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RESUMO

Sensores multiespectrais para deteccdo dos efeitos da radiacdo gama na qualidade de

sementes de soja

O uso de métodos fisicos para o tratamento de sementes, como a tecnologia
de radiacdo gama, tem contribuido para a melhoria do desempenho de culturas
agricolas. Baixas doses de radiacdo podem exercer efeito estimulante em sistemas
bioldgicos, conhecido como hormese, com melhorias na resposta adaptativa a
desafios mais severos. Deste modo, existe a busca cada vez maior por métodos
precisos para o diagnostico em tempo real do efeito da radiacdo ionizante em
sementes. O presente trabalho teve como objetivo 0 uso de sensores Opticos
multiespectrais para deteccdo répida dos efeitos de diferentes doses de radiacao
gama no desempenho de sementes de soja. A pesquisa foi conduzida com dois
cultivares de soja (M5705 IPRO e NS7505 IPRO) representados por classes de
sementes de baixo e alto vigor, irradiadas nas doses de 0, 12, 16 e 20 Gy. Foram
capturadas imagens de reflectancia utilizando 19 comprimentos de onda (365 a 970
nm), e de autofluorescéncia utilizando 11 combinagdes de excitacdo/emissao
(365/400 a 660/700 nm). Paralelamente, foi determinado o contedo de proteina e
gordura bruta das sementes. As plantulas resultantes das sementes irradiadas foram
avaliadas quanto a parametros de fluorescéncia de clorofila a, eficiéncia quantica
do fotossistema Il (Fv/Fm), além do indice de antocianinas e de clorofila a. O
aumento da dose de radiagdo gama promoveu incremento no contetdo de proteina
bruta de sementes de baixo e alto vigor, mas para a gordura bruta a resposta foi
dependente do vigor da semente e gendtipo testado. As mudancas nos padrdes
espectrais das sementes irradiadas nas diferentes doses de radiacdo gama ocorreram
particularmente em sementes de alto vigor, e revelaram maior resposta para as
sementes do cultivar NS7505 IPRO. Entretanto, na classe de sementes de baixo
vigor do cultivar NS7505 IPRO, todas as doses de raios gama induziram uma maior
sintese de clorofila a nas plantulas resultantes, o que ndo ocorreu no cultivar M5705
IPRO. No cultivar M5705 IPRO, os efeitos foram mais marcantes em relacdo a
capacidade de conversdo de energia quimica pelas plantulas na dose de 16 Gy.
Portanto, os sensores multiespectrais empregados na presente pesquisa permitiram
melhor compreensdo da relacdo entre os padrdes espectrais e os efeitos dos
tratamentos de raios gama em sementes de soja, podendo ser utilizados como novos
marcadores para a identificacdo rapida das melhores doses de raios gama para
estimular pardmetros de crescimento das plantas.

Palavras-chave: cobalto®®, SeedReporter, Videometerlab, Desempenho de plantulas



ABSTRACT

Multispectral sensors for detecting the effects of gamma radiation on the quality of

soybean seeds

The use of physical methods for seed treatment, such as gamma radiation
technology, has contributed to improve the performance of agricultural crops. Low
doses of gamma radiation can promote a stimulating effect on biological systems,
known as hormesis, with improvements in adaptive response to more severe
challenges. Therefore, there is an increasing search for accurate methods for real
time diagnosis of the effect of ionizing radiation in seeds. The present study aimed
to investigate the use of multispectral optical sensors for rapid detection of the
effects of different doses of gamma radiation on soybean seed performance. The
research was conducted with two soybean cultivars (M5705 IPRO and NS7505
IPRO) represented by classes with low and high seed vigor, which were irradiated
at 0, 12, 16 and 20 Gy. Reflectance images were captured using 19 wavelengths
(365 to 970 nm), and autofluorescence images were obtained using 11
excitation/emission combinations (365/400 to 660/700 nm). In addition, the protein
and crude fat content of the seeds were determined. Seedlings grown from irradiated
seeds were evaluated for chlorophyll a fluorescence, quantum efficiency of
photosystem Il (Fv/Fwm), and the anthocyanin and chlorophyll a index. Increasing
the dose of gamma radiation promoted an increase in the crude protein content in
classes of low and high vigor seeds, but for crude fat content the response was
dependent on the seed vigor and genotype. Changes in the spectral patterns of seeds
irradiated at different doses of gamma radiation occurred particularly in high vigor
seeds, with greater response for NS7505 IPRO cultivar. However, in the seed class
of low vigor from NS7505 IPRO cultivar, all doses of gamma rays induced a greater
synthesis of chlorophyll a in the resulting seedlings, which did not occur in M5705
IPRO cultivar. For M5705 IPRO cultivar, the effects were more evident in relation
to the efficiency of chemical energy conversion of seedlings at a dose of 16 Gy.
Therefore, the multispectral sensors used in this research allowed a better
understanding of the relationship between the spectral patterns and the effects of
gamma ray treatments on soybean seeds, which can be used as new markers for
rapid identification of the best gamma ray doses to stimulate plant growth
parameters.

Keywords: Cobalt®, SeedReporter, Videometerlab, Seedling performance
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1. INTRODUCAO

No contexto da Tecnologia de sementes, o uso de métodos fisicos para o tratamento
de sementes, particularmente envolvendo radiacdo gama, tem contribuido para a melhoria do
desempenho de sementes, com vantagens sobre procedimentos convencionais que requerem o
uso de substancias quimicas. Os beneficios alcancados podem incluir maior acimulo de
proteinas, compostos antioxidantes, resisténcia a estresses, dentre outros. Os raios gama sdo
ondas eletromagnéticas de alta energia, extremamente penetrantes, e para o tratamento das
sementes, 0 método mais utilizado consiste na utilizacdo de irradiadores que produzem
irradiacéo pelo decaimento natural de radiois6topos, como o cobalto-60 (Co®?).

Diante de tamanha importancia da soja no Brasil e no mundo, trabalhos com foco em
melhorar o desempenho de plantas por meio da aplicacdo de métodos fisicos como a aplicacdo
de radiacdo gama nas sementes, podem contribuir com o avanco na cadeia produtiva ndo sé da
soja, como também de outras espécies cultivadas. Além disso, 0s avangos tecnoldgicos na
agricultura alcancados nas Gltimas décadas em computagdo, roboética, eletrdnica, dptica e
processamento digital de imagens permitem explorar diversas tecnologias que abordam
métodos nao invasivos, com afericdo simultdnea de maultiplos componentes envolvidos na
qualidade de amostras de sementes, possibilitando o diagndéstico rapido e eficaz dos efeitos de
doses de tratamentos.

Os sensores multiespectrais permitem a captura de um conjunto de imagens de um
mesmo objeto, cada imagem representada por um comprimento de onda especifico do espectro
eletromagnético, tendo como principio a integracdao de informacGes espaciais e espectrais. A
principal vantagem desta técnica ¢ a obtencao de dados em uma ampla faixa do espectro
eletromagnético, desde o ultravioleta até o infravermelho, permitindo a extracdo de uma série
de informac0es relacionadas a composigdo quimica, integridade de tecidos, coloracao, textura,
dentre outros, sem destruir a amostra.

Considerando que a energia ionizante produzida pelos raios gama penetra tecidos das
sementes e interage com atomos e moléculas, e que esses componentes celulares sdo capazes
de absorver luz devido as suas caracteristicas Unicas, este trabalho teve como objetivo investigar
a potencialidade de sensores Opticos robustos baseados em imagens multiespectrais para

detectar os efeitos de doses de raios gama na qualidade de sementes de soja.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merril) é a leguminosa de maior expressao econémica do
mundo, com producdo mundial de aproximadamente 360 milhdes de toneladas de acordo com
0 Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2020), exercendo grande
importancia politica, econdmica, social e cultural, por participar efetivamente da balanca
comercial dos principais paises produtores como Brasil, Estados Unidos e Argentina e
importadores como China, Unido Europeia e México.

No Brasil, representa um dos principais produtos agricolas em extensao territorial e
volume de producdo, com aproximadamente 134,4 milhdes de toneladas de gréos produzidos
na safra 2020/2021, o que representa mais de 57% de toda area cultivada com grdos no Brasil
(CONAB, 2020). Por ser um produto com forte liquidez, ou seja, produto rapidamente
comercializado com alto valor agregado, os sojicultores tém buscado avancgar para novas areas,
0 que resultou em um aumento de 7,7% de producdo na safra 2020/2021 em relacdo a safra
2019/2020 e acréscimo de aproximadamente 4,2% na produtividade (CONAB, 2020).

A soja gera empregos ao longo de toda cadeia de producéo, além de possuir alto valor
nutricional voltado aos indices proteicos e caldricos, capaz de abastecer toda a populacdo
mundial diante dos inimeros produtos que sdo produzidos a partir do grao, 6leo e farelo. A soja
ainda, € a principal base da composi¢cdo da maior parte das formulacfes de racdo animal, além
de ser matéria prima para producdo de cosméticos, produtos de limpeza, colas, medicamentos
e producao de biodiesel.

As sementes de soja sdo consideradas o melhor método natural para obtencdo da
variabilidade genética. O rendimento da cultura depende do uso de sementes de alto vigor, pois
garantem o estabelecimento rapido e uniforme das plantas sob uma variedade de condigdes
ambientais (Caverzan et al, 2018; Hao et al., 2020; Ebone et al., 2020).

2.2. Tratamentos fisicos baseados em radiacdo gama
A técnica de tratamento de sementes com radiagdo gama consiste na exposic¢ao de
amostras a ondas eletromagnéticas de alta energia, emitida por radioisétopos em decomposicao
como o cobalto-60 (Co%). Nas Gltimas décadas, varios métodos baseados em radiagao ionizante
levaram a avancos significativos em diversas areas da ciéncia da vida, incluindo medicina com
estimulagdo da imunidade antitumoral (Liu, 2007) e inddstria madeireira com melhorias nas

propriedades mecanicas da madeira (Severiano et al., 2010). No contexto agricola, esta técnica
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tem contribuido para a melhoria do desempenho de sementes, aumento da produtividade das
culturas, conservacdo de alimentos, dentre outros. Por exemplo, 0 uso de baixas doses de
radiacdo gama é capaz de melhorar a atividade antioxidante de enzimas (Okasaki, 1995), a
velocidade e uniformidade de germinacdo de sementes (Beyaz et al., 2016) e tolerancia das
plantas a estresses abidticos, como altas temperaturas (Zhang et al., 2016) e metais pesados
(Wang et al.,, 2017). Esses beneficios estdo relacionados ao fendmeno da hormese,
caracterizado por um efeito estimulante em baixas doses (Agathokleous et al., 2020).

