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RESUMO

Sementes esverdeadas de soja: efeitos sobre o desempenho das plantas em
campo

A ocorréncia de sementes esverdeadas em lotes de sementes de soja tem
se tornado cada vez mais frequente, muito em funcdo das altas temperaturas e
restricbes hidricas durante a fase de maturacdo das sementes. A presenca de
clorofila ndo degradada nas sementes e o0s seus efeitos sobre o potencial fisiologico
de sementes de soja ja sdo amplamente estudados, porém, pouco se encontra
sobre os seus efeitos no potencial fisiolégico das sementes e como manifesta-se
sobre o0 desempenho das plantas em campo, principalmente em relacdo
produtividade. Assim, 0 objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos de sementes
esverdeadas de soja sobre a produtividade de gréos. Para tanto, o trabalho foi
realizado em dois locais (Piracicaba, SP e Londrina, PR) na safra 2018/19,
utilizando-se sementes do cultivar CD 272 IPRO, e num local (Piracicaba, SP) na
safra 2019/20, utilizando-se sementes do cultivar BMX Desafio. Foram constituidos
oito tratamentos contendo 0 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 % e 14 % de sua
massa com sementes esverdeadas. Com a finalidade de caracterizar o material em
estudo, as sementes dos referidos tratamentos foram avaliadas pelos testes de
fluorescéncia de clorofila, de germinacdo, de envelhecimento acelerado, de
tetrazdlio e de condutividade elétrica. Posteriormente, foram realizados os trés
experimentos de campo conforme especificado anteriormente. Concluiu-se que a
presenca de mais do que 6 % de sementes esverdeadas de soja afeta,
negativamente, a produtividade de grdos. Assim, lotes de sementes contendo mais
do que 6 % de sementes esverdeadas ndo devem ser utilizados para semeadura.

Palavras-chave: Clorofila ndo degradada em sementes, Potencial fisiolégico de
sementes, Produtividade de graos



ABSTRACT

Green soybean seeds: effects on field plant performance

The occurrence of greenish seeds in soybean seed lots has become
increasingly frequent, largely due to high temperatures and water restrictions during
the seed maturation phase. The presence of undegraded chlorophyll in seeds and its
effects on the physiological potential of soybean seeds are already widely studied,
however, little is found about its effects on the physiological potential of seeds and
how it manifests itself on field plant performance, especially in relation to productivity.
Thus, the objective of this research was to evaluate the effects of greenish soybean
seeds on grain yield. Therefore, the work was carried out in two locations
(Piracicaba, SP and Londrina, PR) in the 2018/19 crop, using seeds of the CD 272
IPRO cultivar, and in one location (Piracicaba, SP) in the 2019/20 crop, using up
seeds of the BMX Challenge cultivar. Eight treatments were constituted containing O
%, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 % and 14 % of its mass with greenish seeds. In
order to characterize the material under study, the seeds of these treatments were
evaluated by chlorophyll fluorescence, germination, accelerated aging, tetrazolium
and electrical conductivity tests. Subsequently, the three field experiments were
carried out as previously specified. It was concluded that the presence of more than
6% of greenish soybean seeds negatively affects grain yield. Therefore, seed lots
containing more than 6% greenish seeds should not be used for sowing.

Keywords: Non-degraded chlorophyll in seeds, Physiological potential of seeds,
Grain yield






1. INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor e exportador de soja, sendo a principal cultura
do pais. Para atingir altos patamares de produtividade, uma série de medidas devem
ser tomadas, como a escolha correta de cultivares e das areas, semeadura na
época correta, regulagem de semeadoras, prescricao de fertilizantes de acordo com
analises de solo e extracdo da cultura, manejo fitossanitario adequado, entres
outros. Porém, todas essas medidas podem ser comprometidas se o produtor ndo
utilizar sementes de alta qualidade, que expressem seu potencial produtivo mesmo
sob condicfes adversas (MARCOS-FILHO, 2015).

No caso das sementes de soja, as condicGes ambientais presentes nas
regides produtoras de sementes da referida espécie, bem como algumas préticas
adotadas na conducao dos campos de sementes, podem prejudicar a qualidade das
sementes produzidas (FRANCA-NETO et al., 2016). Dentre os problemas presentes
na producdo de sementes de soja no Brasil, as sementes esverdeadas tém se
tornado cada vez mais frequentes, uma vez que altas temperaturas no periodo de
maturagdo das sementes, fator fundamental para a ocorréncia de sementes
esverdedas, sdo comuns nas regibes produtoras de semente de soja (FRANCA-
NETO et al., 2012; PADUA et al., 2009a). Além disso, quando ha periodos de
estiagem associados a altas temperaturas ocorrendo, principalmente, durante o
processo de maturacdo das sementes, os efeitos sdo mais severos, resultando em
uma quantidade maior de sementes esverdeadas (com maior retencdo de clorofila
néo degradada) por area (PADUA et al., 2009b).

Os efeitos das sementes esverdeadas sobre o potencial fisiol6gico de lotes de
sementes de soja tém sido amplamente estudados por diversos pesquisadores.
Costa et. al (2001) observaram que sementes com coloracdo esverdeada,
principalmente com cores mais intensas, envolvendo a regido do eixo embrionario
apresentaram indices elevados de deterioragdo por umidade e, consequentemente,
reducdo na germinacao, vigor e viabilidade dessas sementes. Teixeira et al. (2020)
também observou a reducéo no vigor de sementes com a presenca de clorofila em
seus tecidos. Além disso, Costa et al. (2001) concluiram que, devido aos efeitos
deletérios das sementes esverdeadas sobre lotes de sementes de soja, a
guantidade maxima de sementes esverdeadas em lotes de sementes de soja

deveria ser de 10%, a fim de evitar prejuizos aos produtores de graos.



10

Zorato et al. (2007) concluiram em seus estudos que a clorofila presente nas
sementes de soja € um indicativo de reducdo do potencial fisiolégico das sementes,
onde a quantidade de sementes esverdeadas e intensidade de coloragdo das
mesmas, presentes nos lotes de sementes podem interferir, em maior ou menor
intensidade, no potencial fisiologico dos lotes de sementes. Essa concluséo levantou
um questionamento sobre os efeitos estarem relacionados a quantidade de
sementes esverdeadas de soja, assim como a sua intensidade de coloracéo,
presente nos lotes de sementes.

Os resultados observados por Cicero et al. (2009) corroboram com o0s
resultados obtidos por Zorato et al. (2007), uma vez que ao utilizar a técnica de
fluorescéncia de clorofila em lotes de sementes de soja, foi possivel confirmar os
efeitos da clorofila ndo degradada sobre a qualidade das sementes; no referido
trabalho, com a separacdo de sementes de soja com alta fluorescéncia de clorofila
de sementes de soja com baixa fluorescéncia de clorofila, foi possivel aprimorar o
potencial fisiol6gico dos lotes de sementes utilizados.

Como observado, os efeitos das sementes esverdeadas sobre o potencial
fisiologico de lotes de sementes de soja ja sdo amplamente estudados, o que
proporcionou a industria a seguir certas diretrizes, principalmente na quantidade de
sementes esverdeadas presentes em lotes de sementes de soja, afim de garantir a
qualidade dos mesmos. Porém, quando o assunto é o efeito das sementes
esverdeadas sobre a producédo de grados de soja, nada se sabe a respeito desses
efeitos. Sera que conclusdes observadas em diversos trabalhos laboratoriais tem
relacdo com o desempenho dessas plantas no campo? Sendo assim, 0 objetivo
desse trabalho foi verificar o efeito de sementes esverdeadas de soja sobre o
potencial fisiol6gico e como manifesta-se no desempenho das plantas em campo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Ocorréncia de sementes esverdeadas de soja

A cultura da soja [Glycine max (L.) Merrilll possui grande destaque na
agricultura brasileira, sendo a principal cultura em termos de area cultivada e
producdo de grdos, com 39,1956 milhdes de hectares e 138,153 milhbdes de
toneladas, na safra 2020/21, resultando em uma produtividade de 3525 kg/ha
(CONAB, 2022). Este cenério justifica a necessidade da utilizacdo de sementes de
soja de alta qualidade, uma vez que sua utilizagao fornece condi¢cbes para um bom
estabelecimento da cultura no campo e a possibilidade de alcancar altos indices de
produtividade.

Para se produzir sementes de soja de alta qualidade é necesséario que
ocorram na fase final de maturacdo e na colheita condicbes climaticas favoraveis,
quais sejam, auséncia de precipitacdes pluviais e temperaturas amenas, por volta de
22 °C (FRANCA-NETO et al., 2007). No Brasil, devido as condi¢des climaticas
tropicais, a producdo de sementes de soja de alta qualidade pode ser afetada,
principalmente nas regides sudeste e centro-oeste (FRANCA-NETO et al., 2005), por
meio da ocorréncia de sementes esverdeadas em lotes de sementes , resultando em
acentuada reducéo de seu potencial fisioldgico.

As sementes esverdeadas de soja ocorrem devido ao processo de
degradacdo da clorofila que foi interrompido parcial ou totalmente, devido a morte
prematura das plantas ou devido a maturacdo forcada das sementes
principalmente se esses processos ocorrem sob condicbes de elevadas
temperaturas. Dessa maneira, ha a presenca das moléculas de clorofila nos tecidos

das sementes, provocando o aspecto visual “esverdeado” (Figura 1).
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-LL
Figura 1. Sementes esverdeadas de soja. Fonte: Fran¢a-Neto et al., 2012.

Os estresses ambientais, principalmente os causados por altas temperaturas,
possuem um grande efeito negativo sobre a producdo e a qualidade das sementes
de soja. Segundo Padua et al. (2009b), estudos apontam que temperaturas acima
de 30 °C durante os estadios fenolégicos R5 e R6, quando ocorre intensa
translocacao de fotoassimilados da planta para as sementes, podem causar sérios
prejuizos a producéo e a qualidade das sementes.

Sob altas temperaturas, a velocidade de transferéncia de matéria seca da
planta para as sementes aumenta, ao passo que as taxas de fotossintese diminuem
e a velocidade do processo de degradacdo das moléculas de clorofila ndo aumenta,
provocando o aparecimento das sementes esverdeadas de soja (MARCOS-FILHO,
2015). Quando as altas temperaturas estdo associadas a periodos de estiagem, os
efeitos sdo mais severos, resultando em uma quantidade maior de sementes de soja
com moléculas de clorofila ndo degradadas.

