidag¢do, o que pode favorecer a conservacao das sementes. Porém, nessa mesma condicao a
degradacido da clorofila foi menos intensa e isso pode ter causado maior estresse oxidativo nas
sementes durante o teste de envelhecimento acelerado e posterior germinacdo, conforme
relatado por Smolikova, Laman e Boriskevich (2011).

Apesar disso, com excec¢do do lote da cultivar “C” com 12% de S.E., ndo houve diferenca
nos contetidos de malonaldeido (MDA) das sementes armazenadas em embalagem pléstica e
de papel kraft (Figura 5). Para o cultivar “A”, somente no lote com 21% de S.E., armazenado
em embalagem plastica, houve aumento da concentracdo de MDA em relacdo a época inicial.
Ja para o cultivar “B”, somente no lote com 11% de S.E., armazenado em embalagem papel
kraft, os conteidos de MDA foram maiores do que na época inicial. Enquanto para o cultivar
“C”, o lote com 2% de S.E. apresentou maior conteido de MDA quando armazenado em
embalagem de papel kraft, em relacio ao inicio do armazenamento. Nos lotes com 8 e 12% de
S.E. desse cultivar, houve aumento dos teores de MDA nas sementes de ambas as embalagens.

O MDA ¢ um dos produtos resultantes da peroxidacdo de lipidios (Zhang et al., 2021),
sendo este o principal processo que leva a perda de qualidade de sementes (Ebone, Caverzan e
Chavarria, 2019; Zhang et al., 2021). Portanto, o0 MDA € considerado um biomarcador do
processo de deterioracdo em sementes (Anjum et al., 2015). Todavia, no presente trabalho, nem
sempre os resultados dos teores de MDA permitiram identificar o processo de deterioracao em
relacdo a época inicial. Isso pode estar relacionado ao fato de o grau de umidade das sementes
ter se mantido ao redor de 10% ao longo do armazenamento, o que limita a intensidade de

deterioracdo das sementes. Além disso, outra possibilidade é o fato de o0 MDA ser um dos
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produtos da peroxidagdo de lipidios, € ndo o tnico (Zhang et al., 2021). Sendo assim, outros

compostos indicadores do processo de deterioracdo podem ter sido formados e acumulados.
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacao ao
inicio.

Figura 5. Teor de malonaldeido (MDA) de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com
diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem
plastica e embalagem de papel kraft.

Com relacdo aos conteudos de proteinas soliveis, no cultivar “A”, as sementes do lote com
8% de S.E. apresentaram redu¢do nos valores quando armazenadas em embalagem pléstica
(Figura 6). Nos outros dois lotes deste cultivar, ndo houve diferenca no teor de proteinas
comparada a época inicial, sendo que no lote com 21% de S.E. as sementes armazenadas em

embalagem de papel kraft apresentaram maior teor de proteinas comparadas as sementes
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armazenadas em embalagem pléstica. Ja no lote com 40% de S.E. ndo houve diferenca entre os

teores de proteinas entre os lotes armazenados nas duas embalagens.
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢cdo de armazenamento em relagdo ao
infcio.

Figura 6. Teor de proteinas soliveis de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com
diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem
plastica e embalagem de papel kraft.

Para o cultivar “B”, nos lotes com 8 e 21% de S.E., ndo houve diferenca nos teores de
proteinas soliveis das sementes armazenadas em ambas as embalagens, sendo que os valores
foram semelhantes também aqueles observados na época inicial. Ja para o lote com 11% de
S.E., houve aumento dos teores de proteinas soltiveis nas sementes armazenadas em embalagem
de papel kraft, sendo o valor superior ao obtido nas sementes armazenadas em embalagem
pléstica.

No cultivar “C”, somente nas sementes do lote com 2% de S.E., armazenado em

embalagem plastica, houve reducdo dos conteidos de proteinas soliveis, em relagdo a época
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inicial. Nos outros lotes deste cultivar, ndo houve diferenca em relacdo ao inicio do
armazenamento, para ambas as embalagens. No lote com 8% de S.E., houve menor conteido
de proteinas soldveis nas sementes armazenadas em embalagem plastica.