Ainda, dentre as vantagens dos métodos fisicos destaca-se a maior sintese de
pigmentos fotossintéticos nas plantas produzidas (Kim et al., 2004). Jan et al. (2013) ao
estudarem os efeitos da radiacdo gama em plantas de Cullen corylifolium obtidas de sementes
irradiadas, verificaram um aumento de 66% no contetdo de clorofila total, culminando com um
aumento na atividade fotossintética das plantas. Em trigo, plantulas provenientes de sementes
irradiadas tiveram um incremento de 65% no teor de clorofila total (Borzouei et al., 2010).

Singh et al. (2013) utilizando baixas doses de radiacdao gama, também verificaram
aumento de trocas gasosas em plantulas de trigo originadas de sementes irradiadas, e houve
maior captagao e absor¢ao de nutrientes minerais, como potassio, fosforo e magnésio. Ainda,
esses autores verificaram que os tratamentos com radiagao gama tiveram um aumento de
aproximadamente 22% na produtividade final. A irradiagio de sementes com °Co reduziu
fungos patogénicos em sementes de arroz (Maity et al., 2004), e Machi e Arthur (2012)
observaram estimulos no crescimento de plantas de feijao de porco originadas de sementes
irradiadas.

O desenvolvimento de plantas de Brachiaria brizantha foi favorecido quando as
sementes receberam doses de radiagdo gama (Respati et al. 2018), com melhoria em atributos
de qualidade da forrageira a partir da segunda rebrota. Além disso, a aplicacao desta técnica
também resultou em maiores teores de globulina e albumina em sementes de Sesamum indicum,
contribuindo para a maior digestibilidade e solubilidade de proteinas (Hassan et al., 2018). As
plantas de Curcuma longa apresentaram maior altura, namero de folhas, raizes, massa seca de
rizomas, além de aumento no rendimento de Gleos essenciais apds a irradiacao dos rizomas das
plantas com %°Co (llyaz e Naz, 2014). Sementes de algodao irradiadas produziram plantas de
maior altura e aumento de aproximadamente 25% na produtividade final (Aragjo et al., 2018).
Aumentos na produtividade também ocorreu para Vigna unguiculata (Fontes et al., 2013).

O fenbmeno da radiacéo iniciou-se com a descoberta dos raios X por Wilhelm Rontgen
em 1895, depois Henri Becquerel em 1896 desvendou a radioatividade (Watson, 1945). No ano

de 1898, Marie e Pierre Curie descobriram dois elementos que emitiam a radiacdo: o Radio
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(Ra®®) e o Polonio (Po®%), consagrando a radioatividade e seus beneficios para a humanidade
(Attix, 1986).

Para entender sobre os principios da radiacdo e suas aplicabilidades, torna-se
necessario abordar sobre a unidade formadora das moléculas, o &tomo. O atomo € composto
por trés estruturas basicas: os néutrons que ndo possuem carga, 0S protons positivamente
carregados e os elétrons que sdo carregados negativamente (Fano, 1951). As cargas negativas
dos elétrons localizados na periferia do atomo, anulam as cargas positivas dos protons
localizados no nucleo, tornando-o neutro. As interacdes realizadas entre dois ou mais atomos
permitem a formac&o de novas moléculas em razdo da perda ou ganho de elétrons. Quando um
atomo ¢é atingido por particulas ou ondas eletromagnéticas, a probabilidade de atingir o nicleo
e os elétrons na periferia do &tomo é grande. Essa colisdo pode tornar o &tomo instavel e liberar
varios tipos de radiacdo, a depender da energia gerada nesse processo (Fano, 1951).

A radiacdo consiste na propagacdo de energia liberada na forma de ondas
eletromagnéticas ou particulas emitidas pela instabilidade atdbmica por meios naturais ou
artificiais. As radiacOes eletromagnéticas possuem vibracGes simultdneas dos campos
magnéticos e elétricos que se propagam e dissipam em todas as direcdes do espaco a uma
velocidade de 300.000 km/s independente da energia emitida, ja a radiacdo na forma de
particulas possui massa, carga elétrica e magnética e a velocidade depende do valor da energia
emitida (Meredith e Massey, 1968).

Basicamente, existem dois tipos de radiacdo: as ndo-ionizantes e as ionizantes. Se a
energia liberada no processo de colisdo com o atomo foi menor que a energia de ligacdo do
atomo, esse processo pode ser considerado radiacdo ndo-ionizante, pois ndo possui energia
suficiente para arrancar os elétrons do atomo atingido (Attix, 1989). Os exemplos mais comuns
sdo as ondas de radio, transmissdes de TV, redes de Wi-Fi, luz visivel, radiagdo ultravioleta e
forno micro-ondas. Por outro lado, se a colisdo for altamente energizada e capaz de alterar o
estado fisico de um atomo, trata-se de radiacéo ionizante (Nouailhetas, 2005).

O fendmeno da radioatividade se baseia na existéncia de nucleo atdmico instavel,
conhecido como radionuclideo, que emite particulas como alfa (a) e beta () ou ondas como os
raios X ou gama (y) em busca da estabilidade. A emissdo de dois protons e dois neutros, é
chamado de decaimento alfa e o decaimento beta é quando s&o emitidos elétrons. Quando o
atomo ndo consegue se estabilizar mesmo com a emissdo de particulas alfa e beta, este libera
uma alta carga de energia do nucleo denominado radiagdo gama (Turner, 2007). Embora
tenham origem no nucleo do &omo, a grande diferencga entre essas radiacGes é o poder de

penetracdo em superficies fisicas, por exemplo, os raios alfa sdo bloqueados facilmente por uma
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folha de papel, os raios beta atravessam placas de chumbo em até 2 mm, ja os raios gama séo
mais agressivos, sendo barrados apenas por estruturas de agco ou concreto de aproximadamente
15 cm de espessura (Tauhata et al., 2003). A radiacdo gama pode ser produzida pelo decaimento
natural de radioisdtopos como o Césio 137, (Cs*®'), Co®, dentre outros elementos.

A radiacdo ionizante pode ser benéfica ou maléfica, a depender da dose, por causar
alteracfes em sistemas bioldgicos, no entanto, ha diversas aplicabilidades benéficas em prol da
humanidade e da agricultura, onde as doses administradas dependem do objetivo de irradiar
determinada superficie. Na medicina por exemplo, a radiagdo gama em baixas doses pode
estimular o sistema imune a promover a morte de células cancerigenas e inibir doencas
relacionadas a instabilidade genémica (Liu, 2003; Scott, 2005; Liu, 2007). Os raios gama
também sdo empregados em situacGes em que se busca alto nivel de esterilizacdo de materiais
farmacéuticos e cirurgicos como seringas, bisturis, bolsas de sangue, luvas, curativos, mascaras
articulacOes artificias e enxertos de tecido humano (Martin, Duncan, 2013; Singh et al., 2016;
Kumar et al., 2020). A engenharia civil utiliza a radiagdo gama como método de inspec¢do para
cabos de acos de pontes suspensas, visando evitar acidentes por ruptura de cabos (Peng, Wang,
2015).

Largamente utilizada nas areas biol6gicas, a técnica de radiacdo gama também é
considerada um eficiente método em procedimentos de desinfestacdo de artefatos de madeira,
visando eliminar agentes que degradam a madeira como insetos, fungos e bactérias (Katusin-
Razem et al., 2009; Fairand, RaZzem, 2010; Severiano et al., 2010). Na entomologia, é utilizada
para produzir insetos estéreis visando reduzir a multiplicacdo de pragas urbanas e agricolas
transmissoras de doengas (Lanouette et al., 2017; Mastrangelo et al., 2017; Bond et al., 2019;
Machi et al., 2019; Costa et al., 2020; De Beer et al., 2020; Ramadhani et al, 2020). Na industria
alimenticia é aplicada para aumentar a seguranca alimentar e vida 0til dos produtos vegetais,
impedindo a proliferagdo de fungos e bactérias, além de atrasar a brotagdo de bulbos e
tubérculos, e retardar o amadurecimento de frutas e legumes (Andrews et al., 1998; Lacroix e
Ouattara, 2005; Perozzi, 2007).

As formas de quantificacdo das radiacdes emitidas e recebidas variam, por exemplo,
guando se trata da atividade da fonte irradiadora, a unidade utilizada pelo sistema internacional
é becquerel (Bq) que corresponde a uma transformacdo nuclear por segundo (1/s), e outra
unidade pouco utilizada € o curie (Ci) equivalente a 3,7.1010 Bqg. Grandezas relacionadas ao
nucleo atdmico e ao atomo em geral é expressa em elétron-Volt (eV) e as doses absorvidas pela
superficie irradiada é o Gray (Gy) (Tauhata et al., 2003).
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2.3. Sensores multiespectrais para deteccao dos efeitos da radiacdo gama em sementes

A compreensao sobre os reais efeitos de tratamentos de radiacdo gama tem sido o foco
de pesquisadores (Huang e Chen, 2018). Neste sentido, sensores opticos robustos integrados
com técnicas avancadas de processamento de imagens e inteligéncia artificial sdo de grande
interesse na inddstria agricola, fornecendo informagdes Uteis que ndo sdo visiveis a olho nu e
possibilitando melhor entendimento da dinamica de interagdo das culturas com as radiagdes
ionizantes.

As técnicas baseadas em sensores multiespectrais permitem a avaliacdo simultanea de
varios componentes presentes nas sementes, combinando dados de reflectancia e/ou
autofluorescéncia, com reducdo no tempo de analises (Li et al., 2019; Shi et al., 2020). A
reflectancia € a energia que ndo foi absorvida pelas sementes apds as amostras serem
iluminadas, e dependera da composicdo quimica, textura e cor das sementes. Enquanto isso, a
autofluorescéncia das sementes é resultante de uma excitacéo e os dados fornecem informacdes
valiosas sobre o vigor das sementes com base em compostos quimicos fluorescentes —
denominados de fluoréforos - com papéis importantes no potencial fisiolégico das sementes,
como por exemplo as clorofilas e os carotenoides (Sullivan e Deng , 2003; Howitt e Pogson,
2006; Smolikova et al., 2011; Goggin e Steadman, 2012; Smolikova e Medvedev, 2015;
Zaghdoudi et al., 2017; Grulichova et al., 2018; Jones, 2018; Donaldson, 2020). Esses
compostos fluorescentes sdo excitados pela luz ultravioleta e visivel, e a medida em que a luz
é reemitida na forma de fluorescéncia, os fluor6foros relaxam para niveis de energia mais
baixos, e um chip de dispositivo de carga acoplada (chip CCD) combinado com diferentes
filtros em comprimentos de onda mais longos detectam a fluorescéncia.