Dentre os fatores bidticos que podem causar a ocorréncia de sementes
esverdeadas estdo as doencas radiculares(FRANCA-NETO et al., 2012), da haste e
as foliares (PINTO et al., 2011; ZORATO; WATANABE, 2006), o intenso ataque de
insetos sugadores, principalmente os percevejos e o ataque de nematdides (FORTI
et al., 2015).
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A caracteristica genética do cultivar esta diretamente ligada a incidéncia de
sementes esverdeadas (FRANCA-NETO et al.,, 2005; NOGUEIRA; SEDIYAMA,
2013; PADUA et al., 2009a; PALMER et al., 2004), sendo ela a base que determina
maior ou menor incidéncia de sementes esverdeadas de soja. A expressao de
determinados genes pode estar relacionada com maiores ou menores incidéncia de
sementes esverdeadas em lotes de sementes de soja, uma vez que genes da
familia Stay Green (SGR) produzem proteinas chave na degradacdo da clorofila,
uma vez que os genes SGR codificam uma proteina direcionada aos cloroplastos
(PARK et al., 2007). Teixeira et al. (2016) verificaram que o cultivar de soja BRS 133,
descrito como tolerante ao surgimento de sementes esverdeadas, apresentou maior
expressdo dos genes SGR 1 e 2 (D1, D2), PPH2 e NYC1_1, todos pertencentes a
familia SGR, enquanto os mesmos genes, presentes no cultivar MG/46 BR-
Conquista, suscetivel ao surgimento de sementes esverdeadas, tiveram sua
expressao prejudicada.

Muitos fatores abidticos também podem afetar a ocorréncia de sementes
esverdeadas de soja. O manejo inadequado da &rea, como a distribuicdo
inadequada de fertilizantes e corretivos podem causar desbalanceamento
nutricional, favorecendo a desuniformidade de maturacdo e, por consequéncia, 0

surgimento de sementes esverdeadas de soja (FRANCA-NETO et al., 2005).

A aplicacdo de certos produtos, como a utilizacdo de herbicidas para dessecacao de plantas
de soja, com o intuito de uniformizar a maturagao e a colheita dos campos de produ¢éo de sementes,
também pode forcar a maturacdo das sementes, impossibilitando a degradagéo total da clorofila e,
consequentemente, a ocorréncia de sementes esverdeadas (FRANCA-NETO et al., 2012; ZORATO
et al., 2007). Além disso, a dessecacdo mata a planta e as sementes passam por um processo de
desidratacdo forcado. Em estudo realizado por Adams et al. (1983), sementes desidratadas de forma
lenta possuiam cerca de 1 pg de clorofila/semente, enquanto sementes que passaram pelo processo
de desidratagdo de forma rapida e permaneceram visivelmente esverdeadas, apresentaram cerca de
29 ug de clorofila/semente.

Certos fungicidas utilizados para controle da doenca ferrugem asiatica,
causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, também podem favorecer o
aparecimento de sementes esverdeadas (PINTO et al, 2011; ZORATO;
WATANABE, 2006).

A ocorréncia de sementes esverdeadas de soja pode estar relacionada com o
posicionamento das vagens na planta. Plantas de soja que foram submetidas a

maturacdo forcada das sementes ou que tiveram morte prematura apresentaram
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maior quantidade de sementes esverdeadas no terco inferior da planta, onde
constatou-se que 21,2 % das sementes produzidas no terco inferior apresentavam
pigmentacdo esverdeada, ao passo que apenas 3,5 % das sementes produzidas no
terco superior da planta apresentavam esta tonalidade (FRANCA-NETO et al.,
2005).

O tipo, a duracéo dos estresses e 0 estadio fenolégico em que ocorrem estao
diretamente relacionados com a intensidade de ocorréncia de sementes
esverdeadas dentro de um lote de sementes. Se a morte da planta ocorre na fase
final do estadio fenolégico R5, a coloracdo verde estara restrita ao tegumento,
podendo diminuir durante o periodo de armazenamento; porém, se ocorrer durante
as etapas iniciais do estadio fenolégico R5, a presenca de moléculas de clorofila se
estendera por todas as partes das sementes, como o tegumento, os cotilédones e o
eixo embrionario, se mantendo mesmo apds o armazenamento (FRANCA-NETO et
al.,, 2012). Bohner (2005) descreveu que existem duas classificacbes para as
sementes esverdeadas de soja: a primeira classificacao refere-se a sementes que
possuem o tegumento esverdeado e os cotilédones na coloracdo amarela, sendo
classificadas como “classe 2”; ja as sementes que apresentam coloragao
esverdeada por toda a extensdo da semente, com presenca de clorofila tanto no
tegumento quanto nos cotilédones e eixo embrionario sdo classificadas como
“sementes danificadas”.

Assim, pode-se assumir que a intensidade de retencdo da clorofila nas
sementes é diretamente proporcional a reducéao do potencial fisiolégico das mesmas
(ZORATO; WATANABE, 2006). Na presenca da coloracdo esverdeadas mais
intensa nos cotilédones das sementes de soja, estes sao gravemente
comprometidos, com alto nimero de células deterioradas, o que pode afetar a a
translocacdo das substancias de reservas para o eixo embrionario durante o
processo de germinacao, comprometendo o desempenho da semente (ZORATO et
al.,, 2007). O estudo realizado por Padua et al. (2007) confirmou esses fatos,
verificando-se que as sementes esverdeadas apresentaram no teste de
condutividade elétrica maiores indices de lixiviagdo de solutos, indicando, assim, que
0 sistema de membranas celulares da semente estava desorganizado, em
consequéncia da maturacao forcada e da morte prematura da planta.

A producdo de sementes de soja de alta qualidade € um complexo sistema,

uma vez que sao inumeros fatores que podem influenciar a ocorréncia de sementes
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esverdeadas nos campos de producdo de sementes. Porém, todos os fatores
podem, de alguma maneira, ser influenciados pelas a¢cdes do homem. O uso de
cultivares mais tolerantes a incidéncia de sementes esverdeadas , a semeadura dos
campos de producdo de sementes dentro do periodo recomendado, controle
adequado de pragas, doencas e plantas daninhas, adubacéo realizada de maneira
adequada e a realizacdo da dessecacdo dos campos nos estadios fenoldgicos
recomendados sao algumas medidas que podem, ao menos, reduzir a quantidade
de sementes esverdedas nos lotes de sementes de soja produzidos.

A qualidade das sementes € composta pelos atributos genético, fisico,
fisioldgico e sanitario. Apesar dos quatro atributos que compdem a qualidade das
sementes possuirem importancia igual para composicdo da qualidade, o potencial
fisiolégico é o que chama maior atencdo entre os tecnologistas de sementes e entre
os produtores (MARCOS-FILHO, 2015), uma vez que lotes de sementes com alto
potencial fisiol6gico possuem germinacdo e estabelecimento rapido e uniforme da
populacdo adequada de plantas no campo, mesmo em condicdes adversas,
garantindo um retorno econémico favoravel ao agricultor. Quando nédo é priorizado
este componente e sdo utilizadas sementes de soja de baixo potencial fisiologico,
sdo obtidas lavouras com emergéncia de plantulas desuniforme e com atraso no
desenvolvimento de algumas plantas, que certamente no futuro se tornarédo plantas
“‘dominadas” e n&o conseguirdo atingir potencial produtivo para alto rendimento,
quando comparado as sementes de alto potencial fisioldgico.

A reducdo do potencial fisiolégico das sementes esverdeadas de soja esta
relacionada, justamente, a presenca de moléculas de clorofila nos tecidos das
sementes. Zorato et al. (2007) concluiram que a presenca de clorofila € indicativo de
reducdo do potencial fisiolégico em sementes de soja. Diferentes porcentagens de
sementes esverdeadas de soja em lotes de sementes interferem, em maior ou
menor intensidade, no seu potencial fisiol6gico. Teixera et al. (2020) verificaram que
a medida que a porcentagem de sementes esverdeadas de soja aumentou em lotes
de sementes do cultivar 5958RSF IPRO, importantes parametros que compdem o
potencial fisiolégico foram afetados, causando um descréscimo na viabilidade e no
potencial fisiolégico dos lotes de sementes utilizados.

Devido ao seu dano sobre o potencial fisiolégico de lotes de sementes de
soja, Padua et al. (2007) verificaram que a porcentagem de sementes esverdeadas

em um lote de sementes deve ser de, no maximo, 9%, pois em sua maioria, tais
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sementes estdo mortas ou originam plantulas anormais. Essas conclusdes reforcam
os resultados obtidos por Costa et al. (2001), onde os autores destacaram que, com
a utilizacdo de lotes de sementes com porcentagem de sementes esverdeadas de
10% ou mais, houve severa reducdo na germinacdo, sendo menor do que a
germinacdo minima estabelecida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (80%).

2.2. As moléculas de clorofila e seu processo de degradacéao

Todas as plantas possuem pigmentos associados as fotorrespostas, sendo 0s
principais os fitocromos, relacionados com respostas morfogenéticas das plantas, e
as clorofilas, pigmentos verdes que estéo diretamente relacionados com 0 processo
de fotossintese (FRANCA-NETO et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013). Quimicamente,
todas as clorofilas séo porfirinas, classe de moléculas organicas com uma estrutura
geral de anel tetrapirrdlico, ligados por ligacdes metinicas, que possui no seu centro
um espago apropriado para acomodar um ion metalico. As clorofilas possuem uma
cadeia fitol, localizada no carbono 20 (C20) do quarto anel, sendo a parte hidrofébica
da molécula, enquanto as demais partes das moléculas de clorofila sdo hidrofilicas
(JACKSON, 1976).

Existem mais de um tipo de clorofila, sendo elas: a clorofila a (Chl a), presente
em todos os organismos que realizam fotossintese oxigénica; a clorofila b (Chl b),
presente em vegetais superiores, algas verdes e algumas bactérias; clorofila ¢ (Chl
c), em feofitas e diatomaceas; clorofila d (Chl d), em algas vermelhas (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Nos vegetais superiores, como a soja, encontram-se somente as
clorofilas do tipo a e b. A estrutura da clorofila b difere da clorofila a na ligacéo
presente na posi¢ao 3 do grupo tetrapirrélico, onde o radical do grupo metil (-CH3),
presente na clorofila a, € substituido por um grupo aldeido (-CHO), alterando
ligeiramente a posicao das duas principais faixas de absorcao, pela mudanca da
distribuicdo dos elétrons na molécula (HALL; RAO, 1980; JACKSON, 1976)

As clorofilas sédo sintetizadas nos cloroplastos, a partir do aminoacido
glutamato. Para as reacdes biossintéticas, incluindo a incorporagdo de glutamato
nas proteinas, o mesmo € convertido em RNA de transferéncia de glutamil (tRNA)
em uma reacdo em duas etapas que requer ATP e é catalisada pela glutamil-tRNA
sintetase. O grupo a-carboxil “ativado”, ligado ao tRNA por uma ligagao éster reativa,

€ entdo reduzido pelo NADPH para outro produto reativo, o 1-semialdeido glutamato
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(GSA), na reacdo catalisada pela glutamil-tRNA redutase (GTR). O GSA é
rapidamente convertido em acido a-aminolevulinico (ALA) (WILLOWS, 2006). A
partir dai, hd a formacéo de pirrol simples, porfobilinogénio e sua polimerizacéo pela
descarboxilacdo e oxidacdo para produzir protoporfirina IX. Essa rota de sintese é
comum a sintese de todos 0os compostos porfirinicos e ocorre no escuro. A partir da
formacdo da molécula de protoporfirina 1X, as proximas etapas em diante séo
exclusivas da via biossintética das moléculas de clorofila (WILLOWS, 2006).