A reducdo dos teores de proteinas pode estar relacionada com o processo de oxidagao
durante o armazenamento das sementes (Abbade e Takaki, 2014; Mgller et al., 2020), que leva
a degradacdo de enzimas importantes para a atividade metabdlica das sementes, como por
exemplo as enzimas do sistema de defesa antioxidativo (Bhatia et al., 2010; Abbade e Takaki,
2014). Nessas condicdes, a qualidade fisioldgica das sementes € reduzida.

Ainda, a reducdo no teor de proteinas soldveis pode indicar que o processo respiratorio esta
ocorrendo, com degradagdo de reservas, o que também caracteriza o processo de deterioracao
das sementes (Bhatia et al., 2010; Bewley et al., 2013; Marcos-Filho, 2015; Chidananda et al.,
2014; Ochandio et al., 2017; Boniecka et al., 2019).

Nos lotes em que houve reducao dos teores de proteinas soliveis em relagcdo a época inicial
e, ou, entre embalagens, a menor qualidade das sementes foi observada no armazenamento em
embalagem pléstica. Isso corrobora com os resultados do teste de envelhecimento acelerado,
em que, em geral, foi observado menor vigor para as sementes armazenadas em embalagem
plastica. Ambos os resultados podem estar relacionados com a menor degradagdo da clorofila
nas sementes armazenadas em embalagem plastica, conforme discutido anteriormente.

Somente nos lotes das cultivares “A”, com 8% de S.E., e “C”, com 2% de S.E., foi
observado reducgdo dos teores de proteinas soliiveis das sementes armazenadas em embalagem
plastica, em relagdo a época inicial, mesmo ap6s 195 dias de armazenamento. E provavel que
o teor de dgua das sementes, mantido ao redor de 10% ao longo do armazenamento, contribuiu
para menor atividade metabdlica das sementes e, consequentemente, menor degradacdo de
proteinas soluveis. Boniecka et al. (2019) relataram que sementes de colza armazenadas por
trés anos, com grau de umidade ao redor de 5%, ndo apresentaram diferenca significativa nos
teores de proteinas soliveis, tanto em relacdo as sementes mais novas, quanto em relacdo as
diferentes temperaturas de armazenamento. Com o grau de umidade das sementes mais baixo,
até certo limite, processos relacionados a degradacdo de reservas sdo menos intensos (Marcos-
Filho, 2015; Ochandio et al., 2017).

Com relacdo a enzima superéxido dismutase (SOD), no cultivar “A”, para o lote com 8%
de S.E. foi observado maior atividade da enzima nas sementes armazenadas em embalagem
pléstica, em relacdo a época inicial, e em relagdo aquelas armazenadas em embalagem de papel

kraft (Figura 7). No lote com 21% de S.E., a atividade da SOD foi menor para as sementes
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armazenadas em embalagem de papel kraft, tanto em relagc@o a época inicial, quanto em relacao
as sementes armazenadas em embalagem plastica. J4 no lote com maior proporcdo de S.E.
(40%), nao houve diferenca entre as embalagens, porém para as sementes armazenadas em
embalagem pléstica a atividade da SOD foi menor do que nas sementes antes de iniciar o

armazenamento.

Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
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* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢cdo de armazenamento em relagdo ao

inicio.

Figura 7. Atividade da superéxido dismutase (SOD) de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares
e com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em
embalagem pléstica e embalagem de papel kraft.

Para o lote com 8% de S.E. do cultivar “B” ndo houve diferenca na atividade da SOD das
sementes armazenadas em ambas as embalagens, assim como em relagdo a época inicial. No
lote com 11% de S.E., a atividade dessa enzima foi significativamente menor nas sementes

armazenadas em embalagem de papel kraft, tanto em relagcdo a época inicial, quanto em relacdo
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as sementes armazenadas em embalagem plastica. Ja para o lote com 21% de S.E. desse
cultivar, ndo houve diferenca entre as embalagens, sendo que para os lotes armazenados em
ambas a atividade da SOD foi maior do que a observada inicialmente.