Os sensores multiespectrais sdo capazes de capturar um conjunto de imagens de um
mesmo objeto, cada imagem representada por um comprimento de onda especifico, tendo como
principio a integracdo de informacdes espaciais e espectrais (Silva et al., 2021). A principal
vantagem desta técnica é a obtencéo de dados em uma ampla faixa do espectro eletromagnético,
desde o ultravioleta até o infravermelho, permitindo analises de carater fisico, quimico e
fisioldgico das sementes. Enquanto a espectroscopia convencional permite apenas a analise de
uma pequena porcdo do objeto (“analise pontual™), ndo fornecendo informagdes espaciais que
sdo essenciais em processos de analise de sementes, as imagens multiespectrais combinam
informacdes espaciais e espectrais em um unico protocolo de medicdo, fornecendo dados de

toda a amostra e gerando resultados precisos até mesmo de amostras heterogéneas.
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Vale destacar, ainda, que ao contrario dos sistemas de imagens tradicionais, 0s
sensores mais recentes contam com sistemas de iluminacdo baseados em diodos emissores de
luz (LEDs) com maior estabilidade, capazes de produzir varias imagens de reflectancia e
autofluorescéncia de alta resolucdo de toda a amostra em alta velocidade. Esses sistemas
possuem tecnologia de calibragdo avancada, fornecendo alta homogeneidade e
reprodutibilidade para discriminacdo de padrbes de um objeto. Além disso, 0s modernos
recursos de processamento de imagens permitem a extracdo automatica de multiparametros de
uma Unica imagem ou de um conjunto de imagens monocromaticas, proporcionando uma
determinacdo rapida e precisa de alteracfes quimicas das sementes (Galletti et al., 2020).

O desempenho de analises multiespectrais pode ser ainda otimizado utilizando os
recentes modelos de transformacao estatistica, como o algoritmo de analise de discriminacédo
candnica normalizada (nCDA) que transforma imagens de tons de cinza em mapas de cores
variando entre vermelho-verde-azul (Bianchini et al., 2021), dependendo da intensidade de
reflectancia ou de autofluorescéncia. Portanto, essas ferramentas podem efetivamente fornecer
um melhor entendimento da dindmica de interacdo das culturas com as radiacGes ionizantes,

que sdo impossiveis de serem detectadas pelos métodos visuais tradicionais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Sementes utilizadas

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Analise de Sementes do Departamento de
Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (Esalq) e no
Laboratdério de Radiobiologia e Ambiente da Divisdo de Produtividade Agroindustrial e
Alimentos do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (Cena), ambos da Universidade de S&o
Paulo, em Piracicaba, SP. Foram utilizadas sementes de soja dos cultivares M5705 IPRO e
NS7505 IPRO. As sementes do cultivar M5705 IPRO foram colhidas em mar¢o de 2019 em
Arapoti, PR, Brasil, enquanto as sementes do cultivar NS7505 IPRO foram colhidas em abril
de 2019 em Araguari, MG, Brasil.

Durante todo o periodo experimental, as sementes foram mantidas acondicionadas em
embalagens de papel Kraft e mantidas a 10 °C e 40% de umidade relativa do ar (UR). O teor de
agua inicial das sementes foi determinado antes de cada teste, o qual variou entre 7,8 e 8,2%
para as sementes do cultivar M5705 IPRO, e entre 7,7 e 8,1% para as sementes do cultivar
NS7505 IPRO. Para a determinacdo do teor de agua, foi utilizado o método da estufa a 105 °C
+ 3 °C, por 24 h (Brasil, 2009), com duas subamostras de 50 sementes.

Para obtencéo de classes de sementes de baixo e alto vigor, as sementes de cada cultivar
foram artificialmente envelhecidas por 0, 12, 24 e 48 h. Para o envelhecimento, as sementes
foram distribuidas em camada Unica sobre tela de aco inox suspensa no interior de uma caixa
de plastico transparente (11,0 cm x 11,0 cm x 3,5 cm) contendo 40 mL de agua destilada. As
caixas foram cobertas com tampa e mantidas a 42 °C e 98 + 2% de UR. Posteriormente, as
sementes foram submetidas a secagem a 20 °C por 24 h, para que alcangassem o teor de dgua

inicial.

3.2. Caracterizacao inicial das sementes

3.2.1. Testes de germinacao

Previamente ao teste de germinacéo, as sementes foram condicionadas para evitar danos
por embebicdo, uma vez que as sementes de soja no estado seco sdo altamente suscetiveis,
particularmente com teores de agua abaixo de 11% (Simon e Harum, 1972). Para isto, as
sementes foram distribuidas sobre tela de a¢o inox suspensa no interior de uma caixa de plastico
transparente (11,0 cm x 11,0 cm x 3,5 cm) contendo 40 mL de agua destilada. As caixas foram

cobertas com tampa e mantidas a 25 °C por 16 h. Posteriormente, quatro repeticbes de 50
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sementes foram distribuidas em folhas de papel umedecidas com &gua destilada (proporcao de
1: 2,5, g: mL), enroladas e mantidas a 25 °C com fotoperiodo de 8 h. A porcentagem de
sementes germinadas foi baseada no nimero de plantulas normais no 5° (primeira contagem) e

8° dia apds a semeadura (Brasil, 2009).

3.2.2. Testes de vigor

Os testes de vigor foram conduzidos com quatro repeticdes de 50 sementes com base na
(i) germinacdo das sementes ap0s o envelhecimento acelerado com solucdo saturada de sal
(EASS), (ii) germinacdo apos o envelhecimento acelerado tradicional (EA), (iii) condutividade
elétrica, (iv) emergéncia de plantulas e (v) indice de velocidade de emergéncia (IVE). Nos testes
de envelhecimento, as sementes foram distribuidas em camada Unica sobre tela de ago inox
suspensa no interior de uma caixa de plastico transparente (11,0 cm x 11,0 cm x 3,5 cm)
contendo 40 mL de agua destilada (EA) (Dutra e Vieira, 2004) ou 40 mL de solucdo saturada
de NaCl (40 g de NaCl em 100 mL de &gua destilada) (EASS) (Jianhua e McDonald, 1996). As
caixas com tampa foram mantidas a 42 °C e 76 + 2% UR de umidade relativa (EA) ou 98 £ 2%
UR (EASS) por 72 h. Em seguida, foi conduzido o teste de germinacdo, e aos cinco dias apos
a semeadura, foi determinada a porcentagem de plantulas normais.

No teste de condutividade elétrica, cada repeticdo contendo 50 sementes foi pesada
(0,001 g) e colocada em copo de plastico (200 mL) contendo 75 mL de dgua destilada (Hampton
e Tekrony, 1995). Os recipientes foram cobertos com papel celofane e mantidos a 25 °C por 24
h. A condutividade elétrica da solucdo foi determinada utilizando um condutivimetro Tecnal
Tec-4MP, e os resultados foram expressos em relagdo & massa das sementes (uS cm™ g1).

A emergéncia de plantulas foi conduzida em caixas de plastico (32,0 cm x 28,0 cm X
10,0 cm) contendo areia umedecida com 60% da capacidade de retencdo de dgua (Brasil, 2009),
em condi¢cBes ndo controladas e a avaliacdo da percentagem de plantulas emergidas foi
realizada aos oito dias apds a semeadura. O IVE foi calculado a partir da contagem diaria do
numero de plantulas emergidas (Maguire, 1962).

3.2.3. Conteudo de proteina e gordura bruta
A determinagéo do contetido de proteina (AOAC n@.4.2.11) e gordura bruta (AOAC

n9.4.5.01) seguiu conforme metodologia empregada pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC,1995). O contetdo de proteina bruta foi determinado utilizando cinco

repeticdes de 0,1 g de sementes trituradas. As amostras foram colocadas em tubos de Kjeldahl
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e levadas para capela para a digestdo completa das amostras. Foram adicionados 5 mL de
solugdo digestora em bloco digestor, aumentando a temperatura lentamente de 50 °C até 350
°C, totalizando aproximadamente 4 h. Em seguida, foram adicionados 10 mL de agua destilada
em cada tubo, com posterior destilagdo em destilador de nitrogénio (marca: Marconi; modelo
MA-036). As amostras digeridas na etapa anterior foram neutralizadas em uma dosagem de 15
mL de hidroxido de sddio, e em seguida, passaram pelo sistema de vapor da caldeira do
destilador, com liberacao de hidroxido de aménio. A etapa de destilacéo é finalizada quando o
acido boérico na quantidade de 5 mL adquire a coloracdo verde. ApoOs esse procedimento,
realizou-se a titulagdo com acido sulfarico 0,02 N até a coloragéo rosa, anotando o volume
gasto. Os calculos para obter a quantidade de proteina bruta total em cada amostra foi obtida da

seguinte forma:

Proteina bruta total = mL da titulagéo x 0,02 x 14 x 5,46 (fator de corre¢do conforme
Mossé,1990)

Para determinacdo da gordura bruta, foram utilizadas quatro repeticdes de 1,0 g de
sementes trituradas colocadas em papel de filtro dobrado, semelhante a um cartucho, de modo
gue encaixasse no recipiente de aluminio, componente do equipamento extrator de 6leos e
graxas (MARCA: Marconi; modelo MA 044/8/50). No fundo de cada cartucho de papel de
filtro, sobre cada amostra, foi colocada uma pequena porcdo de algoddo para ndo haver
extravasamento da amostra. Em seguida, os tubos onde a gordura € depositada, foram
previamente secos em estufa a 105 °C por aproximadamente 1 h, pesados e identificados. Com
0s tubos encaixados no extrator e a amostra imersa no solvente, a temperatura foi ajustada para
100 °C para realizacdo de refluxo por 4 h. Apés esse tempo, as amostras foram suspensas para
iniciar 0 processo de secagem. Neste momento, a temperatura foi aumentada para 120 °C para
acelerar a evaporacao do solvente da amostra. Apés evaporacéo, os tubos foram desencaixados
e levados para estufa a 105 °C por 12 h até completa secagem. Apos esse periodo, os tubos

contendo o 6leo extraido de cada amostra foram pesados e procedeu-se com os calculos:

Extrato etéreo= ([tubo + gordura] - tara do tubo) x 100.

Os resultados foram expressos em porcentagem de proteina e gordura bruta por amostra.
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3.2.4. Pigmentos em plantulas, fluorescéncia de clorofila e eficiéncia quantica do
fotossistema |1

Quatro repetices de 40 sementes por tratamento foram semeadas em vasos de
poliestireno de 500 mL de volume (32 vasos por tratamento), preenchidos com uma mistura de
casca de pinus, turfa e vermiculita; para cada vaso foram semeadas cinco sementes. As plantulas
foram cultivadas em condigdes controladas de temperatura (25 °C), UR (50-70%) e luz (LEDs
de luz branca de 13 W) (County llum., Sdo Paulo, Brasil) com fotoperiodo de 8/16 h
(luz/escuro). A radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) foi calculada utilizando um medidor
Quantum PAR (Spectrum Technologies, 3415FSE, Illinois, EUA), que foi de 200 umols m? s’
1. Os vasos foram irrigados a cada dois dias. Quando as plantulas estavam bem estabelecidas
(oito dias ap6s a semeadura), foi realizado o desbaste mantendo somente duas plantulas por
vaso, a fim de reduzir a sobreposicéo das folhas.