A insercao do magnésio (Mg) na posicao central da molécula de clorofila e a
ciclizacdo do acido propiénico no terceiro anel da molécula levam a formacdo do
protoclorofilideo. Ap6s a formacdo do protoclorofilideo, € necessaria a reducao
fotoquimica do quarto anel da molécula para produzir o holocromo da clorofila a. A
proxima etapa consiste na fotoconversdo da molécula em clorofilideo. Feita a
conversdo, a cadeia de fitol é adicionada a molécula e, com sua adicdo, sdo
produzidas as moléculas de clorofila. Ap6s sua sintese, as moléculas sao
incorporadas as membranas dos tilacéides (HALL; RAO, 1980; WILLOWS, 2006).

As clorofilas se apresentam nas formas a e b em vegetais superiores na
proporcao 1:3 e sdo fundamentais no processo fotossintético, ja que captam energia
luminosa, que serd transformada em energia quimica utilizada pela planta para seu
desenvolvimento e producéo (TAIZ; ZEIGER, 2013). No processo de fotossintese,
as clorofilas absorvem a energia luminosa proveniente dos fétons, em um dado
comprimento de onda e, a partir dessa energia luminosa, iniciam a cadeia de
eventos da fase fotoquimica do processo fotossintético. Na primeira parte da
fotossintese, a energia absorvida dos fotons € convertida em dois produtos ricos em
energia, o ATP e o NADPH, e ao mesmo tempo o Oz é produzido por meio da
hidrélise da agua. Nas reacfes de carboxilacdo, o ATP e o NADPH sé&o utilizados
para reduzir o CO2 para formar glicose e outros compostos organicos.

Durante a fase final do processo de maturacdo das sementes, a medida em
gue a semente caminha para atingir o ponto de maturidade fisioldgica, processos
metabdlicos ocorrem a fim de preparar as sementes para um novo ciclo produtivo,
com a finalidade de que as mesmas possam originar plantas que perpetuem a
espécie. Dentre os processos metabolicos que ocorrem durante a maturagdo das
sementes esta o processo de degradacdo de moléculas de clorofila nos tecidos das
sementes. A degradacdo da clorofila é fundamental tanto para a producdo de

sementes como para a producao de grédos de soja, uma vez que a degradacao da
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clorofila € um dos sistemas presentes nos vegetais superiores para evitar uma
guantidade excessiva de clorofila livre nos tecidos. Os seus catabdlitos podem,
potencialmente, desencadear a foto-oxidacdo, resultando em espécies reativas de
oxigénio (EROs) (TRIPATHY; OELMULLER, 2012).

O funcionamento do processo de degradacdo da clorofila e de outros
pigmentos nos tecido vegetais foi descoberto no final da década de 1990 e, para a
soja, foi uma importante descoberta devido a magnitude da presenca do pigmento
sobre a qualidade das sementes e dos graos comercializados (SINNECKER et al.,
2005). No caso dos grdos e produtos industrializados, a presenca de clorofila
aumenta o custo de refino do Oleo, ja que a sua presenca exige processos
especificos para remocdo (MANDARINO, 2005), enquanto as sementes que
possuem o0 pigmento parcialmente degradado apresentam qualidade reduzida
(MARCOS-FILHO, 2015).

A degradacdo da clorofila, de maneira geral, ocorre em duas etapas: na
primeira etapa sé@o produzidos compostos intermediarios com coloracéo esverdeada,
como as feofitinas, os clorofilideos e os feoforbideos (HEATON; MARANGONI,
1996; MANGOS; BERGER, 1997). A segunda etapa da reacao € responsavel pela
perda da coloracdo verde das sementes, formando compostos incolores e polares
(MIIHLECKER et al., 1997; OBERHUBER et al., 2001). A formacdo dos compostos
intermediarios coloridos ocorre nos plastideos, enquanto subsequentes modificacbes
e isomerizacdo dos compostos incolores sdo realizadas no citosol e vacuolo,
respectivamente (HORTENSTEINER, 2013).

O processo da degradacdo das moléculas de clorofila em folhas, frutos e
sementes ocorre por meio da rota metabdlica PAO (pheophorbide a oxygenase)
(Figuras 2 e 3) e inicia-se com a conversdo da molécula de clorofila b em clorofila a,
em um processo redutivo de duas etapas, realizado pelas enzimas clorofila b
redutase e hidroxymetil clorofila a redutase (HCAR) (RUDIGER, 2003; TANAKA;
TANAKA, 2006). Estudos realizados indicaram que a estrutura da catabolitos de
clorofila possue uma relagdo estrutural direta com a clorofila a (Figura 2). No
entanto, nenhum catabdélito analogo portador de um grupo formil, como exibido nas
moléculas de clorofila b (Figura 2), pode ser identificado (MOSER et al., 2009;
MULLER et al., 2006). A presenca de catabolitos com relacdo estrutural direta com
as moléculas de clorofila a pode ser explicada pela especificidade da enzima PAO

com a molécula de clorofila a.
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Feita a conversdo das moléculas de clorofila b em clorofila a, o processo de
degradacédo da clorofila em frutos e sementes continua por meio da remocao da
cadeia fitol da clorofila a por meio da enzima clorofilase, dando origem ao catabdlito
clorofilideo a. A molécula clorofilideo a tem o seu atomo central de magnésio
retrado por meio da enzima magnésio dequelatase, transformando-se em
feoforbideo a (Figura 2) (HORTENSTEINER; KRAUTLER, 2011).

O ferforbideo a, ultimo pigmento do tipo clorina presente no processo de
degradacdo das moléculas de clorofila, tem seu anel oxidativo aberto pela enzima
PAO, que se liga a um atomo de oxigénio na posicdo C-5 do feoforbideo a
(HORTENSTEINER et al., 1998), dando origem ao composto denominado de
catabdlito de clorofila vermelha, ou Red chlorophyll catabolite (RCC) (Figura 2). Os
catabodlitos RCC serdo reduzidos a catabolitos de clorofila fluorescentes priméarios
(pFCC), por meio da enzima RCC redutase. Até a presente etapa, as reacdes
ocorrem dentro do cloroplasto dos tecidos das sementes em fase final do processo
de maturacdo. Para serem armazenados de maneira segura, os produtos finais do
processo de degradacdo das clorofilas sdo destinados aos vaculos das células. O
processo de transporte dos catabodltios para o vacuolo das células, envolve a
passagem pelo envelope dos cloroplastos, citosol das células, tonoplastos e
plastidios e envolvem processos de transporte ativo de substancia. Apesar da
identidade dos transportadores permanecer incerta, acredita-se que os catabdlitos
transportados sédo os FCCs (MATILE; SCHELLENBERG; PEISKER, 1992; RODONI
et al., 1996). Os catabdlitos pFCC transportados para o citosol das células podem
sofrer alteragcbes dando origem a catabolitos de clorofila fluorescentes primarios
modificados (MFCCs), hipermodificados (hFCCs) e FCCs urobilinogénicos (UCCs),
dependendo da espécie estudada (HORTENSTEINER, 2013).

No citosol os FCCs e suas modificacbes sao transportados para dentro dos
vacuolos das células e, devido ao pH &cido presente na organela, sdo isomerados,
resultando nos catabolitos nédo fluorescentes de clorofila (NCCs), composto incolor e
nao fluorescente devido a mudanca da localizacdo das duplas ligagbes. O
transporte dos FCCs para dentro dos vacuolos ocorre por meio de transportadores
ABC (cassete de ligagdo em ATPs) (TOMMASINI et al.,, 1998). Nos vacuolos, os
NCCs sdo armazenados e ndo apresentam mais potencial de danos as células

vegetais.
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Os NCCs identificados até agora, em diversas espécies, sdo derivados da
clorofila a, como indicado por um grupo metil ligado no carbono C7
(HORTENSTEINER, 2006; KRAUTLER, 2003), reforcando a necessidade da
conversdo da clorofila b em clorofila a no inicio do processo de degradacdo das

moléculas de clorofila.

0% on

Chl b Chia Pheide a

Figura 2. Processo de degradagéo da clorofila e seus catabdlitos.
Fonte: HORTENSTEINER, 2013.
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Chl s —— > Chl @ —— Clorofilideo a
Chl bredutase clorofilase

+ HCAR l Mg dequelatase

pFCCs «———— RCCs «—— Feoforbideo a
RCC redutase PAO
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citosol i enzimas modificantes
mFCCs

Transportadores ABC vacuolo

mFCCs _PH39% _ NCCs

Figura 3. Processo de degradacao da clorofila, enzimas envolvidas e local das reagdes.
Fonte: adaptado de HORTENSTEINER, 2011.

O processo de degradacao da clorofila ocorre por aspectos bioquimicos,
fortemente influenciados por fatores ambientais, que irdo regular a transcricdo e
traducdo de horménios vegetais diretamente ligados a regulacdo de genes
envolvidos na rota metabodlica de degradacdo das moléculas de clorofila. Estudos
demonstraram que os hormonios etileno e ABA atuam no processo. O etileno atua
na regulacao transcricional dos genes catabolitos de clorofila promovendo a perda
de coloracdo dos compostos. JA& 0 ABA atua mediando a degradacédo da clorofila
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pelo gene ABI3 durante a maturacédo da semente (GAO et al., 2016; LI et al., 2013;
YIN et al., 2016).

Além disso, a presenca de mutantes de diferentes espécies ressalta a
importancia do processo de degradacdo da clorofila para viabilidade das plantas.
Mutantes que apresentaram defeitos na enzima PAO apresetaram morte celular,
uma vez que houve acumulo de feoforbideo a, composto intermediario do processo
de degradagdo da clorofila com atividade oxidativa (HIRASHIMA; TANAKA;
TANAKA, 2009; PRUZINSKA et al., 2003; TANAKA; TANAKA, 2007). Gendtipos de
Arabdopsis thaliana que apresentaram auséncia da enzima clorofila b redutase
resultaram em fenotipos Stay-green, uma vez que sem a conversao da clorofila b em
clorofila a ndo é possivel que o processo de degradacdo da clorofila continue
(NAKAJIMA et al., 2012).