No lote com 2% de S.E. do cultivar “C” nao houve diferenca na atividade da SOD nas
sementes armazenadas nas duas embalagens, sendo para os lotes armazenados em ambas a
atividade enzimatica foi maior em relacio ao inicio. Ja nos outros dois lotes desse cultivar, com
maiores niveis de S.E., houve maior atividade da SOD nas sementes armazenadas em
embalagem plastica, sendo que no lote com 8% de S.E. a atividade dessa enzima foi também
significativamente menor em relacdo a época inicial.

A SOD faz parte da primeira linha de defesa do sistema antioxidativo (Bailly et al., 2004;
Bhatia et al., 2010; Noctor et al., 2018), dismutando o anion superéxido em perdxido de
hidrogénio (Bailly et al., 2004). A avalia¢do da atividade da SOD, assim como para outras
enzimas do sistema antioxidante, em conjunto com dados fisiol6gicos, pode trazer informagdes
valiosas a respeito do estado de deterioracdo das sementes.

Alta atividade dessas enzimas, associada a manuten¢do de alto desempenho fisiolégico,
indica que o sistema de defesa antioxidativo estd sendo eficiente para remover o excesso de
espécies reativas de oxigénio (EROs), o que é um pré-requisito em sementes vigorosas (Bailly,
2004, Mittler et al., 2017; Noctor et al., 2018; Aratjo et al., 2021). Entretanto, alta atividade
enzimdtica associada a pior desempenho fisioldgico indica que estresse oxidativo estd
ocorrendo, e com isso o processo de deteriorag@o esta mais intenso (Bailly, 2004; Boniecka et
al., 2019). J4 a reducdo de atividade enzimadtica tem sido relacionada com a deterioragdo das
sementes (Bailly et al., 1996; Yin et al., 2014; Yin et al., 2015; Min et al., 2017; Zhang et al.,
2021).

Em todos os lotes em que houve diferengca na atividade da SOD, comparando-se as
sementes armazenadas nas duas embalagens, a maior atividade da enzima foi observada nas
sementes armazenadas em embalagem plastica. Isso pode estar relacionado a maior
conservagdo da clorofila nas sementes armazenadas nessa embalagem. A presenca da clorofila
pode induzir estresse oxidativo e acelerar a deterioracdo das sementes (Smolikova, Laman e
Boriskevich, 2011; Smilikova e Medvedev, 2016; Taiz et al., 2017; Noctor et al., 2018). Nas
sementes armazenadas em embalagem pldstica, também foi observada maior degradacdo de
proteinas soltveis (Figura 6) e pior desempenho no teste de envelhecimento acelerado (Figura

3), em alguns lotes, conforme citado anteriormente.
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Em relagdo a atividade da enzima catalase, para o cultivar “A”, em todos os lotes ndo houve
diferenc¢a na atividade enzimatica das sementes armazenadas em ambas as embalagens (Figura
8). Em todos os lotes, houve redugdo da atividade da enzima em relacdo a época inicial, exceto

para o lote com 8% de S.E. armazenado em embalagem pléstica.
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacao ao
inicio.

Figura 8. Atividade da catalase de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com diferentes
proporcdes de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem pléstica e
embalagem de papel kraft.

Para o cultivar “B” houve redu¢do da atividade da catalase em todos lotes e embalagens,
em relagdo a época inicial. Somente para o lote com 8% de S.E. desse cultivar ndo houve
diferenca entre as sementes armazenadas em ambas as embalagens, enquanto que nos outros
dois lotes foram observadas menor atividade nas sementes armazenadas em embalagem de

papel kaft.
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No cultivar “C”, em todos os lotes houve reducdo da atividade da catalase em relacdo ao
periodo inicial. Somente no lote com 12% de S.E. houve diferenca na atividade enzimaética
comparando-se as sementes armazenadas nas duas embalagens, com menor valor observado
nas sementes armazenadas em embalagem de papel kraft.