Aos 16 dias apds a semeadura, foram capturadas imagens multiespectrais de 64
plantulas por tratamento com o equipamento SeedReporter™ (PhenoVation B.V., Wageningen,
Holanda). Antes da aquisicdo das imagens, a intensidade de luz do equipamento foi ajustada
para evitar sobrecarga. LEDs de luz branca de 3000 K (faixa de 450 a 780 nm) foram utilizados
para iluminar as folhas, e dados de reflectancia foram capturados através de quatro filtros
Opticos de 540, 640, 710 e 770 nm, gerando imagens de resolucao de 2.448 x 2.448 pixels (3,69
um/pixel). O indice de clorofila a foi calculado a partir da reflectancia de 710 e 770 nm
(Gitelson et al., 2003), e o indice de antocianinas da reflectancia a 540, 710 e 770 nm (Gitelson
et al., 2001). Os indices de clorofila a e de antocianinas foram calculados no software
SeedReporter™ versao 5.4.7, utilizando as formulas a seguir (em que p representa a refletancia
obtida para cada comprimento de onda):

770
p_) 1

Indice de clorofila a = (p710
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Utilizando tecnologia de imagens de fluorescéncia de clorofila, foram obtidos dados de
fluorescéncia minima (Fo), fluorescéncia maxima (Fwm) e fluorescéncia média da clorofila a,
seguida da determinacéo da eficiéncia quantica do fotossistema Il com base na relacdo Fv/Fm
(Murchie e Lawson, 2013). Previamente, as plantulas foram adaptadas no escuro por 30

minutos. No estado adaptado (quando todos os centros de reacdo do fotossistema Il estavam
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abertos), aplicou-se uma iluminagdo actinica sobre as folhas, e cerca de 20-50 ps apds a
iluminacédo a Fo foi calculada. A aplicacdo de saturacdo de luz nas folhas adaptadas ao escuro
induz uma fluorescéncia méxima (Fm) ao fechar os centros de reagdo. A diferenca entre Foe Fum

representa a fluorescéncia variavel (Fv) calculado a partir da seguinte formula:

Fv _Fm—FO
Fm Fm

Os sinais de fluorescéncia de clorofila foram determinados com base na curva de
indugdo de Kautsky (Kautsky e Hirsch, 1931). O equipamento SeedReporter™ (PhenoVation
B.V., Wageningen, Holanda) foi utilizado para excitacdo das moléculas de clorofila a utilizando
36 LEDs ambar de alta intensidade (pico de 620 nm), com intensidade de luz saturante de 6.320
umol m? s, O sensor do SeedReporter™ permite a extragido de informagdes das plantulas
inteiras, em curto intervalo de tempo (=800 ms), ao passo que um filtro de interferéncia (730
nm) transmite os sinais de fluorescéncia das folhas para um chip CCD. Cada pixel da imagem

de fluorescéncia foi calculado no software SeedReporter™ versdo 5.4.6.

3.3. Tratamentos de sementes com raios gama
3.3.1. Doses

Para os tratamentos de radiacdo gama, as sementes de cada cultivar foram separadas em
dois grupos: 1- sementes de baixo vigor (envelhecidas artificialmente por 48 h); 2- sementes de
alto vigor (ndo envelhecidas artificialmente). As sementes foram submetidas a doses de raios
gama de 0, 12, 16 e 20 Gy, utilizando uma fonte de Co®® tipo Gamma beam-650® (MDS
Nordion International Inc., Canadd) a uma taxa de dosagem de 1,4 Gy/min a temperatura
ambiente (~ 25 °C).

3.3.2. Conteudo de proteina e gordura bruta de sementes irradiadas

Foram adotados os mesmos procedimentos descritos no topico 3.2.3.
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3.3.3. Andlise de imagens multiespectrais de sementes irradiadas

As classes de sementes irradiadas e ndo irradiadas (quatro repetices de 50 sementes
por tratamento), provenientes de sementes de baixo e alto vigor, foram posicionadas em placas
de Petri de vidro de 9,0 cm com auxilio de fita dupla face. Em seguida, foram capturadas
imagens multiespectrais com o equipamento VideometerLab4™ (Videometer A/S, Herlev,
Dinamarca) que permite a extragdo simultanea de dados de reflectancia e autofluorescéncia das
imagens das sementes. O VideometerLab4™ consiste em uma esfera com revestimento de
titinio fosco para garantir que a luz seja espalhada uniformemente ao redor das sementes,
utilizando 19 LEDs monocromaéticos (365, 405, 430, 450, 470, 490, 515, 540, 570, 590, 630,
645, 660, 690, 780, 850, 880, 940 e 970 nm). As amostras foram colocadas sob a esfera
integradora e as imagens de reflectancia foram adquiridas apds iluminacdo sucessiva das
amostras com o0s 19 LEDs.

As imagens de autofluorescéncia foram obtidas utilizando LEDs com comprimentos de
onda de excitacdo nas regides do ultravioleta (UVA) e visivel. A opc¢édo de troca de filtro do
VideometerLab4™ foi selecionada para medir a autofluorescéncia das amostras utilizando 10
comprimentos de onda de excita¢do combinados com quatro filtros Long-Pass (LP), fornecendo
diferentes combinacdes de excitacdo/emissdo: 365/400 nm, 430/500 nm, 450/500 nm, 470/500
nm, 515/600 nm, 540/600 nm, 570/600 nm, 630/700 nm, 645/700 nm, 660/700 nm. Um chip
CCD foi utilizado para deteccéo dos sinais de reflectancia e autofluorescéncia das sementes.

Para melhoria na relacdo sinal-ruido, a intensidade de luz de cada LED foi calibrada
com base em uma amostra representativa contendo sementes de soja de todos os tratamentos.
O tempo estroboscépio de cada LED foi otimizado para a amostra representativa e salvo para
todas as imagens subsequentes. Além disso, uma calibracdo radiométrica e geométrica foi
realizada utilizando discos alvos padrdes. As imagens multiespectrais de reflectancia e
autofluorescéncia foram adquiridas em sequéncia durante 1 min por meio do software
VideometerLab4™ versao 3.14.9 (Videometer A/S, Herlev, Dinamarca), ndo necessitando de
pré-preparacdo das amostras, gerando imagens de resolugdo de 2.192 x 2.192 pixels (40
um/pixel). Imagens RGB também foram capturadas com 0 mesmo sensor, as quais estdo
representadas por trés canais de cores (Red-Green-Blue) para gerar um valor de cor Unica em
cada pixel da imagem.

A técnica de segmentacdo Thresholding foi aplicada para separar as sementes do fundo
da imagem. Em seguida, as sementes (regido de interesse - ROI) foram extraidas em um Binary
Large Object (BLOB); cada BLOB consistiu na representacdo de uma semente. Um algoritmo
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de processamento de imagem denominado de nCDA foi aplicado para discriminar as diferentes
classes de sementes, o qual calcula as médias apds remocao dos outliers.

3.3.4. Pigmentos, fluorescéncia de clorofila e eficiéncia quantica do fotossistema 11

de pléantulas provenientes de sementes irradiadas

Foram adotados os mesmos procedimentos descritos no topico 3.2.4

3.4. Procedimento estatistico

Os dados foram analisados pela analise de variancia (ANOVA). As anélises estatisticas
foram realizadas com o software R 4.0.0 (R Core Team, 2019), por meio do delineamento
inteiramente casualizado, e a comparacdo de médias foi obtida utilizando o teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencéo de classes de sementes de baixo e alto vigor
4.1.1. Germinacao e vigor

Para as sementes do cultivar M5705 IPRO (Figura 1), a germinacdo das sementes
diminuiu com o aumento do tempo de envelhecimento, principalmente aos 5 dias apds a
semeadura. O EASS classificou as sementes em dois grupos, 0 e 12h vs 24 e 48 h, enquanto o
EA separou as sementes ndo envelhecidas das envelhecidas. A condutividade elétrica aumentou
com o aumento dos tempos de envelhecimento, separando o vigor das sementes em trés classes
distintas. Os demais testes de vigor (ou seja, emergéncia de plantulas e IVE) ndo foram capazes

de detectar diferencas significativas entre as classes de sementes.
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Figura 1. Testes de germinagdo e vigor em sementes de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO)
envelhecidas por 0, 12, 24 e 48 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).
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J& na analise das sementes do cultivar NS7505 IPRO (Figura 2), verificou-se uma
reducdo significativa na germinagdo das sementes envelhecidas por 48 h no 5° e 8° dia apos a
semeadura. Similarmente ao cultivar M5705 IPRO, no EASS a germinacdo reduziu apenas a
partir de 24 h, enquanto no EA houve queda acentuada a partir de 12 h. Além disso, de forma
semelhante ao cultivar M5705 IPRO, a integridade da membrana celular das sementes avaliada
pelo teste de condutividade elétrica, foi reduzida apenas em sementes envelhecidas por 24 e 48
h. Entretanto, a emergéncia e o indice de velocidade de emergéncia de plantulas foram afetados

significativamente somente com 48 h de envelhecimento.
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Figura 2. Testes de germinacdo e vigor em sementes de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO)
envelhecidas por 0, 12, 24 e 48 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).
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4.1.2. Proteina e gordura bruta
As diferengas de proteina bruta ndo foram significativas para o cultivar M5705 IPRO
(Figura 3). Entretanto, para a gordura bruta, as sementes envelhecidas por 24 e 48 h

apresentaram os maiores (10,95%) e menores (8,13%) valores, respectivamente (Figura 3).

Proteina bruta Gordura bruta

ns

NPT T TR

10

%

(3]

Oh 12h 24h 48h 12h 24h 48h

Figura 3. Teores de proteina e gordura bruta em sementes de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO)
envelhecidas por 0, 12, 24 e 48 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).

Semelhante ao que aconteceu com o cultivar M5705 IPRO, o cultivar NS7505 IPRO
também ndo apresentou diferenca estatistica no teor de proteina bruta das sementes (Figura 4).
Os maiores teores de gordura bruta do cultivar NS7505 IPRO foram nos tempos de

envelhecimento de 12 e 48 h com 17,0 e 16,4%, respectivamente.
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Figura 4. Teores de proteina e gordura bruta em sementes de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO)
envelhecidas por 0, 12, 24 e 48 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).