2.3. Deterioracado das sementes

O processo de deterioracdo recebe consideravel atencdo da pesquisa em
ciéncia e tecnologia de sementes, sendo estudado ha mais de 57 anos
(DELOUCHE, 1963) e sendo temas de revisbes de literatura de importantes
pesquisadores (MCDONALD, 1999; PRIESTLEY, 1986; SMITH; BERJAK, 1995). A
deterioracdo das sementes pode ser definida como um complexo de mudancas que
ocorrem com 0 passar do tempo, causando alteracdes fisioldgicas, bioquimicas e
citolégicas, resultando na reducdo no potencial fisiolégico das sementes até
ocasionar a sua morte (DELOUCHE, 2002; MARCOS-FILHO, 2015). O processo de
deterioracdo das sementes é continuo, inexoravel e irreversivel, iniciando-se logo
apO6s a semente alcancarem sua maturidade fisiolégica, sendo influenciado pela
espécie, teor de agua presente nas sementes e temperatura do ambiente
(DELOUCHE, 1963). Popinigis (1985) também definiu a deterioracdo como um
processo inevitavel e irreversivel, sendo minima no momento da maturidade
fisiologica das sementes.

A taxa de deterioracédo € influenciada por fatores bidticos, abibticos e pela
interacdo desses fatores (MCDONALD, 1999). As implicagbes relacionadas a
umidade relativa do ar e temperatura durante o periodo de armazenamento,
combinados com grau de umidade das sementes, sdo consideradas como as
principais causas da deterioragdo das sementes durante seu armazenamento.

Quando essas implicagbes ocorrem simultaneamente, o efeito € intensificado,
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reduzindo, substancialmente, a qualidade das sementes (BEWLEY; BLACK;
HOLMES, 2006; SMITH; BERJAK, 1995).

Os fatores caracteristicos as sementes também influenciam a sua
longevidade. Diferentes espécies possuem diferentes taxas de deterioracdo de
sementes, bem como lotes de sementes de uma mesma espécie também possuem
diferentes niveis de deterioracdo, uma vez que essa taxa pode variar amplamente
em razdo das condicbes presente no ambiente em que as sementes foram
produzidas, os estresses sofridos durante o periodo de producdo, além das
condicBes de poés-colheita. As sementes possuem seu maximo potencial fisiologico
guando atingem o ponto de maturidade fisiologica. A partir dai a velocidade em que
0 processo de deterioracdo ocorre e a manutencdo do potencial fisiolégico das
sementes vao depender das condi¢cdes impostas nas diferentes etapas que ocorrem
desde a colheita das sementes até a sua semeadura.

As alteracdes do vigor da semente ocorrem simultaneamente a evolucdo da
transferéncia de fotoassimilados da planta para as sementes e acimulo de matéria
seca nas sementes. Assim, a quantidade de sementes vigorosas aumenta com 0
transcorrer do processo de maturacdo e atinge valor maximo quando a semente
atinge o maximo acumulo de reservas ou esta proxima de atingir (MARCOS-FILHO,
2015). Marcos-Filho (2015) destacou que apesar das sementes alcancarem o seu
maéaximo potencial fisioldgico no ponto de maturidade fisiol6gica, 0 mesmo nédo deve
ser encarado como sinbnimo de alto nivel de desempenho. As condi¢des climaticas
durante o periodo de producédo, bem como estresses bidticos a abioticos e estado
nutricional da planta contribuem diretamente para determinar os indices de
germinacao e de vigor obtidos quando as sementes se desligam da planta, bem
como o potencial de armazenamento dessas sementes.

O processo de deterioracdo das sementes ocorre de maneira diferente
conforme a espécie estudada e suas composi¢des quimicas. Para sementes de
cereais, a peroxidacao de lipidios € considerada como um mecanismo secundario do
processo de deterioracdo. Por outro lado, para sementes de espécies oleaginosas,
como a soja, a peroxidagdo de lipidios € o principal mecanismo do processo de
deterioragdo (BRACCINI; BRACCINI; SCAPIM, 2001). Wilson e McDonald (1986),
concluiram que a peroxidacao de lipidios € uma importante causa de deterioracéo
das sementes, estando diretamente relacionada com o declinio de vigor e

viabilidade.
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Sementes esverdeadas de soja séo resultantes da morte prematura da planta,
associada com a maturacdo forcada das mesmas, principalmente em ambientes
com elevadas temperaturas (> 30 °C). Caso periodos de estiagem ocorram durante
a fase final de maturacdo das sementes, havendo a rapida desidratacdo das
sementes, a presenca de sementes esverdeadas pode se intensificar, devido ao
bloqueio total ou parcial do processo de degradacdo da clorofila, restringindo a
primeira etapa de sua degradacéo da clorofila, onde h4 a formacdo dos compostos
intermediarios coloridos (PADUA et al., 2009a; SINNECKER et al., 2005). Essa pode
ser uma hipdtese relacionada aos efeitos das sementes esverdeadas sobre o
potencial fisioldgico dos lotes de sementes de soja.

As propriedades relacionadas a absorcao de luz pelas moléculas de clorofila e
seus catabdltios, fundamentais para o processo fotossintético, sdo justamente a
razdo pela qual sdo consideradas moléculas nocivas e com alto potencial de
fototoxicidade celular. Além disso, as moléculas de clorofilas possuem uma longa
cadeia de duplas ligacdes conjugadas, as quais reagem facilmente com acido, base,
oxigénio e luz. Tais moléculas reagem facilmente com Oz na presenca de luz,
formando espécies de oxigénio ativas (foto-oxidagcéo), que oxidam outras moléculas,
incluindo lipidios e proteinas (SCHOEFS, 2002). Os produtos originados da oxidacao
da clorofila podem ter efeitos oxidantes ou atividades fotoxidativas, além da clorofila
reagir com compostos intermediarios da peroxidacao de lipidios e peroxidos (ENDO;
USUKI; KANEDA, 1984). Consequentemente, ha perda da seletividade na troca
ibnica, permeabilidade de membranas e liberacdo do conteldo de organelas e
formacédo de produtos, culminando com a morte celular.

A enzima lipoxigenase oxida as moléculas de clororfila, quando na presenca
de acidos graxos insaturados (ENDO; USUKI; KANEDA, 1984), liberando elétrons,
0S quais possuem propriedade oxidativa. Assim, € possivel que a presenca de
clorofila na semente venha a intensificar o processo de deterioracdo. Deste modo, o
degreening, processo pelo qual ocorre a degradacdo da clorofila nas sementes
(JALINK et al., 1998; WARD et al., 1995) é necesséario para reduzir a possibilidade
das moléculas de clorofila produzirem elétrons livres, os quais estdo diretamente

relacionados aos danos oxidativos (JALINK et al., 1999).
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2.4. Fluorescéncia de clorofila e seu uso na tecnologia de sementes

Atualmente, no Brasil, os produtores de sementes de soja realizam a
deteccdo da quantidade de sementes esverdeadas presentes em um lote de
sementes de soja por meio da analise visual, a olho nu. O referido método se mostra
subjetivo, de eficiéncia limitada e oneroso, uma vez que 0 numero de lotes a serem
avaliados pode ser alto, dependendo do analista e na eficacia de sua identificacdo
(ANDRADE et al., 2016).

Uma vez que o método de deteccdo de sementes esverdeadas de soja a olho
nu pode apresentar limitacbes, buscou-se opcdes dentre 0s equipamentos
corrigueiramente utilizados no processo de beneficiamento de sementes de soja
para avaliar a separacao de sementes esverdeadas de soja das sementes amarelas.
Segundo Franca-Neto et al. (2005), o uso da mesa gravitacional para remocao de
sementes esverdeadas do lote de sementes beneficiados ndo se mostrou eficiente
na remocdo destas sementes. Ainda, segundo Franca-Neto et al. (2005), o uso de
maquinas que realizam a separacdo de sementes com base nas diferencas de
coloracdo se mostrou parciamente interessante, uma vez que reduziu
significativamente a porcentagem de sementes esverdeadas nos lotes de sementes
de soja estudados mas, ainda assim, a porcentagem final de sementes esverdeadas
presente nos lotes de sementes de soja beneficiados se mostrou alta, acima de 10
%, valor recomendado por Costa et al. (2001) como méximo para um lote ser
comercializado sem a perda de sua qualidade.

As limitacdes presentes no processo de beneficiamento de sementes de soja
em relacdo a deteccdo de sementes esverdeadas apontam a necessidade de
utilizacdo de métodos de dectecdo de sementes esverdeadas que sejam rapidos,
eficientes, economicamente vidveis e ndo destrutivos. Assim, a técnica de
fluorescéncia de clorofila desponta como uma possivel técnica de ser utilizada para
deteccdo de sementes esverdeadas de soja.

A clorofila € uma molécula organica com propriedade de fluorescéncia, ou
seja, ao absorver os fotons provenientes da luz, seus elétrons sdo excitados,
fazendo-os saltar para niveis energéticos superiores. O excesso de energia presente
nessa molécula é transformado em movimento e em radiacdo, principalmente
guando o elétron retorna ao seu estado energético inicial, fazendo com que essa
radiacdo seja emitida na forma de luz e calor (TAIZ; ZEIGER, 2013; VALEUR,
BERBERAN-SANTOS, 2012). Por meio dessa propriedade presente nas moléculas
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da clorofila, € possivel estabelecer uma eventual relacdo entre a quantidade de
clorofila presente nas sementes, o valor de fluorescéncia emitido pelas clorofilas e a
gualidade das sementes avaliadas.

Jalink et al. (1998) propuzeram o uso da técnica de fluorescéncia da clorofila
do tegumento de sementes como um método de andlise de sementes néo
destrutivo, podendo determinar a maturidade das sementes e associar tais
resultados com a qualidade das mesmas . Segundo os autores, a referida técnica
apresenta como vantagem a sua alta sensibilidade, ndo sendo um método destrutivo
das sementes e a rapidez com que a fluorescéncia é avaliada e a especificidade por
um unico pigmento, a clorofila. Pela especificidade do comprimento de onda e
excitacdo e emissdo da fluorescéncia das moléculas de clorofila, outros pigmentos
ou substancias, ndo interferem na determinacdo do objeto em estudo (MAXWELL,;
JOHNSON, 2000; MURCHIE; LAWSON, 2013). Os resultados de Jalink et al. (1998)
reforcam que a medicdo da fluorescéncia de clorofila € um método altamente
especifico, onde outras substancias que podem interferir a coloracdo das sementes
nao contribuem para o sinal de fluorescéncia da clorofila.