Apesar do aumento da atividade da SOD nas sementes armazenadas em embalagem
pléstica, em relacdo aquelas armazenadas em embalagem de papel kraft, nem sempre houve
aumento concomitante da atividade da enzima catalase. Além disso, mesmo ocorrendo
aumento, ou manuteng¢ao, da atividade da SOD nas sementes da maioria dos lotes armazenados
em embalagem plastica, em relacdo a época inicial, em todos os lotes houve reducdo da
atividade da enzima catalase, com excecdo das sementes do lote “A” com 8% de S.E.
armazenadas em embalagem plastica.

Yin et al. (2015), trabalhando com sementes de canola (Brassica napus L.), relataram
menor atividade da catalase nas sementes envelhecidas artificialmente. Em sementes de arroz
(Oryza sativa L.) foi constatado redugdo de atividade da catalase com o envelhecimento das
sementes (Yin et al., 2014). Ja Sharma et al. (2013) relataram redu¢do na atividade da catalase
em sementes de soja apds 180 dias de armazenamento em condi¢des ambiente. A catalase atua
na decomposicio do peréxido de hidrogénio (Noctor et al., 2018). Como a atividade da SOD
resulta em producdo dessa ERO, a manuten¢do da atividade dessa enzima, associado a menor
atividade da catalase pode ocasionar maior acimulo de per6xido de hidrogénio, e isso induzir
maior estresse oxidativo. De forma semelhante, os trabalhos de Yin et at. (2014) e Boniecka et
al. (2019) também apontam para essa possibilidade.

Ademais, as redu¢des na atividade da catalase com o armazenamento das sementes, em
ambas as embalagens, indicam que a deterioracdo das sementes ocorreu. Outros trabalhos
relacionaram reducdo na atividade enzimdtica com o envelhecimento das sementes (Bailly et
al., 1996; Yin et al., 2014; Yin et al., 2015; Min et al., 2017). Todavia, esse comportamento
observado em todos os lotes ndo se refletiu em menor desempenho nos testes de germinacao,
com excecdo para os lotes com 8% de S.E. dos cultivares “B” e “C”, armazenados em
embalagem pléstica, e no teste de envelhecimento acelerado das sementes armazenadas em
embalagem de papel kraft, apds 195 dias de armazenamento.

Com excecdo do lote da cultivar “C” com 2% de S.E., armazenado em ambas as
embalagens, e do lote da cultivar “A” com 8% de S.E., armazenado em embalagem pléstica, no
demais lotes a atividade enzimatica da POX foi menor em relacio a época inicial (Figura 9).

Essa reducdo da atividade enzimdtica novamente refor¢ca o avanco do processo de deterioragao
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das sementes, ainda que os resultados do teste de germinac¢do ndo indiquem esse processo.

Sharma et al. (2013) e Silva et al. (2018) também relataram redu¢des na atividade da POX com

o armazenamento de sementes de soja e de pinhdo manso (Jatropha curcas L.),

respectivamente.
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Para cada lote, médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F (p<0,05).
* Diferenca significativa pelo teste de Dunnett (p<0,05), para cada condi¢do de armazenamento em relacao ao

inicio.

Figura 9. Atividade da peroxidase (POX) de lotes de sementes de soja de diferentes cultivares e com
diferentes proporcdes de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento em embalagem

pléstica e embalagem de papel kraft.

No cultivar “A”, somente no lote com menor nivel de S.E. houve diferenca na atividade da

POX, comparando-se as sementes armazenadas nas duas embalagens.

As sementes

armazenadas em embalagem de papel kraft apresentaram menor atividade da enzima. Ja no

cultivar “B”, houve menor atividade da POX nas sementes armazenadas em embalagem de

papel kraft somente no lote com 21% de S.E. Nos outros lotes ndo houve diferenca entre os

resultados obtidos, comparando-se as embalagens. No cultivar “C”, nos lotes com 8 e 12% de
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S.E., a maior atividade da POX foi observada nas sementes armazenadas em embalagem de
papel kraft. No lote com 2% de S.E. desse cultivar ndo houve diferenca entre na atividade da
enzima, comparando-se as embalagens.