%

4.1.3. Pigmentos e eficiéncia quantica maxima do fotossistema Il em plantulas

Para o cultivar M5705 IPRO, o indice de clorofila a apresentou um aumento

significativo em sementes envelhecidas por 48 h, mas ndo houve diferenga significativa no
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indice de antocianina (Figura 5). O comportamento do Fo e Fm foi semelhante, com valores
superiores em plantulas originadas de sementes envelhecidas por 12 e 48 h. Além disso, embora
as sementes envelhecidas por 48 h tenham alcancado germinacao semelhante as sementes ndo
envelhecidas no 8° dia apds a semeadura em condicGes 6timas (Figura 1), as plantulas tiveram
seu aparato fotoquimico prejudicado, conforme destacado pelos valores inferiores de Fv/Fm. A
fluorescéncia de clorofila a das plantulas foi aumentada no tempo de envelhecimento de 12 h,

e menores valores foram constatados em plantulas provenientes de sementes ndo envelhecidas.
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Figura 5. indice de clorofila a, indice de antocianina, fluorescéncia inicial - Fo, fluorescéncia méxima
— Fwm, rendimento quantico do fotossistema Il — Fv/Fu e fluorescéncia média de clorofila a de plantulas
de soja (Glycine max cv. MS5705 IPRO) originadas de sementes envelhecidas artificialmente por 0, 12,
24 e 48 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o
teste de Tukey (P <0,05).

O comportamento das sementes do cultivar NS7505 IPRO foi semelhante em relagéo

aos parametros de indice de clorofila a, indice de antocianina, Fo, Fm € fluorescéncia média de
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clorofila a, com maiores valores para as sementes envelhecidas por curto periodo de
envelhecimento — 12 h (Figura 6). Para o indice de antocianina e Fv/Fu, inclusive, esses valores
foram superiores as sementes ndo envelhecidas, indicando efeito hormético no curto tempo de

envelhecimento. Com relagéo ao Fwm, se destacou também o tempo de 24 h.
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Figura 6. indice de clorofila a, indice de antocianina, fluorescéncia inicial - Fo, fluorescéncia maxima
— Fwm, rendimento quantico do fotossistema Il — Fv/Fm e fluorescéncia média de clorofila a de plantulas
de soja (Glycine max cv. NS75025 IPRO) originadas de sementes envelhecidas artificialmente por 0,
12, 24 e 48 h. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com
o teste de Tukey (P <0,05).

Oh

4.2. Efeito da radiacdo gama no conteudo de proteina e gordura bruta de sementes de
baixo e alto vigor
Considerando os resultados dos testes fisioldégicos e bioquimicos, sementes nao
envelhecidas (0 h) e sementes envelhecidas por 48 h foram selecionadas para representar classes
de sementes de alto e baixo vigor, respectivamente, e assim, verificar a resposta de sementes
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de potenciais fisioldgicos iniciais distintos aos efeitos de diferentes doses de raios gama. No
cultivar M5705 IPRO, para a classe de sementes de baixo vigor (Figura 7 a), os teores de
proteina bruta permaneceram semelhantes independentemente da dose de raios gama utilizada,
porém, a gordura bruta foi reduzida na dose de 12 Gy, mas manteve-se similar as sementes ndo
irradiadas a medida em que houve aumento na dose de radiagdo. Para a classe de sementes de
alto vigor (Figura 7 b) houve um incremento no conteudo de proteina bruta na dose de 20 Gy
comparadas as sementes ndo envelhecidas, mas sem influéncia significativa sobre o teor de

gordura bruta.
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Figura 7. Resposta de sementes de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO) de baixo [a] e alto [b] vigor a
diferentes doses de radiacdo gama (0, 12, 16 e 20 Gy) para teores de proteina e gordura bruta. Médias
(* desvio padrdo) seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste
de Tukey (P <0,05).

Para o cultivar NS7505 IPRO, na classe de baixo vigor (Figura 8 a), houve incremento
no teor de proteina bruta de sementes expostas a radiacao ja nas doses de 16 e 20 Gy, em relacdo
as sementes nao irradiadas (0 Gy). Semelhante ao cultivar M5705 IPRO, a dose de 12 Gy
reduziu o contetdo de gordura bruta das sementes de baixo vigor, mas este componente nao foi
afetado significativamente com o aumento da dose de radiacdo (Figura 8 a). Na classe de alto
vigor (Figura 8 b), houve incremento no teor de proteina bruta apenas na dose de 20 Gy, com

paralela reducdo no conteudo de gordura bruta.
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Figura 8. Resposta de sementes de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO) de baixo [a] e alto [b] vigor a
diferentes doses de radiagdo gama (0, 12, 16 e 20 Gy) para teores de proteina e gordura bruta. Médias
(% desvio padrdo) seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste
de Tukey (P <0,05).

4.3. Efeito da radiacdo gama sobre os padrdes de refletancia e autofluorescéncia em
imagens multiespectrais de sementes de baixo e alto vigor
O espectro de reflectancia das sementes de baixo vigor do cultivar M5705 IPRO
(Figura 9 a) apresentou um padrdo distinto apenas para a dose de 12 Gy, particularmente nos
comprimentos de onda de 570 a 880 nm. Ja as sementes de alto vigor foram mais responsivas
as diferentes doses de radiacdo gama. Por exemplo, no espectro visivel (570-690 nm) as
sementes irradiadas na dose de 20 Gy apresentaram reducdo substancial nos valores de
reflectancia, mas com valores superiores aos demais tratamentos na regido do NIR (850-970
nm) (Figura 9 b).
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Figura 9. Médias de reflectancia de sementes de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO) de baixo [a] e
alto [b] vigor em 19 comprimentos de onda (365 a 970 nm). n=200 sementes

Na avaliacdo da autofluorescéncia espectral das sementes de baixo vigor (Figura 10
a), verificou-se consideravel aumento na fluorescéncia das sementes expostas a radiacdo na
dose de 12 Gy, principalmente na combinacdo de excitagdo e emissédo de 365/400 nm. Em
contrapartida, para as sementes de alto vigor (Figura 10 b) o aumento nos sinais de

autofluorescéncia a 365/400 nm, em especial, ocorreu tanto na dose de 12 Gy como de 20 Gy.
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Figura 10. Médias de autofluorescéncia de sementes de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO) de baixo
[a] e alto [b] vigor para diferentes combinacdes de excitacdo/emissdo (LED/filtro). n=200 sementes.

Para a comparacdo estatistica das médias de reflectancia e de autofluorescéncia das
sementes submetidas as diferentes doses de raios gama, foram selecionadas as bandas de 690
nm e 365/400 nm, respectivamente. No cultivar M5705 IPRO, para as sementes de baixo vigor
(Figura 11), os valores mais elevados de reflectancia e autofluorescéncia foram obtidos para
sementes expostas a radiacdo gama a 12 Gy (Figura 11 a,b). Na comparacdo dos padrbes
espectrais das imagens de reflectancia e autofluorescéncia (Figura 11 c,d), observou-se que
essas diferencas foram mais evidentes nas imagens de autofluorescéncia (Figura 11 d), embora
todos os tratamentos tenham apresentado imagens RGB semelhantes. Para as imagens de
autofluorescéncia, tanto em escalas de cinza como transformadas pelo algoritmo nCDA,
detectou-se um padréo diferente em sementes expostas a irradiacdo gama a 12 Gy (Fig. 11 d),
ou seja, essas sementes apresentaram valores de pixel maiores, que estdo associados com

maiores sinais de autofluorescéncia.
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Figura 11. Resposta de sementes de soja de baixo vigor (Glycine max cv. M5705 IPRO) a diferentes
doses de raios gama (0, 12, 16 e 20 Gy) para dados de refletdncia a 690 nm [a] e autofluorescéncia na
combinagdo de excitacdo/emissdo de 365/400 nm [b]; médias (+ desvio padrdo) seguidas da mesma letra
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e de
reflectancia a 690 nm [c] e autofluorescéncia a 365/400 nm [d] em niveis de cinza e transformadas pelo
algoritmo nCDA, com padrdes espectrais para classes de sementes ndo irradiadas (0 Gy) e irradiadas
nas doses de 12, 16 e 20 Gy. Para imagens em niveis de cinza e transformadas pelo algoritmo nCDA,
cada pixel é representado por um Unico valor que corresponde a intensidade de reflectancia ou
autofluorescéncia. Valores de pixel mais altos indicam tecidos com maior reflectancia ou
autofluorescéncia.

Com relagdo as sementes de alto vigor do cultivar M5705 IPRO (Figura 12), menores
valores de reflectancia no comprimento de onda de 690 nm foi obtido na dose de 20 Gy (Figura
12 a). Com excecdo da classe de sementes ndo irradiadas (0 Gy), as sementes apresentaram
incremento nos sinais de autofluorescéncia para todas as doses de radiagdo empregadas (Figura
12 b). Na andlise das imagens, ndo foram constatadas mudancas nos padrdes espectrais das
imagens de reflectancia (Figura 12 c), entretanto, o incremento da autofluorescéncia das
sementes irradiadas, particularmente nas doses de 16 e 20 Gy, foram mais marcantes tanto para
as imagens em niveis de cinza, quanto para as imagens transformadas pelo algoritmo nCDA
(Figura 12 d).



37

[a] [b] 300 -
80:9 ' : ) ‘ S a
£ ! a Ay a a
€ 75 a T @ ; |
= : ™ 200 4 : l
3 : ; l 4 b !
g 70 4 §
S ' ; 3 2 100 A
[} H H ol
g ® e i 2
= T B
60 t + i i 2 0 t t t
0 12 16 20 0 12 16 20
Doses de radiagdo (Gy) Doses de radiagao (Gy)
[e] RGB Grayscale nCDA

90000000000 00000000Q00
ooooooooooooooowooooo
00000009000000000000Q0
00000000000000>0>owww

[d] N Grayscale
0Gy ’
126y 0000000000900 00000060

e I I XYY XLIXTIY Y B ) &
w6y 0000000 0000000 '
[ |

Min Max Min Max

Figura 12. Resposta de sementes de soja de alto vigor (Glycine max cv. M5705 IPRO) a diferentes
doses de raios gama (0, 12, 16 e 20 Gy) para dados de refletdncia a 690 nm [a] e autofluorescéncia na
combinagéo de excitacdo/emisséo de 365/400 nm [b]; médias (+ desvio padrdo) seguidas da mesma letra
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e de
reflectancia a 690 nm [c] e autofluorescéncia a 365/400 nm [d] em niveis de cinza e transformadas pelo
algoritmo nCDA, com padrfes espectrais para as classes de sementes ndo irradiadas (0 Gy) e irradiadas
nas doses de 12, 16, e 20 Gy [c]. Para imagens em niveis de cinza e transformadas pelo algoritmo nCDA,
cada pixel é representado por um Unico valor que corresponde a intensidade de reflectancia ou
autofluorescéncia. Valores de pixel mais altos indicam tecidos com maior reflectdncia ou
autofluorescéncia.