A técnica de fluorescéncia de clorofila consiste no uso de equipamento que
emite foétons de maior energia para excitar a clorofila presente na amostra, que
depois emitem fotons de energia mais baixos. Para isso, a técnica de andlise de
fluorescéncia de clorofila se baseia no uso de fontes emissoras de luz, combinada
com filtros éticos, cameras digitais CCD (charge-coupled device) e detectores de luz
(JALINK et al., 1998; OOMS; DESTAIN, 2011). As fontes emissoras de luz emitem
pulsos rapidos (us) e saturantes na faixa do espectro vermelho (650 a 750 nm). As
moléculas de clorofila absorvem a luz emitida, excitam-se e, ao voltar ao seu estado
natural, emitem fluorescéncia (MAXWELL; JOHNSON, 2000; MURCHIE; LAWSON,
2013). Os sinais e as imagens sao capturados e processados via softwares
multiespectrais (JALINK et al., 1999).

A deteccéo da fluorescéncia de clorofila funciona para todas as espécies que
apresentam problemas de maturacdo das sementes, nas quais a clorofila sofre
degradagdo durante o processo de maturacdo, podendo ser utilizada para a
avaliacdo da maturidade e qualidade das sementes. Dessa maneira, relizaram-se
estudos com Arabidopsis thaliana (NAKAJIMA et al., 2012), arroz (HAY; TIMPLE;
VAN DUIJN, 2015), chicoria (OOMS; DESTAIN, 2011), meldo (WILSON; KHAN;
WELBAUM, 2014), tomate (LI; WANG; MENG, 2016) e repolho (JALINK et al.,
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1998), onde buscou-se relacionar os valores obtidos de fluorescéncia de clorofila
com a germinacdo das sementes das espécies estudadas. Observou-se uma
relacdo inversamente proporcional entre o sinal de fluorescéncia de clorofila e o
resultado do teste de germinagéo, ou seja, sementes com maior fluorescéncia de
clorofila, apresentaram germinacéao reduzida.

Em relacdo as sementes de soja, um dos poucos estudos utilizando a técnica
de fluorescéncia de clorofila foi realizado por Cicero et al. (2009), onde utilizou-se a
técnica visando o beneficiamento de sementes para melhoria da qualidade de lotes
de sementes em estudo . Os autores verificaram que a utilizacdo da técnica de
fluorescéncia de clorofila na separacdo de sementes esverdeadas de soja mostrou-
se eficiente, resultando na obtengcdo de lotes de sementes com melhor potencial
fisioldgico. Ainda, segundo Cicero et al. (2009), quando realizou-se a separacdo de
sementes com baixa fluorescéncia de clorofila daquelas com alta fluorescéncia em
cinco lotes de sementes de soja, 0s lotes que apresentavam sementes com baixa
fluorescéncia de clorofila apresentaram germinagédo acima de 86%; por outro lado,
os lotes que apresentavam sementes com alta fluorescéncia apresentaram

germinacao entre 60% e 80%.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado nos Laboratérios de Analise de Sementes, de
Andlise de Imagens e na area experimental do Departamento de Producgéo Vegetal,
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Séo
Paulo (USP), em Piracicaba/Sdo Paulo. Além da realizacdo do experimento na
ESALQ, etapas experimentais de campo foram realizadas na Embrapa Soja, em
Londrina/Parana.

Utilizou-se nesta pesquisa sementes de soja de dois cultivares, CD 2728
IPRO utilizado na safra de 2018/19 e Desafio RR 8473 RSF utilizado na safra
2019/20. A partir dos lotes fornecidos, realizou-se a separacdo das sementes em
duas amostras iniciais: (i) sementes esverdeadas; (i) sementes com coloracéo
amarela. Para a separacdo das sementes esverdeadas utilizou-se uma lupa, com
aumento de 10 vezes, para facilitar a visualizacdo do pigmento verde nas sementes.
Adotou-se como semente esverdeada qualquer semente de soja que apresentasse
tonalidade verde, independente da intensidade de coloracdo. A amostra de
sementes amarelas foi subdividida em 8 sub-amostras de 1,5 Kg, que foram
utililizadas para confeccdo das amostras utilizadas nesta pesquisa. Com as 8 sub-
amostras de 1,5 kg, retirou-se de cada uma guantidades distintas de sementes, em
massa, para posterior adicdo da mesma massa em sementes esverdeadas de soja,
as quais foram devidamente misturadas (homogeneizadas) com as sementes
amarelas. Assim, ao final desta etapa, foram constituidas amostras (tratamentos) de
sementes contendo 0 %, 2 %, 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 12 % e 14 % de sementes

esverdeadas.

Experimento em Laboratoério

Imediatamente apds a confeccdo, os oito tratamentos foram submetidos aos

testes descriminados a seguir para sua caracterizagao.

Fluorescéncia de clorofila: para a obtencdo das imagens de fluorescéncia de
clorofila das sementes utilizou-se 4 repeticbes de 50 sementes de cada tratamento,
sendo que as imagens foram obtidas com o equipamento SeedReporter, com as
seguintes caracteristicas técnicas: i) sensor 6tico CCD, de 1,3 Mp (16 bits); ii) lentes
de 10 Mp; iii) area de imagem de 32x24 cm? (70 cm de altura); iv) resolucdo de 200
Lp/mm.
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A disposicdo das sementes no interior do equipamento foi feita por meio de
uma placa de plastico (11 cm x 11 cm), com coloracéo preta e contendo 50 orificios
para acomodacdo das sementes, posicionada em um suporte metalico do proprio
equipamento, com 70 cm de altura. As imagens e a analise de fluorescéncia de
clorofila de cada tratamento foram obtidas em duas etapas: (i) aquisicdo das
imagens por meio do equipamento SeedReporter e (ii) analise das imagens por meio
do softwatre Data Analisys, versao 5.4.7-64b.

Os parametros para aquisicdo das imagens utilizados foram: i) macro focus:
273; ii) binning: 1x1; iii) dark frames: 1; iv) data frames: 1; v) meas power: 50%; vi)
ChL.fl Shutter: 3000 us; Chl.fl Gain: 300. Os parametros definidos e utilizados para
processamento e analise das imagens de fluorescéncia de clorofila das sementes
foram: i) mask level: 5000; ii) stretch (CF): 10.

Teste de germinacdo: as sementes foram distribuidas sobre papel-toalha para
germinacdo, previamente umedecidos com agua na propor¢cdo de
2,5 vezes a massa do papel (Brasil, 2009). Foram utilizadas 4 repeticbes de 50
sementes por tratamento, mantidas em germinador a 25 °C + 1°C. As avaliacOes
foram efetuadas no quarto e no sétimo dia apos instalacdo do teste e o resultado
expresso em porcentagem de plantulas normais, conforme critérios estabelecidos

pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Envelhecimento acelerado: utilizou-se caixas de plastico (11 cm x 11 cm x 3 cm)
como compartimentos individuais. A umidade relativa do ar no interior dessas caixas
foi obtida pela adicdo de 40 ml de agua ao fundo, conforme descricdo efetuada por
Marcos-Filho, Novembre e Chamma (2000). As quatro repeticbes de cada
tratamento foram distribuidas de modo a constituir camada Unica tomando toda a
superficie da tela metalica suspensa no interior de cada caixa. A temperatura
utilizada foi de 41 °C, onde as sementes permaneceram durante 48 horas no interior
da camara jaquetada de agua. Apés o referido periodo, realizou-se o de teste de
germinacdo a 25° C, durante quatro dias, sendo computado ao final do teste a
porcentagem média de plantulas normais para cada tratamento (MARCOS-FILHO;
NOVEMBRE; CHAMMA, 2000).
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Teste de tetrazolio: foi realizado empregando-se trés repeticoes de 100 sementes,
onde cada repeticao foi dividida em duas subamostras de 50 sementes, para cada
tratamento. As sementes foram pré-condicionadas em papel-toalha, previamente
umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a sua massa, por 16
horas, a temperatura de 25 °C. ApOs o referido periodo, as sementes foram
colocadas em copos plasticos, submersas em solugdo 0,075 % de sal de 2,3,5
trifenil tetrazélio, por trés horas, a temperatura de 40 °C + 1 °C, em estufa, para
desenvolvimento da coloracdo (FRANCA-NETO; KRZYZANOWSKI; COSTA, 1998).
Apoés o periodo de coloracdo, as sementes foram lavadas em agua corrente e as
avaliacoes de vigor e viabilidade seguiram os critérios estabelecidos por Franca

Neto; Krzyzanowski; Costa (1999).

Condutividade elétrica: Realizou-se 0 teste com quatro repeticbes de 100
sementes, para cada tratamento. As sementes foram acondicionadas para embeber
em copos plasticos, submersas em agua destilada, por 24 horas a temperatura de
20 °C (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). ApGs esse periodo, foi feita a leitura em

condutivimetro, sendo os resultados expressos em pmhos.gt.cm™.

Experimentos em campo

A pesquisa foi realizada em area experimental do Departamento de Producao
Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (LPV/ESALQ), da
Universidade de Sdo Paulo (USP), no municipio de Piracicaba/Sdo Paulo e na area
experimental da EMBRAPA Soja, no municipio de Londrina/PR entre os periodos de
outubro de 2018 a marco de 2019 (para os dois locais) e outubro de 2019 a marco
de 2020 (experimento realizado apenas em Piracicaba). As precipitacdes pluviais e
temperaturas médias do periodo de realizagdo dos experimentos estdo

apresentadas na na Figura 4.
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Figura 4. Dados meteoroldgicos: precipitacdo pluvial e temperaturas médias diarias, durante o ciclo da cultura da
soja nas safras de Piracicaba2018/19, Londrina 2018/19 e Piracicaba 2019/20.

O delineamento experimental adotado para os experimentos de campo foi o
delineamento de blocos casualizados (DBC), contendo 4 blocos com 8 unidades
experimentais (parcela). Cada unidade experimental era composta de quatro linhas
de 5 metros e, como area util das unidades experimentais, descartou-se as linhas
laterais de cada unidade e 50 centimetros das extremidades das linhas centrais.

Com base no teste de germinacao, calculou-se a quantidade de sementes

necessarias para semeadura, por metro, para que todos as amostras
compartilhassem da mesma populacao de plantas recomendada pelos obtentores do
material genético. O espacamento utilizado entre linhas foi de 45 cm. A populacdo
sugerida para ambos o0s cultivares, segundo as empresas obtentoras do
germoplasma, foi de 400 mil plantas/ha +5% de reserva técnica. Para isso, utilizou-

se a quantidade de sementes/m para cada tratamento indicada na Tabela 1.

Tabela 1. Germinagdo e quantidade de sementes/m utilizada para os cultivares CD 2728 IPRO e BMX Desafio RR
para atingir a popula¢do desejada.