Assim como para a catalase, ndo foi observado aumento na atividade da POX, em relacao
a época inicial, em nenhum dos lotes analisados. Essas enzimas atuam também na
decomposicdo do peréxido de hidrogénio, porém removendo quantidades menores do excesso
dessa ERO, conforme citam Silva et al. (2018). Como a atividade da SOD foi mantida ou
aumentou em relag@o ao periodo inicial, dependendo do lote e embalagem, a menor atividade
enzimadtica tanto da catalase, como da POX, pode resultar em desequilibrio entre producdo e
remo¢dao de peréxido de hidrogé€nio, com consequéncias negativas para o desempenho
fisiolégico das sementes.

Em todos os lotes e embalagens nao foi detectada atividade da enzima peroxidase do
ascorbato (APX) apds o armazenamento (Figura 10). Somente na época inicial foi observada
atividade dessa enzima. A APX atua de forma semelhante a POX, ao participar do processo de
degradacao do perdxido de hidrogénio, e também atuando na remocao de menores quantidades
dessa ERO (Silva et al., 2018; Ebone, Caverzan e Chavarria, 2019). A ndo detec¢do da atividade
dessa enzima nas sementes apds o periodo de armazenamento indica, mais uma vez, que 0
processo de deterioracdo estd ocorrendo. Em sementes de arroz (Yin et al., 2014) e soja (Xin et

al., 2014) também sdo relatadas redugdes da atividade da APX com o envelhecimento das

sementes.
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Figura 10. Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) de lotes de sementes de soja de diferentes
cultivares e com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas (S.E.) antes e apds o armazenamento
em embalagem pldstica e embalagem de papel kraft.

Em geral, ndo foi observada diferenca no potencial de germinacdo das sementes
armazenadas em ambas as embalagens, e em todos os lotes. J4 o teste de envelhecimento
acelerado revelou diferencas entre as sementes armazenadas nas duas embalagens, com o
melhor desempenho sendo observado nas sementes armazenadas em embalagem de papel kraft.
Isso indica que o processo de deterioracdo estd ocorrendo de forma mais intensa nas sementes
armazenadas em embalagem plastica. No processo de deterioracdo hd uma sequéncia de eventos
degenerativos, progressivos e irreversiveis, que comprometem processos fisiolégicos e, ou,
bioquimicos identificados primeiramente nos testes de vigor (Bewley et al., 2013; Marcos-
Filho, 2015; Zhang et al., 2021). Posteriormente, o percentual de germinagdo também ird
declinar.

A SOD ¢ a principal enzima responsdvel por dismutar o dnion superoxido em peroxido de
hidrogénio, o que pode resultar em acimulo de peréxido de hidrogénio (Noctor et al., 2018;).
Essa ERO pode ser degradada por diversas enzimas, como a catalase, POX e APX (Bhatia et
al., 2010). Porém, a menor atividade dessas enzimas, conforme observado no presente trabalho,
pode resultar em maior acimulo de peréxido de hidrogénio, e isso acarretar maior estresse
oxidativo.

Todavia, € importante destacar que o sistema antioxidante € composto por enzimas e

compostos antioxidantes, que atuam de tal forma que ha redundancia na remog¢do do excesso
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de determinada ERO (Bailly, 2004; Bhatia et al., 2010; Mittler et al., 2017; Noctor et al., 2018).
Sendo assim, apesar da reduc¢do da atividade de algumas enzimas, o processo de desintoxicacao
de EROs pode ter sido compensado pela atuagdo de antioxidantes ndo enzimaticos, e iSO
permitiu manter o desempenho fisiol6gico dos lotes armazenados em embalagem de papel kraft.
Ja na embalagem plastica, houve menor degradagdo da clorofila, e a presenga desse pigmento
pode ter resultado em producdo adicional de EROs, o que pode ndo ter sido suficientemente
compensado por aumento na atividade das enzimas antioxidantes ou acimulo de compostos
antioxidantes.