Na analise da reflectancia espectral das sementes do cultivar NS7505 IPRO para a
classe de baixo vigor (Figura 13 a), os resultados revelaram leve incremento para as sementes
submetidas a dose 16 Gy, constatados na faixa de 570 a 690 nm. Entretanto, semelhantemente
aos resultados obtidos para o cultivar M5705 IPRO (Figura 9), as sementes de alto vigor do
cultivar NS7505 IPRO também apresentaram maiores mudangas nos padrdes de reflectancia
comparadas as sementes de baixo vigor (Figura 13), particularmente na faixa de 515-660 nm,

e em geral, com maior reducéo nos sinais de reflectancia para a dose de 16 Gy (Figura 13 b).
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Figura 13. Médias de reflectancia de sementes de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO) de baixo [a] e
alto [b] vigor em 19 comprimentos de onda (365 a 970 nm). n=200 sementes

Para a autofluorescéncia espectral das sementes de baixo vigor do cultivar NS7505
IPRO (Figura 14 a), observou-se que na combinagéo de 365/400 nm os valores foram levemente
menores nas sementes néo irradiadas. Por outro lado, para a sementes de alto vigor (Figura 14
b), as classes de sementes ndo irradiadas e submetidas a menor dose de raios gama (12 Gy)

apresentaram maior autofluorescéncia, com diferencas mais contrastantes empregando-se a
combinacgéo de 365/400nm.
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Figura 14. Médias de autofluorescéncia de sementes de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO) de baixo
[a] e alto [b] vigor para diferentes combinacdes de excitacdo/emissdo (LED/filtro). n=200 sementes.

As médias de reflectancia e autofluorescéncia das sementes do cultivar NS7505 IPRO
para as bandas de 690 nm e 365/400 nm, respectivamente, ndo foram estatisticamente diferentes
entre as doses de radiacdo estudadas, tanto para sementes de baixo vigor (Figura 15 a,b) quanto
para as sementes de alto vigor (Figura 16 a,b). Também n&o foram observadas diferencas nos
padrdes de reflectancia e autofluorescéncia nas imagens em escalas de cinza e transformadas
pelo algoritmo nCDA para as sementes de baixo vigor (Figura 15 c,d). Ja os padr0es espectrais
das imagens das sementes de alto vigor revelaram menores sinais de autofluorescéncia para a
dose de 16 Gy (Figura 16 d).
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Figura 15. Resposta de sementes de soja de baixo vigor (Glycine max cv. NS7505 IPRO) a diferentes
doses de raios gama (0, 12, 16 e 20 Gy) para dados de refletdncia a 690 nm [a] e autofluorescéncia na
combinagdo de excitacdo/emissdo de 365/400 nm [b]; médias (+ desvio padrdo) seguidas da mesma letra
ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e de
reflectancia a 690 nm [c] e autofluorescéncia a 365/400 nm [d] em niveis de cinza e transformadas pelo
algoritmo nCDA, com padrdes espectrais para as classes de sementes ndo irradiadas (0 Gy) e irradiadas
nas doses de 12, 16, e 20 Gy [c]. Para imagens em niveis de cinza e transformadas pelo algoritmo nCDA,
cada pixel é representado por um Unico valor que corresponde a intensidade de reflectancia ou
autofluorescéncia. Valores de pixel mais altos indicam tecidos com maior reflectancia ou
autofluorescéncia.
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Figura 16. Resposta de sementes de soja de alto vigor (Glycine max cv. NS7505 IPRO) a diferentes
doses de raios gama (0, 12, 16 e 20 Gy) para dados de refletancia a 690 nm [a] e autofluorescéncia na
combinacdo de excitacdo/emissao de 365/400 nm [b]; médias (+ desvio padrao) seguidas da mesma letra
nado diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e de
reflectancia a 690 nm [c] e autofluorescéncia a 365/400 nm [d] em niveis de cinza e transformadas pelo
algortimo nCDA, com padrfes espectrais para as classes de sementes ndo irradiadas (0 Gy) e irradiadas
nas doses de 12, 16, e 20 Gy [c]. Para imagens em niveis de cinza e transformadas pelo algoritmo nCDA,
cada pixel é representado por um Unico valor que corresponde a intensidade de reflectancia ou
autofluorescéncia. Valores de pixel mais altos indicam tecidos com maior reflectancia ou
autofluorescéncia.

_
Max

4.4. Tratamentos de sementes com raios gama e influéncia na sintese e atividade de

pigmentos de plantulas detectada por tecnologias de imagens multiespectrais

Para o cultivar M5705 IPRO, quando se utilizou sementes de baixo vigor (Figura 17),
as variaveis Fo e Fm tiveram menor sinal em plantulas produzidas a partir de sementes
irradiadas, particularmente a 16 Gy (Fo e Fm) € 20 Gy (Fwm) (Figura 17a). No entanto, a relacdo
Fv/Fm ndo diferiu entre as plantulas geradas a partir de sementes ndo irradiadas e irradiadas
(Figura 17a). Alem disso, ndo houve diferencas significativas para os indices de antocianinas e
de clorofila a (Figura 17b).
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Figura 17. Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fw) e rendimento quéntico maximo do
fotossistema Il com base no Fv/Fwm [a], indice de antocianinas e de clorofila a [b] em plantulas de soja
(Glycine max cv. M5705 IPRO) aos 16 dias apds a semeadura, provenientes de sementes de baixo vigor
para classes ndo irradiadas (0 Gy) e tratadas com raios gama nas doses de 12, 16 e 20 Gy. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P
<0,05).

As sementes de alto vigor do cultivar M5705 IPRO (Figura 18), também apresentaram
maiores sinais de Fona dose de 16 Gy (Figura 18 a) e Fmnas doses de 16 e 20 Gy. As pléantulas
obtidas de sementes ndo irradiadas obtiveram os menores sinais de Fo e Fm (Figura 18 a). Nao
houve diferenca significativa para as plantulas produzidas de sementes ndo irradiadas e
irradiadas em relacdo ao pardmetro Fv/Fm, bem como para o indice de antocianina e de clorofila
a (Figura 18 b).

Utilizando sementes de baixo vigor do cultivar NS7505 IPRO (Figura 19), observou-
se um aumento significativo nos sinais de Fo das plantulas apos aplicacdo das diferentes doses
de radiacdo, mas nenhuma dose se destacou (Figura 19 a). Por outro lado, para o parametro Fu,
as plantulas produzidas a partir de sementes tratadas na dose de 20 Gy apresentaram 0s maiores
valores, enquanto os menores valores foram constatados para as plantulas obtidas de sementes
ndo irradiadas (Figura 19 a). N&o houve diferenca significativa para a relagdo Fv/Fm e indice
de antocianina entre os tratamentos, no entanto, as plantulas provenientes de sementes
irradiadas, independente da dose, apresentaram os maiores indices de clorofila a (Figura 19 b).
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Figura 18. Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fwm) e rendimento quantico maximo do
fotossistema Il com base no Fv/Fwm [a], indice de antocianinas e de clorofila a [b] em plantulas de soja
(Glycine max cv. M5705 IPRO) aos 16 dias apds a semeadura, provenientes de sementes de alto vigor
para classes ndo irradiadas (0 Gy) e tratadas com raios gama nas doses de 12, 16 e 20 Gy. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P
<0,05).
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Figura 19. Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fwm) e rendimento quantico maximo do
fotossistema Il com base no Fv/Fwm [a], indice de antocianinas e de clorofila a [b] em plantulas de soja
(Glycine max cv. NS7505 IPRO) aos 16 dias ap6s a semeadura, provenientes de sementes de baixo vigor
para classes ndo irradiadas (0 Gy) e tratadas com raios gama nas doses de 12, 16 e 20 Gy. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P
<0,05).
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As plantulas produzidas de sementes de alto vigor do cultivar NS755 IPRO (Figura
20) ndo apresentaram alteragéo nos sinais de Fo, Fm e Fv/Fm nas diferentes doses de raios gama
(Figura 20 a). O menor indice de antocianina foi obtido para as plantulas provenientes de
sementes irradiadas na dose de 16 Gy (Figura 20 b), e ndo foram observadas diferencas

significativas no indice de clorofila a.
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Figura 20. Fluorescéncia inicial (Fo), fluorescéncia maxima (Fm) e rendimento quantico maximo do
fotossistema Il com base no Fv/Fwm [a], indice de antocianinas e de clorofila a [b] em pléantulas de soja
(Glycine max cv. NS7505 IPRO) aos 16 dias apds a semeadura, provenientes de sementes de alto vigor
para classes ndo irradiadas (0 Gy) e tratadas com raios gama nas doses de 12, 16 e 20 Gy. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P
<0,05).

Os valores de fluorescéncia média da clorofila a de plantulas do cultivar M5705 IPRO,
utilizando sementes de baixo vigor, foram significativamente reduzidos com o aumento da dose
de radiacdo gama (Figura 21 a), o que também pode ser verificado nas imagens de fluorescéncia
de clorofila a em cores falsas (Figura 21 b), em que as cores verdes e brancas indicam tecidos
com maior e menor fluorescéncia, respectivamente, e a cor amarela representa niveis

intermediarios.
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Figura 21. Fluorescéncia de clorofila a em plantulas de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO) aos 16
dias ap0s a semeadura, provenientes de sementes de baixo vigor para classes ndo irradiadas (0 Gy) e
irradiadas com diferentes doses de raios gama (12, 16 e 20 Gy) [a]; médias seguidas de mesma letra ndo
diferentes significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e
imagens de fluorescéncia da clorofila a [b].

Quando foram utilizadas sementes de alto vigor do cultivar M5705 IPRO, as plantulas
apresentaram incremento na fluorescéncia de clorofila a em todas as doses de radiacdo (Figura
22 a). Do mesmo modo, as imagens de fluorescéncia também evidenciam os maiores sinais de
fluorescéncia de clorofila a (pixels de cor verde) nas plantulas originadas de sementes irradiadas
(Figura 22 b).



46

Fluorescéncia de clorofila a

[a] 340000 ?
31000 b

28000

20 Gy ab ab-12 Gy

16 Gy

[b]

RGB

Fluorescéncia
de clorofilaa

Figura 22. Fluorescéncia de clorofila a em plantulas de soja (Glycine max cv. M5705 IPRO) aos 16
dias apds a semeadura, provenientes de sementes de alto vigor para classes ndo irradiadas (0 Gy) e
irradiadas com diferentes doses de raios gama (12, 16 e 20 Gy) [a]; médias seguidas de mesma letra ndo
diferentes significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e
imagens de fluorescéncia da clorofila a obtidas para cada tratamento [b].

Na anélise das plantulas do cultivar NS7505 IPRO, similarmente, verificou-se que as
médias de fluorescéncia de clorofila a de plantulas obtidas de sementes irradiadas foram
significativamente maiores (Figura 23 a). A Figura 23 b mostra o padrdo das imagens de
fluorescéncia de clorofila a dos diferentes tratamentos, em que os pixels de cores verdes (maior
sinal) foram predominantes em plantulas de sementes irradiadas.