CD 2728 IPRO BMX DESAFIO RR
Trat. Germinagao Sementes/m Trat. Germinagéao Sementesm
0% 98 % 19 0% 95 % 19
2% 89 % 21 2% 88 % 21
4 % 89 % 21 4% 88 % 21
6 % 87 % 21 6 % 86 % 21
8 % 82 % 22 8 % 83 % 21
10 % 83 % 22 10 % 83 % 21
12 % 80 % 22 12 % 80 % 22
14 % 80 % 22 14 % 77 % 23

120,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

0,0
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O solo onde foi realizado os experimentos de Piracicaba/SP € classificado
como Nitossolo Vermelho eutrofico de textura argilosa, apresentando relevo plano a
levemente inclinado. O preparo do solo foi realizado de forma convencional e a
abertura de sulcos e adubacao foram realizadas em seguida. Com base na analise
guimica do solo e na necessidade para o desenvolvimento da cultura, utilizou-se a
formulacdo NPK 4-30-10 na dose de 300 kg.ha! no sulco de semeadura. De forma
complementar, forneceu-se em pré-emergéncia 200 kg.ha? de cloreto de potéassio,
totalizando, assim, 150 kg.ha' de potassio total. O fornecimento complementar de
nitrogénio foi por meio da fixacdo biolégica, utilizando 300 mL/ha de MasterFix Soja
(Bradyrhizobium japonicum), aplicado no sulco de semeadura.

O solo do experimento de Londrina/PR € classificado como Nitossolo
Vermelho eutréfico de textura argilosa. O preparo do solo foi realizado de forma
convencional e a abertura de sulcos e adubacao foram realizadas em seguida. Com
base na andlise quimica do solo e na necessidade para o desenvolvimento da
cultura, utilizou-se a formulacdo NPK 5-37-00 na dose de 240 kg.ha' no sulco de
semeadura. O potassio foi fornecido em pré-emergéncia 249 kg.ha' de cloreto de
potassio, totalizando, assim, 150 kg.ha'! de potassio total. O fornecimento
complementar de nitrogénio foi por meio da fixacao biolégica de nitrogénio, utilizando
300 mL/ha de MasterFix Soja (Bradyrhizobium japonicum), aplicado no sulco de
semeadura.

Previamente & semeadura, as sementes de ambos cultivares foram tratadas
com inseticida Cropstar, de principio ativo Tiodicarbe e Imidacloprido, na dose de
500 mL por 100 kg de sementes, visando o controle de pragas iniciais na cultura.
Posteriormente, realizou-se a semeadura dos experimentos com base nas
guantidades de sementes presentes da tabela 1.

O manejo de plantas daninhas foi realizado com a aplicacdo do produto
Gramoxone 200, principio ativo Paraquat, em pré-semeadura do experimento na
dose de 2 L.ha?! e em pds-emergéncia quando as plantas estavam no estadio
fenologico V4, por meio do herbicida RoundUp WG, principio ativo Glyphosate, na
dose de 2 L.hal. Além disso, foi realizada capina manual em algumas parcelas
visando a minimizagdo da matocompeticdo. O controle de pragas foi realizado com
inseticidas de principios ativos, Lambda-Cialotrina, Clorpirifés, Profenofos +
Lufenuron, Acefato, Tiametoxam + Lambda-Cialotrina e Acetamiprido +

Fenpropatrina por meio de pulverizagcbes, seguindo dose de bula e numero de
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aplicacdes permitidos, sempre que necessario.

O manejo de doencas foi realizado por meio de fungicidas de principios
ativos Trifloxistrobina + Proticonazol, Azoxistrobina + Benzovindiflupir,
Fluxapiroxade + Piraclostrobina e Mancozebe, através de pulveriza¢fes, seguindo a
dose de bula e numero de aplicacdes permitidas, sempre que necessario.

A irrigacao, por meio de aspersores, foi utilizada apenas nos primeiros dias
apos a semeadura, permitindo, assim, a emergéncia adequada das plantulas e
obtencao do estande de plantas almejado para o desenvolvimento do experimento.

AplOs a instalacdo dos experimentos em campo, foram realizadas as

avaliacdes discriminadas a seguir.

Estande inicial de plantas: o estande inicial de plantas foi obtido 21 dias ap6s a
semeadura (DAS), por meio da média de 4 pontos de avaliacdo de 1m dentro da
area util da parcela, escolhidos de forma aleatoria. Em cada ponto de avaliacéo

contou-se o numero de plantas emersas.

Altura de plantas no florescimento: a altura das plantas no florescimento foi obtida
por meio da média de altura de 5 plantas de soja presentes na area util da parcela.
Adotou-se como altura o intervalo entre a base das plantas e o meristema apical das

mesmas. Os dados foram expressos em cm.

Altura de plantas na colheita: a altura das plantas na colheita foi realizada a partir
da média de altura de 5 plantas presentes na area Util da parcela, coletadas no dia
anterior a colheita das unidades experimentais. Adotou-se como altura o intervalo
entre a base das plantas e o0 meristema apical das mesmas. Os dados foram

expressos em cm.

Estande final de plantas: o estande final de plantas foi obtido no dia anterior a
colheita, por meio da média de 4 pontos de avaliacdo de 1m dentro da area util da
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parcela, escolhidos de forma aleatdria. Em cada ponto de avaliagdo contou-se o

namero de plantas remanescentes em 1 metro.

Componentes de produtividade: para as avaliacbes dos componentes de
produtividade foram determinados o numero de vagens por planta, 0 nimero de
graos por vagem e a massa de mil grdos. Os dados foram obtidos a partir de 10

plantas coletadas na area util da unidade experimental.

Produtividade: a produtividade dos tratamentos foi obtida por meio da colheita das
plantas presentes nas areas Uteis das parcelas e posteriormente trilhadas em
trilhadeira estacionaria. Os graos limpos foram pesados sendo determinado o teor
de agua e, em seguida, foi calculado o rendimento em kg.ha?, a 13% de teor de
agua. A massa de graos utilizadas na determinacdo da massa mil grdos foi
acrescentada ao restante da massa produzida por cada parcela, afim de se obter a

produtividade real de cada unidade experimental.

Andalise estatistica

Os dados dos testes relacionados ao potencial fisiolégico e as variaveis de
campo foram submetidos a normaliadade de residuos (Shapiro-Wilk) e
homogeneidade de variancia (Bartlett). Os dados de potencial fisioldgico
apresentaram normalidade de residuos e homogeneidade de variancia. Assim,
procedeu-se a andlise de variancia (ANOVA). O teste de comparacdo de média
utilizado foi do Scott-Knott (p<0.05).

Para os dados de campo, nenhum dos modelos para as variaveis
contempladas atendeu todos os pressupostos parameétricos da ANOVA. Assim,
optou-se por utilizar método de Kruskal-Wallis para analise dos dados (método nao
paramétrico equivalente a ANOVA) e como teste de comparacdo de média, utilizou-
se o teste de Dunn. Os resultados foram expressos na forma de graficos, com o0s

intervalos de confianga (a = 0.05) dos tratamentos para as variaveis consideradas
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representados nos gaficos pelas barras com a média ao centro. Tratamentos com

mesmo intervalo de confianca podem ser considerados equivalentes
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Potencial fisiolégico das sementes

Foram observados efeitos das sementes esverdeadas sobre o potencial
fisiologico das sementes de soja dos dois cultivares (Figura 5). Para a germinagéo
(Figura 5), observou-se que os tratamentos, dos dois cultivares, que ndo possuiam
sementes esverdeadas em sua composicdo, apresentaram germinacdo superior
guando comparados aos demais tratamentos. Os tratamentos contendo 2 % e 4 %
de sementes esverdeadas para o cultivar CD2728 IPRO (Figura 5a) apresentaram
germinacao inferior ao das sementes que ndo possuiam sementes esverdeadas,
porém foram superiores aos demais tratamentos. No cultivar BMX Desafio RR, tal
como ocorreu no outro cultivar, o tratamento que ndo possuia sementes
esverdeadas teve desempenho superior a aqueles contendo sementes esverdeadas,
contudo, desta vez, além dos tratamentos contendo 2 %, 4 % de sementes
esverdeadas, também o tratamento com 6 % de sementes esverdeadas apresentou

germinacao superior aos demais tratamentos (Figura 5b).
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Figura 5. Germinagdo de sementes de soja dos tratamentos contendo diferentes porcentagens de sementes
esverdeadas dos cultivares CD2728 IPRO (a) e BMX Desafio RR (b). As cores representam os diferentes grupos
estatisticos obtidos pela analise de Scott-Knott (a = 0,05).

A medida em que a quantidade de esverdeadas aumenta, a germinacao
tende a diminuir. Resultados obtidos reafirmam os relatados por Padua et. al. (2007),
que observaram a reducdo do potencial fisiologico das sementes esverdadas de
soja.

Durante o processo de germinacdo, todo o mecanismo metabolico das
sementes é€ reativado, 0 processo respiratorio e demais etapas do metabolismo da
sementes sao ativados, preparando a semente para a germinacdo (BEWLEY;

BLACK, 1994). Porém, a presenca de moléculas de clorofila nos tecidos das
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sementes pode influenciar negativamente 0 processo germinativo, uma vez que
reagem facilmente com outras moléculas, sofrendo oxidac&do, o que dara origem a
espécies reativas de oxigénio (EROs), oxidando outras moléculas, incluindo lipidios
e proteinas (SCHOEFS, 2002).

Os produtos originados da oxidacdo da clorofila podem ter efeitos oxidantes
ou atividades fotoxidativas, além da clorofila reagir com compostos intermediarios da
peroxidacdo de lipidios e peroxidos (ENDO; USUKI; KANEDA, 1984).
Consequentemente, h4 perda da seletividade na troca idnica, permeabilidade de
membranas e liberacdo do conteddo de organelas e formacdo de produtos,
culminando com a morte celular. Para sementes de espécies oleaginosas, como a
soja, a peroxidacao de lipidios é o principal mecanismo do processo de deterioracdo
(BRACCINI; BRACCINI; SCAPIM, 2001).

Assim, todo o aparato metabdlico de sementes que contenham quantidades
consideraveis de moléculas de clorofila esta parcial ou totalmente comprometido, o
que ira afetar, diretamente o potencial fisiologico das sementes. Castro & Hillhorst
(2000), Obroucheva (2010) e Bewley et. al (2013), destacaram que entre 0s
principais eventos do processo de germinacdo estdo o reparo do sistema de
membranas, reparo de DNA, reparo e multiplicacdo de mitocondrios, ativacdo de
enzimas para sintese e hidrélise de substancias como amido, proteina, aminoéacidos,
RNA mensageiro entre outros eventos. Com os danos causados pela reacdo das
moléculas de clorofila, grande parte desses eventos pode ndo ocorrer ou ocorrer de
forma errbnea, o que resulta em plantulas anormais e sementes mortas.