Assim, os resultados sugerem que a manutencdo da qualidade das sementes armazenadas
em embalagem de papel kraft se deve a maior degradacdo da clorofila e ao baixo teor de dgua,
mantido ao longo de todo o periodo de armazenamento, o que também minimiza reacdes de
oxidag¢do, que por sua vez favorecem menor degradagdo de reservas e menor produciao de EROs
(Chidananda et al., 2014; Ochandio et al., 2017; Boniecka et al., 2019; Zhang et al., 2021).

A andlise de componentes principais resumiu o comportamento distinto dos lotes apds o
periodo de armazenamento (Figura 11). Os componentes 1 (PC1) e 2 (PC2) explicaram 46,0 e
25,7% da variacao total dos dados, respectivamente. Com excec¢do do lote do cultivar “A” com
40% de S.E., todos os outros lotes armazenados em embalagem de papel kraft ficaram
posicionados mais proximo dos vetores dos testes de germinagdo e envelhecimento acelerado.
Isso ilustra os resultados observados anteriormente, sendo que nessa embalagem as sementes
apresentaram maior potencial fisioldgico.

Pode-se observar também que o vetor da atividade da POX, do teor de proteinas soliveis
e dos contetidos de MDA ficaram mais préximos dos vetores dos testes fisiologicos. Isso indica
que a POX se mostrou mais relacionada com o potencial fisiol6gico do que as outras enzimas
analisadas. Como a POX atua removendo quantidades menores do excesso de peroxido de
hidrogénio (Silva et al., 2018), os resultados sugerem que nesses lotes houve menor estresse
oxidativo e com isso apresentaram melhor desempenho nos testes de germinacdo e de

envelhecimento acelerado.
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Figura 11. Andlise de componentes principais (PCA) das varidveis germinagao (germ), envelhecimento
acelerado (env), teor de malonaldeido (MDA), teor de proteinas soliveis (Prot) e atividade enziméatica
das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peréxidase (POX) dos lotes dos cultivares
“A”, “B” e “C” armazenados em embalagem plastica (PL) e de papel kraft (PK).

Apesar do vetor do MDA estar posicionado do mesmo lado dos outros vetores
mencionados, ele contribuiu pouco para explicar a variacao total dos dados. Isso pode ser
reflexo do pouco acimulo desse composto nas sementes. Nem sempre houve diferenca nos
teores de MDA das sementes armazenadas em ambas as embalagens e, ou, em relagdo ao inicio
do armazenamento.

Ja os lotes armazenados em embalagem plastica, juntamente com o lote com maior
propor¢ao de S.E. do cultivar “A” (40%), se posicionaram em posi¢ao oposta aos demais lotes.
Da mesma forma, o vetor da clorofila se posicionou mais préximos dos lotes armazenados em
embalagem pléstica. Isso mostra que a menor degradacdo da clorofila nas sementes desses lotes
foi prejudicial a sua armazenabilidade.

Os vetores da atividade da SOD e catalase se posicionaram opostamente aos vetores dos
testes de desempenho fisiologico. Isso demonstra que a atividade dessas enzimas apresentou
relagcdo inversa com os testes de desempenho fisiolégicos. Além disso, houve maior atividade
da SOD nas sementes armazenadas em embalagem pléstica e nas que apresentaram maiores

teores de clorofila, o que sugere maior estresse oxidativo.
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Conclusoes

A utilizacdo de embalagens de papel kraft e a manutencdo da umidade das sementes
préximo de 10% contribui para a manutenc¢do da qualidade fisiolégica das sementes por até 195
dias, independentemente do nivel de sementes esverdeadas no lote.

As sementes armazenadas em embalagem pldstica apresentaram menor degradacdo da
clorofila, menor potencial de armazenamento e maior atividade da enzima SOD.

Em lotes com diferentes propor¢des de sementes esverdeadas, a atividade enzimética da
POX mostrou-se mais relacionada com o desempenho fisioldgico das sementes.

As enzimas catalase, POX e APX foram mais sensiveis para indicar redu¢do da qualidade

fisiologica das sementes apds o armazenamento.
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