Por fim, diferentemente das sementes de baixo vigor, quando se utilizou sementes de
alto vigor do cultivar NS7505 IPRO na dose de 16 Gy, as plantulas obtiveram menores sinais
de fluorescéncia de clorofila a (Figura 24 a), conforme também verificado nas imagens (Figura

24 b), e os maiores sinais de fluorescéncia foram observados para a categoria ndo irradiada.
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Figura 23. Fluorescéncia de clorofila a em pléantulas de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO) aos 16
dias ap0s a semeadura, provenientes de sementes de baixo vigor para classes ndo irradiadas (0 Gy) e
irradiadas com diferentes doses de raios gama (12, 16 e 20 Gy) [a]; médias seguidas de mesma letra ndo
diferentes significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens RGB e
imagens de fluorescéncia da clorofila a obtidas para cada tratamento [b].
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FIGURA 24. Fluorescéncia de clorofila a em plantulas de soja (Glycine max cv. NS7505 IPRO)
aos 16 dias apds a semeadura, provenientes de sementes de alto vigor para classes ndo irradiadas (0
Gy) e irradiadas com diferentes doses de raios gama (12, 16 e 20 Gy) [a]; médias seguidas de mesma
letra ndo diferentes significativamente entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05). Imagens
RGB e imagens de fluorescéncia da clorofila a obtidas para cada tratamento [b].
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5. DISCUSSAO

5.1. Vigor inicial e efeito do tratamento de sementes com radia¢do gama

A radiacdo ionizante em baixas doses pode ter efeitos benéficos sobre componentes
fisicos e bioquimicos de sementes, estimular fatores de crescimento nas plantas resultantes,
além de desencadear estratégias de sobrevivéncia visando neutralizar os danos por meio de
sistemas de defesa (Oliveira et al., 2021). Para que fosse possivel avaliar essas respostas
utilizando sensores multiespectrais, e como sementes menos e mais vigorosas podem responder
aos estimulos da radiagdo ionizante utilizando o Co®® de formas distintas, os efeitos foram
comparados em sementes de baixo e alto vigor de diferentes cultivares de soja. A principio, as
classes de sementes envelhecidas nos diferentes tempos (0, 12, 24 e 48 h) foram comparadas
quanto ao potencial fisiolégico empregando testes de germinacéo e vigor, além da determinacao
do contetido de proteinas e gordura bruta, pigmentos e Fv/Fm das plantulas resultantes.

Em geral, as sementes envelhecidas por 48 h apresentaram maior distingdo das
sementes ndo envelhecidas (0 h). Por exemplo, no cultivar M5705 IPRO a germinacgéo aos 5
dias caiu de 99% nas sementes ndo envelhecidas para 75% nas sementes envelhecidas
artificialmente por 48 h (Figura 1). Enquanto isso, a condutividade elétrica aumentou de 115,52
para 142,13 uS cm™ gt (Figura 1). Por ser inversamente proporcional ao vigor, quanto maior o
valor da condutividade, menor a integridade da membrana celular e maior a quantidade de
agucares, proteinas, ions como K+, Ca2*, Mg?* entre outros, liberadas do interior das sementes
para a agua (ISTA, 2020). Aos 16 dias apds a semeadura, apesar das plantulas resultantes de
sementes envelhecidas por 48 h terem apresentado incremento no indice de clorofila a como
resposta ao estresse térmico do envelhecimento artificial, o Fv/Fm foi reduzido, indicando
prejuizos ao fotossistema Il pois parte da energia luminosa estava sendo perdida por
fluorescéncia, conforme revelado pelos valores superiores de Fo, Fm e fluorescéncia média da
clorofila a (Figura 5). Portanto para o cultivar M5705 IPRO, ficou evidenciado por meio dos
testes empregados que as sementes envelhecidas artificialmente por 48 h e as sementes nao
envelhecidas apresentavam niveis de vigor mais contrastantes.

As diferencas de vigor entre as classes de sementes envelhecidas por 48 h e ndo
envelhecidas foram ainda mais marcantes no cultivar NS7505 IPRO. Isto foi constatado no teste
de germinacédo aos 5 e 8 dias, EASS, condutividade elétrica, emergéncia de plantulas e IVE
(Figura 2), aléem do indice de clorofila a, Fo e Fwm (Figura 6). Entretanto, enquanto o
envelhecimento provocou estimulo no indice de clorofila a do cultivar M5705 IPRO (Figura
5), houve reducdo substancial para este pigmento nas plantulas do cultivar NS7505 IPRO
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(Figura 6), revelando que as sementes do cultivar NS7505 IPRO possuem mecanismos de
defesa menos eficientes.

Dessa maneira, determinar o vigor das sementes por meio de testes confiaveis e bem
estabelecidos € essencial para obtencdo de dados precisos. Portanto, as sementes menos
vigorosas (sementes envelhecidas por 48 h) e as sementes mais vigorosas, ou seja, sementes
nédo envelhecidas artificialmente, foram estudadas utilizando raios gama nas doses de 0,12,16 e
20 Gy.

Os efeitos da radiacdo gama nas classes de sementes de baixo e alto vigor foram
inicialmente avaliados a partir da composi¢do quimica de proteinas e gordura bruta pelo fato
dos padrdes espectrais das sementes serem altamente dependentes dos componentes quimicos
predominantes nas sementes, e pela possivel influéncia da radiacdo ionizante nesses
componentes. Como previsto, as sementes de alto vigor de ambos os cultivares, apresentaram
aumento progressivo na porcentagem de proteina bruta com o aumento da dose de radiacéo
(Figuras 7 e 8). Além disso, 0 aumento no teor de proteina bruta também foi constatado nas
sementes de baixo vigor do cultivar NS7505 IPRO (Figura 8). De acordo com Cho e Song
(2000), a radiacdo gama pode causar a quebra de moléculas de proteinas com posterior
agregacdo, causando o acumulo dessas moléculas. Ainda, Byun et al. (1996) verificaram que o
aumento da dose de radiacdo gama promove maior acimulo de nitrogénio em sementes de soja,
com consequente incremento no teor de proteina nas sementes irradiadas. Em grao-de-bico, o
aumento da dose de raios gama em sementes resultou na maior sintese de proteinas das folhas
resultantes (Hameed et al., 2008).

Em relacdo ao conteddo de gordura bruta, a classe de sementes de baixo vigor de ambos
os cultivares revelaram um efeito deletério da menor dose de raios gama (12 Gy), evidenciando,
portanto, um efeito hormético (Figuras 7 e 8). De acordo com Kara et al. (2016), a resposta na
reducdo do conteudo de lipidios sob doses baixas de raios gama é dependente do cultivar, e em
trabalhos prévios com soja, isto também foi constatado para os cultivares Ataem-7 e Mitchell.
Segundo esses mesmos autores, isto ocorre devido ao aumento na oxidacao dos lipidios, com
consequente liberacdo de radicais livres. Por outro lado, as sementes de alto vigor do cultivar
NS7505 IPRO tiveram um comportamento diferente, com redugéo no teor de gordura bruta
apenas na dose de 20 Gy (Figura 8).

O uso dos sensores Opticos avancados abordados no presente trabalho permitiu melhor
deteccdo dos efeitos da radiacdo gama nas classes de sementes de baixo e alto vigor. Na
natureza, toda superficie de um objeto absorve e reflete luz em comprimentos de ondas

especificos na regido do ultravioleta, visivel ou infravermelho do espectro eletromagnético. A
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intensidade final de reflectancia é variavel em funcdo da composicdo quimica, textura e cor.
Sendo assim, as mudancas de reflectancia de forma mais pronunciada em sementes de alto vigor
(Figuras 9, 12 el3) indicam que essas sementes sd0 mais responsivas as alteracdes de
componentes quimicos, textura e cor.

As mudancas nos padrbes espectrais de reflectancia das sementes na regido do visivel
(405-780 nm) sdo atribuidas principalmente a pigmentos e compostos fendlicos. Os raios gama,
por serem altamente penetrantes, induzem a formacao de radicais livres e podem ter modificado
componentes celulares e consequentemente acumulado compostos com fungdes protetoras,
como clorofilas (absor¢do entre 690-710 nm), antocianinas (absor¢éo entre 540-560 nm),
carotenoides (absorcdo entre 510-520 nm) e compostos fendlicos, como por exemplo as
isoflavonas e os flavonoides (Dixit et al., 2010; Variyar et al., 2004) que possuem ampla faixa
de absorcéo de luz (Gitelson et al., 2006). Portanto, possivelmente, as sementes de baixo vigor
ndo foram capazes de ativar mecanismos de protecdo eficientes que pudessem ativar a sintese
desses compostos, ja que apresentaram pouca resposta na faixa visivel do espectro
eletromagnético.

Ademais, para a reflectdncia a 690 nm, a resposta espectral das sementes pode estar
relacionada com a atividade de enzimas de defesa, como a polifenol oxidase (PPO), que €
induzida em tecidos expostos a radiagdo gama (Aly et al., 2019). A PPO catalisa a oxidacdo de
compostos fendlicos que causam o escurecimento dos tecidos da semente, e sua atividade pode
ser estimada utilizando comprimentos de onda do vermelho distante (por exemplo, 690 nm)
(Gaston et al., 2010). Na presente pesquisa, 0 escurecimento dos tecidos foi constatado nas
imagens RGB das sementes de alto vigor do cultivar NS7505 IPRO para a dose de 16 Gy
(Figura 16), que, por conseguinte, obteve menor assinatura espectral de reflectancia no
comprimento de onda de 690 nm (Figura 13). Ja nas sementes de alto vigor do cultivar M5705
IPRO, a maior influéncia na atividade da PPO pode ter ocorrido na dose de 20 Gy, ja que houve
reducéo na reflectancia das sementes principalmente deste tratamento (Figura 9 e 12).

Por outro lado, os dados espectrais distintos na regido do NIR (850-970 nm)
correspondem & absorcdo de energia de grupos funcionais contendo atomos de hidrogénio
(combinacdes de C-H, N-H e O-H), que referem-se as moléculas de &gua, lipidios, dentre outras
(Bianchini et al., 2021). Assim, na faixa do NIR, a maior reflectancia em sementes de baixo e
alto vigor do cultivar M5705 IPRO nas doses de 12 e 20 Gy, respectivamente (Figura 9), pode
estar associado a uma possivel desidratacdo e maior oxidacdo de moléculas de lipidios nas

camadas superficiais das sementes.
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A inducdo de autofluorescéncia detectada na regido do UVA utilizando a combinacao
de excitacdo e emissédo de 365/400 nm (Figuras 10, 11, 12 e 14), ocorreu provavelmente devido
ao aumento de fenais, terpendides e alcaloides, que sdo excitados nessa regido do espectro
(Garcia-Plazoala et al., 2015). Garcia-Plazoala et al. (2015) destacaram que muitos compostos
autofluorescentes, em especial metabdlitos secundarios se acumulam em camadas mais
externas da derme para agirem como verdadeiros protetores contra fatores estressantes
externos, como por exemplo, a radiacdo ionizante. Assim, técnicas de identificacdo de
compostos com caracteristicas fluorescentes constituem em ferramenta valiosa para deteccao

de alteragdes bioquimicas em sementes provocadas por tratamentos fisicos.