Os testes de germinacao sao realizados em condi¢cdes 6timas de temperatura
e umidade, ndo indicando os possiveis efeitos das condicbes ambientais adversas
em que as sementes podem ser submetidas. Assim, pode-se utilizar de uma série de
testes de vigor, a fim de observar a resposta dessas sementes frente as condi¢cdes
adversas em que as sementes poderao enfrentar. Um dos testes mais utilizados é o
de envelhecimento acelerado, tendo a premissa que tratamentos de sementes de
maior vigor apresentam germinacao superior, apos esse procedimento.

Os resultados do teste de envelhecimento acelerado (Figura 6) apontam a
divisdo em dois grupos de tratamentos para o cultivar CD 2728 IPRO e a divisdo em
trés grupos de tratamentos para o cultivar BMX Desafio RR. A medida em que a
porcentagem de sementes esverdeadas aumentou, a germinacao apés o teste de

envelhecimento acelerado apresentou declinio mais acentuado. Para ambos o0s
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cultivares verifica-se que o limite para divisdo do grupo de tratamentos com menor
germinacao é o lote contendo 8% de sementes esverdeadas. Os resultados obtidos
sao similares ao estudo de Costa el al. (2001), que observou que valores acima de
10% de sementes esverdeadas em tratamentos de sementes de soja resultam em

declinio de vigor das sementes.
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Figura 6. Germinagdo das sementes apods o envelhecimento acelerado dos tratamentos contendo diferentes
porcentagens de sementes esverdeadas dos cultivares CD2728 IPRO (a) e BMX Desafio RR (b). As cores
representam os diferentes grupos estatisticos obtidos pela analise de Scott-Knott (a = 0,05).

Na Figura 7, é possivel observar que a medida em que a porcentagem de
sementes esverdeadas aumenta nos tratamentos de sementes de ambos os
cultivares, maior é a quantidade de solutos lixiviados. O resultado corrobora com 0s
resultados obtidos por Zorato et. al (2007) e Bordignon et. al (2017), que observaram
maior condutividade elétrica em tratamentos de sementes de diversos cultivares de
soja com altas porcentagens de sementes esverdeadas. Harringnton (1973) e Vieira
e Krzyzanowski (1999) relacionaram a quantidade de lixiviados na solucdo de
embebicdo a integridade das membranas celulares, afetando negativamente o
processo de sintese de enzimas, a elongacdo celular e a divisdo da célula e,

consequentemente, o vigor das sementes.
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Figura 7. Condutividade elétrica das sementes de soja dos tratamentos contendo diferentes porcentagens de
sementes esverdeadas dos cultivares CD2728 IPRO (a) e BMX Desafio RR (b). As cores representam os diferentes
grupos estatisticos obtidos pela analise de Scott-Knott (a = 0,05).

Durante a perda de agua das sementes, na fase final da maturacdo, o
mecanismo metabodlico das sementes atua para proteger a estrutura celular, uma
vez que o sistema de membranas é sensivel aos danos originados pela desidratacédo
(Marcos-Filho, 2015). Assim, a perda de &gua gradual das sementes permite a
atuacdo de mecanismos protetores, conferindo maior resisténcia aos desequilibrios
celulares causados pela desidratacdo. Porém, quando a desidratacdo ocorre de
forma abrupta, promovida por condicdbes ambientais adversas, como altas
temperaturas e baixa umidade relativa do ar e, ou dessecagcdo por meio de
herbicidas, aplicados no estadio fenolégico errado, ndo had a atuacdo desses
mecanismos protetores, o que leva a desorganizacdo das membranas celulares
(KERMODE, 1997). Além disso, a rapida desidratacdo de sementes de soja inibe
parcial ou totalmente a degradacao da clorofila. A presenca de moléculas de clorofila
nos tecidos das sementes incita uma série de reacfes que levam a peroxidacdo de
lipidios, principal componente das membranas celulares.

Dessa forma, ao realizar o teste de condutividade elétrica em sementes de
soja esverdeada, espera-se que quanto maior o nivel de sementes esverdeadas no
lote de sementes, maior a lixiviagdo de solutos celulares, devido & desorganizagéo
das membranas e, ou a reacao da clorofila com os tecidos das sementes.

O teste de tetrazodlio mostrou o impacto das sementes esverdeadas sobre 0
potencial fisioldgico dos tratamentos de sementes de soja estudados. A analise da
viabilidade das sementes do cultivar CD2728 IPRO (Figura 8a), indica que o0s
tratamentos que continham de 0% a 8% de sementes esverdeadas formaram um
grupo distinto dos tratamentos que possuiam 10%, 12% e 14% de sementes

esverdeadas, sendo que as sementes do primeiro grupo apresentaram maior
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viabilidade em relacéo as sementes do segundo grupo. Ao se analisar os resultados
de viabilidade dos tratamentos do cultivar BMX Desafio (Figura 8b), € possivel
verificar a formacdo de 3 grupos distintos, de acordo com a porcentagem de
viabilidade. O primeiro grupo, com maior viabilidade, foi composto pelos tratamentos
com 0%, 2% e 4% de sementes esverdeadas. Ja os tratamentos que continham de
6% a 12% de sementes esverdeadas formaram o grupo com valores intermediarios
de viabilidade. Por ultimo, o lote que continha 14% de sementes esverdeads compds

0 grupo com menor valor de viabilidade entre os tratamentos analisados.
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Figura 8. Resultados de viabilidade de sementes de soja, obtidos por meio do teste de tetrazélio, dos
tratamentos contendo diferentes porcentagens de sementes esverdeadas dos cultivares CD2728 IPRO (a) e BMX
Desafio RR (b). As cores representam os diferentes grupos estatisticos obtidos pela analise de Scott-Knott (a =
0,05).

Para a avaliacdo de vigor, por meio do teste de tetrazdlio (Figura 9),
observou-se uma maior sensibilidade na analise estatistica, muito em funcédo de
como o teste € interpretado. Cada semente analisada € classificada como viavel ou
inviavel, com os tipos de danos anotados. A classificacdo de viabilidade vai de 1 a 8,
sendo sementes com notas de 1 a 5 consideradas viaveis, e sementes com notas de
6 a 8 consideradas inviaveis. Dentro das sementes viaveis, somente as que foram
listadas com notas de viabilidade entre 1 e 3 sdo consideradas vigorosas (FRANCA-
NETO; KRZYZANOWSKI, 2018). Ainda segundo Franca-Neto e Krzyzanowski
(2018), o nivel de vigor é classificado da seguinte forma: (i) muito alto — igual ou
superior a 90%; (ii) alto — entre 85 a 89%; (iii) médio — entre 75 a 84%; (iv) baixo —
igual ou inferior a 74%.

Para o cultivar CD2728 IPRO (Figura 9a), os resultados de vigor também
foram classificados em dois grupos distintos. Estes, porém, apresentaram diferencas

em sua composi¢cdo quando comparado aos seus resultados de viabilidade (Figura
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8a). O grupo de maior vigor foi composto pelos tratamentos TO, T2 e T4. Ja 0 grupo
com menor vigor foi composto pelos tratamentos que continham de 6 % a 14 % de
sementes esverdeadas. Apesar de serem considerados viaveis, 0s tratamentos com
6 % e 8 % de sementes esverdeadas apresentaram vigor classificado como médio,
muito em razdo da presenca de tecidos deteriorados, ocasionados pela reacéo
oxidativa entre molécula de clorofila e as membranas celulares (HORTENSTEINER;
KRAUTLER, 2011).

Para o cultivar BMX Desafio, também foram mantidas a formacéo de trés
grupos, quando comparado aos resultados de viabilidade (Figura 8b), com apenas
uma pequena modificacdo no grupo com menor vigor (Figura 9b). O grupo de maior
vigor foi composto pelos tratamentos TO, T2 e T4, com classificagéo de vigor como
muito alta para o TO e alto para os tratamentos T2 e T4. O grupo composto pelos
tratamentos T6, T8 e T10 teve 0s seus niveis de vigor classificados como médio. Por
outro lado, os tratamentos T12 e T14 formaram o grupo de menor vigor, tendo o

vigor classificado como baixo.
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Figura 9. Resultados de vigor de sementes, obtidos por meio do teste de tetrazdlio, dos tratamentos contendo
diferentes porcentagens de sementes esverdeadas dos cultivares CD2728 IPRO (a) e BMX Desafio RR (b). As
cores representam os diferentes grupos estatisticos obtidos pela andlise de Scott-Knott (a = 0,05).

Os testes de germinacdo e envelhecimento acelerado necessitam de um
numero significativo de dias desde a sua instalacdo até avaliacao final, o que, em
muitos casos, nao € interessante para a industria sementeria de soja, uma vez que a
identificacdo e diagnose rapida de problemas em cada etapa da cadeia produtiva é
fundamental para tomadas de decisbes que minimizem danos e assegurem a
gualidade das sementes produzidas. Dessa forma, o teste de tetrazoélio passou a ser

o teste de vigor mais utilizado para avaliagdo do potencial fisiolégico de sementes de
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soja, uma vez que os resultados sdo obtidos no mesmo dia de instalacédo do teste,
apresentando alto grau de preciséo e confiabilidade dos resultados.

Ao obter os dados de fluorescéncia de clorofila das sementes dos tratamentos
utilizados nesse experimento, observou-se que os tratamentos que continham maior
porcentagem de sementes esverdeadas, de ambos os cultivares, também possuiam
maior fluorescéncia de clorofila (Figura 10). Observa-se que 0s grupos estatisticos
formados para os tratamentos dos cultivares CD 2728 IPRO (Figura 10a) e BMX
Desafio RR (Figura 10b) foram similares, com 4 grupos, diferindo apenas na
composicdo dos grupos com menor fluorescéncia de clorofila. Para o cultivar CD
2728 IPRO, o grupo com menor fluirescéncia de clorofila foi formado apenas pelo
lote contendo 0 % de sementes esverdeadas (T0). Ja para o cultivar BMX Desafio
RR, o grupo com menor fluiorescéncia de clorofila foi composto pelos tratamentos
contendo 0 % e 2 % de sementes esverdeadas. Para ambos os cultivares, os
tratamentos contendo a maior quantidade de sementes esverdeadas, 12 % e 14%,

formaram o grupo estatistico com maior valor de fluorescéncia de clorofila.
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Figura 10. Fluorescéncia de clorofila das sementes de soja dos tratamentos contendo diferentes porcentagens
de sementes esverdeadas dos cultivares CD2728 IPRO (a) e BMX Desafio RR (b). As cores representam os
diferentes grupos estatisticos obtidos pela analise de Scott-Knott (a = 0,05).