5.2. Efeito hormético de raios gama em sementes e plantulas

Ao longo da vida, as sementes podem desenvolver diversos mecanismos de adaptacdo
para sobreviver a diferentes condicbes de estresse. Por exemplo, a exposicdo prévia das
sementes a baixas doses de radiacdo gama € capaz de preparar as sementes para situacdes de
doses mais elevadas, que normalmente poderiam ser letais. Essa resposta esta relacionada ao
fendmeno da hormese, que consiste na estimulacdo em baixas doses, mas inibicdo com o
aumento da dose, assumindo uma resposta em forma de U ou U invertido dependendo da
variavel sob avaliagdo (Agathokleous et al., 2020). Por exemplo, no presente estudo, o teor de
gordura bruta das sementes de baixo vigor do cultivar M5705 IPRO embora tenha apresentado
uma tendéncia de curva no formato de U devido aos maiores danos na dose de 12 Gy (Figura
7a), a fluorescéncia de componentes das sementes teve uma tendéncia de curva de U invertido
na dose de 12 Gy, possivelmente pelo incremento de pigmentos com papel importante na
tolerancia das sementes ao estresse (Figura 11a).

Os resultados obtidos para as diferentes variaveis extraidas das imagens das plantulas
provenientes de sementes irradiadas e ndo irradiadas, revelaram que na classe de sementes de
baixo vigor do cultivar M5705 IPRO, o efeito hormético da dose de 12 Gy nas sementes
(Figuras 7a e 11a) resultou na reducédo dos valores de Fo e Fm nas plantulas com o aumento da
dose para 16 Gy (Figura 17), portanto, menor quantidade de luz estava sendo perdida por
fluorescéncia nesses tratamentos, indicando que a irradiacdo de sementes influenciou a
capacidade das plantulas de usar a energia luminosa. Os resultados obtidos no presente trabalho
para o cultivar M5705 IPRO estdo de acordo com Gudkov et al. (2019) que relataram que 0s
parametros de crescimento de plantas podem ser estimulados ap6s exposicdo das sementes a
doses de radiagdo de até 20 Gy (consideradas doses baixas). Diversos outros trabalhos também

tém reportado melhorias no desempenho de plantas devido ao efeito hormético de baixas doses
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de raios gama. Em Arabidopsis thaliana, houve um efeito marcante em parametros de
desenvolvimento das plantas (Qi et al., 2015). Em soja, Franco et al. (2018) observaram
aceleracdo na germinacdo das sementes e maior produtividade das plantas, e Moussa (2011)
constatou maior atividade da enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenasse das plantas,
além de aumento na concentracdo de acucares soluveis, proteina e prolina. Por outro lado, ndo
foram constatados efeitos horméticos dos tratamentos de radiagéo nas sementes ou plantulas do
cultivar NS7505 IPRO.

As plantulas de soja do cultivar NS7505 IPRO provenientes de sementes de alto vigor
e irradiadas na dose de 16 Gy apresentaram menor indice de antocianinas, caracterizando um
efeito hormético também na producéo deste pigmento (Figura 20). A antocianinas S0 um grupo
de flavonoides que atuam na defesa das moléculas de clorofila contra danos oxidativos
provocados pelo excesso de luz ultravioleta, além de atuarem na eliminacédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (Pourcel et al., 2007; Liang e He, 2018) e na conferéncia da tolerancias das
plantas diante de fatores estressantes (Li et al., 2017).

Atualmente, o conhecimento de como os sistemas bioldgicos respondem as mudancas
ambientais tem sido o foco de pesquisadores, gerando informacdes sobre 0s mecanismos de
adaptacdo de sementes e plantas a condi¢des adversas de estresse. As plantulas desempenham
um papel importante no ciclo de vida dos vegetais, pois formam a ponte entre o embrido
heterotréfico e a planta autotrofica estabelecida (Réthoré et al., 2019). Portanto, o sucesso no
seu estabelecimento € fundamental para a producdo agricola. Neste contexto, 0s sensores
Opticos empregados no presente estudo possibilitaram avaliar a resposta de sementes de soja ao
fendmeno da hormese, e seus efeitos sobre as plantulas resultantes de forma rapida e ndo
destrutiva. Tais achados podem ser relevantes para as &reas de biotecnologia agricola,

fornecendo indicadores para o desenvolvimento e sele¢do de novos cultivares.

5.3. Respostas de diferentes cultivares aos efeitos da radiacdo gama
A influéncia do genotipo atua fortemente na resposta de sementes e plantas a métodos
fisicos (Araujo, 2016). Sendo assim, varios autores utilizando genotipos distintos da mesma
espécie tém verificado respostas diferentes para uma mesma dose de radiagdo aplicada
(Borzouei et al., 2010; Ahmed et al., 2017; Di Pane et al.., 2018; Kusmiyati et al., 2018). Por
exemplo, Dixit et al. (2010) verificaram que gendtipos de soja apresentando sementes com alto
teor de antocianinas e polifendis apresentavam maior atividade antioxidante total apds

aplicacdo de doses de radiacdo gama.
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Na presente pesquisa, antes do envelhecimento, as taxas de lixiviados no teste de
condutividade elétrica partiram de aproximadamente 120 uS cm™ g nas sementes do cultivar
M5705 IPRO (Figura 1), e no cultivar NS7505 IPRO partiram de aproximadamente 150 uS cm’
1 g1 (Figura 2), indicando que o segundo cultivar tinha menor vigor inicial mesmo antes do
envelhecimento artificial. Deste modo, 0 menor vigor inicial do cultivar NS7505 IPRO pode
explicar por que a variagdo na assinatura espectral de reflectancia no espectro visivel das
sementes de alto vigor ja ocorreu na dose de 16 Gy (Figura 9b), enquanto no cultivar M5705
IPRO as alteragdes foram mais evidentes na dose mais alta (20 Gy) (Figura 13b). Além disso,
enquanto as doses mais elevadas estimulavam a sintese de compostos de fluorescéncia azul
(combinacdo de 365/400 nm) nas sementes de alto vigor do cultivar M5705 IPRO (Figuras
10b), as mesmas doses provocaram efeito inibidor nesses compostos fluorescentes nas sementes
de alto vigor do cultivar NS7505 IPRO (Figuras 14b).

5.4. Relacdo da dose de radiacdo gama aplicada nas sementes com a sintese e atividade
de pigmentos em plantulas

As moléculas de clorofila e pigmentos acessorios absorvem a energia luminosa na
forma de fotons e alteram temporariamente as suas configuracdes eletrénicas, se tornando
excitadas. Para dissipar energia e retornar ao estado fundamental da clorofila, parte da energia
é direcionada para producdo de carboidratos a partir da fotossintese, e outra parte é dissipada
na forma de fluorescéncia e calor (Hanelt, 2018). Portanto, o valor obtido na medicdo de
fluorescéncia de clorofila esta diretamente ligado a fotossintese, ja que alteracGes nas taxas
fotossintéticas causard alteragdes na emisséo da fluorescéncia, isto é, toda dissipacéo de energia
na forma de fluorescéncia significa que ndo esta sendo direcionada para a producdo de
carboidratos.

A aplicacdo da técnica de fluorescéncia de clorofila tem sido empregada
principalmente em trabalhos com plantas para deteccdo da suscetibilidade a estresses (Baker,
2008; Badger et al., 2009; Stepien e Johnson, 2009). O aumento da intensidade de fluorescéncia
de clorofila em um tecido vegetal pode estar associado ao aumento no contetdo de clorofilas,
ou devido a reducdo das reacdes fotoquimicas. Por exemplo, no cultivar NS7505 IPRO,
verificou-se um aumento gradual no indice de clorofilas das plantulas provenientes de sementes
de baixo vigor em todas as doses de raios gama estudadas (Figura 19b), e como consequéncia,
houve também aumento na intensidade de fluorescéncia de clorofila (Figura 23). Por outro lado,
na classe de baixo vigor do cultivar M5705 IPRO, considerando que ndo houve alteragdo nos

indices de clorofila (Figura 17b), a menor fluorescéncia de clorofila constatada nas doses de 16
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e 20 Gy (Figura 21) indica que a maior parte de energia estava sendo utilizada nas reacgdes de
fotossintese. Neste contexto, marcadores baseados em fluorescéncia s&o fortes candidatos para
estudos sobre a relacdo de doses de radiacdo gama com a sintese e atividade de clorofila de
plantulas. Apesar disto, as respostas aos efeitos da radiacdo gama em sementes de soja com
posterior avaliagdo das plantulas requerem estudos aprofundados e detalhados visando melhor
entendimento da influéncia de fatores como vigor e gendtipo, utilizando um maior nimero de

materiais biologicos.
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6. CONCLUSOES

O vigor da semente de soja pode influenciar substancialmente na resposta fisiologica
das plantulas em relacéo a tratamentos de radiacdo gama. Entretanto, independente do vigor ou
cultivar, os raios gama promovem incremento no contedo de proteina bruta das sementes,
enquanto a influéncia no contetdo de gordura bruta é dependente do vigor e gendtipo, podendo
haver efeito hormético ou reducdo deste componente a depender da dose utilizada.

As alteracdes nos padrdes espectrais das sementes provocadas pelas doses de raios
gama sdo mais pronunciadas em sementes de maior vigor, com melhor resposta para as
sementes do cultivar NS7505 IPRO em relacdo ao cultivar M5705 IPRO.

A irradiacdo de sementes de soja nas doses de 12, 16 e 20 Gy utilizando sementes de
menor vigor induz uma maior sintese de clorofila a nas plantulas resultantes do cultivar NS7505
IPRO, enquanto no cultivar M5705 IPRO as respostas sdo mais marcantes em relacdo a
capacidade de conversdo de energia quimica, particularmente na dose de 16 Gy.

Os sensores Opticos baseados em analise multiespectral de imagens possuem potencial
para detectar os efeitos de baixas doses de radiacdo gama em sementes de soja, podendo
constituir em ferramenta promissora para analise rapida, ndo destrutiva e sustentavel da resposta
de sementes a tratamentos fisicos envolvendo radiacGes ionizantes. A abordagem proposta
também pode ser empregada para identificar curvas de dose-resposta, fornecendo marcadores

em programas de melhoramento genético.
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