Os resultados da presente pesquisa corroboram com os resultados obtidos
por Cicero et al. (2009), que verificaram que quanto maior a fluorescéncia de
clorofila nas semente de soja, maiores sdo os efeitos negativos sobre o seu
potencial fisiolégico. De maneira similar, Galletti et al. (2020) observaram que para
sementes de tomate e de cenoura, 0s tratamentos cujas sementes apresentavam
menor potencial fisiologico foram os que apresentaram maior sinal de fluorescéncia

de clorofila.
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Nas Figuras 11 e 12 é possivel observar a composicdo de algumas amostras
contendo 0 %, 8 % e 14 % de sementes esverdeadas de ambos os cultivares e as
respectivas imagens de fluorescéncia de clorofila. Sementes que apresentam
coloracdo mais clara sdo sementes que possuem o pigmento de clorofila nos
tecidos. Quanto mais clara a semente, maior a quantidade de clorofila nédo
degradada e, consequentemente, maior o sinal de fluorescéncia de clorofila da

mesma.



Figura 111. Imagens de fluorescéncia de clorofila de sementes de soja, obtidas pelo equipamento Seed
Reporter, cultivar CD2728 IPRO, contendo 0%, 8% e 14% de sementes esverdeadas. A intensidade da coloragdo
branca das sementes é diretamente proporcional a intensidade de flourescéncia de clorofila.

Figura 12. Imagens de fluorescéncia de clorofila de sementes de soja, obtidas pelo equipamento Seed Reporter,
cultivar BMX Desafio RR, contendo 0%, 8% e 14% de sementes esverdeadas. A intensidade da coloragdo branca
das sementes é diretamente proporcional a intensidade de flourescéncia de clorofila.
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4.2. Desempenho das plantas em campo

Os resultados observados no experimento instalado em Piracicaba, na safra
2018/19, para estande inicial de plantas, estande final de plantas, altura de plantas
no florescimento e altura de plantas na colheita seréo apresentados e discutidos a
sequir.

O estande incial dos tratamentos relativos ao cultivar CD272 IPRO que
continham 8 %,10 %, 12 % e 14 % de sementes esverdeadas foi maior do que os
tratamentos que continham 0 %, 2 %, 4 % e 6 % de sementes esverdeadas (Figura
13a). Porém, estatisticamente, apenas os tratamentos TO e T2 apresentaram
populacdo significativamente diferente dos tratamentos T8 e T10. Uma possivel
explicacdo para isso é o fato de a medida em que a germinacdo dos tratamentos
diminui, aumenta-se a quantidade de sementes utilizadas por metro para atingir a
populacdo desejada. Outra possivel explicacdo para o referido fato foi relativo ao
maior niumero de sementes utilizadas nos tratamentos com maior quantidade de
sementes esverdeadas que poderiam ndo germinar (é importante destacar que apos
a semeadura, procedeu-se a irrigacado por aspersado em todas as parcelas a fim de
assegurar codicfes adequadas para a emergéncia das plantulas). Assim, apesar de
apresentaram menor potencial fisiolégico, os tratamentos com maior nimero de
sementes esverdeadas, ndo passaram por condicdes ambientais adversas durante o
processo de germinacao, favorecendo um maior estande inicial de plantas.

Ao se analisar o estande final de plantas (Figura 13b), avaliado no dia da
colheita, é possivel observar que os tratamentos com 10 % e 14 % com sementes
esverdeadas foram 0s que apresentaram maior populacéo final. Alguns estudos que
buscaram relacionar a populacdo com a produtividade obtiveram resultados que
apresentaram baixa resposta de plantas de soja a medida em que a populacdo de
plantas se modificava (MOORE, 1991, TOURINO; DE REZENDE; SALVADOR,
2002). A populacao final de plantas na cultura da soja é muito relativa, uma vez que
a soja é conhecida como uma cultura com certa plasticidade de producao, onde a
densidade de plantas modifica a morfologia das plantas e a sua relacdo com os
componentes de produtividade, o que permite que a cultura se adeque as condigdes
ambientais, permitindo a estabilidade de produgcédo sob uma gama de amplitude de
populacdo. Vazquez et al. (2008) constatou que a cultura € capaz de suportar

reducdes significativas de populacdo sem afetar a produtividade.
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Figura 12. Estande inicial de plantas (a) e estande final de plantas (b) dos oito tratamentos de sementes de soja,
cultivar CD2728 IPRO, relativos ao experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2018/19.

A altura das plantas de soja, apesar de ndo ser um componente de
produtividade, esta diretamente relacionado com a produtividade, uma vez que
influencia na quantidade ndés reprodutivos e, consequentemente, a quantidade de
vagens e gréos por planta. Na Figura 14 é possivel observar a altura das plantas dos
tratamentos no florescimento (Figura 14a) e a altura final das plantas mensuradas no
dia da colheita (Figura 14b). Os tratamentos com 4 % e 6 % de sementes
esverdeadas foram os que apresentaram maior altura no inicio do florescimento,
apresentando diferenca significativa quando comparados aos tratamentos com 12 %
e 14 % de sementes esverdeadas (Figura 14a). O tratamento TO apresentou
diferenca significativa apenas em relacdo ao tratamento T12. Franca-Neto et al.
(1983) observaram que plantas de soja originadas de tratamentos com alto vigor
apresentaram 12,8 % a mais de altura quando comparados a plantas originadas de
tratamentos de sementes com baixo vigor.

O cultivar CD 2728 IPRO apresenta crescimento indeterminado, o que faz
com gue o mesmo inicie o florescimento no terco inferior da planta e continue até
atingir o meristema apical, cessando o crescimento das plantas. Assim, a altura final
das plantas observadas no experimento é maior do que a observada no inicio do
florescimento (Figura 14b). O tratamento sem a presenca de sementes esverdeadas
(TO) apresentou maior altura final das plantas, apresentando, porém, diferencas
significativas apenas quando comparado os tratamentos T2, T8 e T12. A diferenca
entre o tratamento contendo 0 % de sementes esverdeadas, que apresentou maior
altura, e o lote contendo 12 % de sementes esverdeadas, com menor altura final de

plantas, foi de cerca de 5cm.



48

-~
o

98

w
(=]

94

8
Altura Final

Altura Florescimento

w
RS

90

32

TO T2 T4 T6 T8 T10 T2 T14 TO T2 T4 T6 T8 Ti0O  T12 T14

Figura 13. Altura das plantas no florescimento (a) e altura final das plantas (b) dos oito tratamentos de sementes
de soja, cultivar CD2728 IPRO, relativas ao experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2018/19.

Os componentes de produtividade da soja, além do niumero de plantas/area,
sdo formados pelo nimero de vagens por planta, nUmero de graos por vagem e pela
massa de grdos, comumente expresso em peso de mil grdos. Na Figura 15 é
possivel verificar os resultados obtidos para o niumero de vagens por planta (Figura
15a) e para o numero de graos por vagem (Figura 15b). O nimero de vagens por
planta foi similar para a maioria dos tratamentos, onde apenas o tratamento T12 se
diferenciou dos demais por apresentar menor numero de vagens (Figura 15a).
Naturalmente, na cultura da soja, as flores sdo produzidas em abundancia, porém,
um elevado namero de flores e de vagens jovens sdo abortados, variando entre 20
% a 82 % do total das estruturas reprodutivas produzidas (CARLSON et al., 1987,
NONOKAWA et al., 2012). Porém sob condicGes adversas, quando as plantas sao
menos vigorosas, 0 numero de abortamento sera maior comparado ao das plantas
mais vigorosas, resultando em menos vagens por planta.

Por outro lado, ao se analisar os resultados obtidos da variavel de grads por
vagem (Figura 15b) observa-se que, apesar de ndo apresentar diferencas
estatisticas, os tratamentos com menor porcentagem de sementes esverdeadas
apresentaram maior numero médio de grdos por vagem. Estatisticamente, 0s
tratamentos T2, T4 e T6 apresentaram maior numero de gréos por vagem quando
comparados ao tratamento contendo 14 % de sementes esverdeadas. A quantidade
de grdos por vagem contabilizada levou em conta somente grdos bem formados,
excluindo-se aqueles abortados. Os tratamentos T10 e T14, com maior quantidade

de sementes esverdeadas, apresentaram maior nimero de gréos abortados.
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Figura 14. Nimero de vagens por planta (a) e nimero de grdos por vagem (b) dos oito Itratamentos de sementes
de soja, cultivar CD2728 IPRO, relativos ao experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2018/19.

A massa de de graos estd diretamente relacionada a capacidade em que a
planta possui em translocar fotoassimilados produzidos nas folhas para os gréos. Os
resultados obtidos de massa de mil graos (Figura 16a) foram, de maneira geral,
similares entre os tratamentos, tendo apenas o tratamento com 12 % de sementes
esverdeadas apresentado menor massa de grdos quando comparado aos demais
tratamentos.

Ao analisar os resultados de produtividade (Figura 16b), os tratamentos TO,
T2, T4 e T6 ndo apresentaram diferencas significativas entre si e foram superiores
em relacdo aos tratamentos T8, T10, T12 e T14, ficando evidenciado que a partir de
8 % de sementes esverdeadas presentes na semeadura resultaram em perdas de
produtividade. Costa el al. (2001) e Padua et al. (2005) relataram que tratamentos de
sementes de soja que contenham acima de 10% de sementes esverdeadas nao
devem ser utilizados para semeadura, uma vez que podem resultar em menores
produtividades; entretanto, naquele trabalho, os autores ndo realizaram
experimentos de campo que comprovassem as referidas informacdes. Assim, a
partir dos resultados de desempenho de sementes esverdeadas em campo,
observou-se impactos negativos sobre a produtividade a partir 8 % de sementes

esverdeadas presentes e ndao acima de 10 %, como relatado pelos autores citados.
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Figura 15. Massa de mil grdos (a) e Produtividade (b) dos oito tratamentos de sementes de soja, cultivar CD2728
IPRO, relativas ao experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2018/19.

Na safra de 2018/19 o experimento com o mesmo cultivar foi realizado em
Londrina/PR. Os resultados observados, de forma geral, foram similares aos
observados na area experimental de Piracicaba/SP, na mesma safra.

A variavel de estande inicial apresentou diferencas signifitivas entre o
tratamento que continha 0% de sementes esverdeadas e 0s demais tratamentos,
sendo o tramento com 0 % de sementes esverdeadas inferior aos demais (Figura
17a). Essa diferenca observada pode ser justificada pelo fato de que a quantidade
de sementes utilizada na semeadura variou conforme a porcentagem de germinacao
de cada tratamento, tendo a quantidade de sementes utilizadas na semeadura
menor para o tratamento TO que evidentemente apresentava o maior valor de
germinacao.

Conforme relatado no experimento de Piracicaba, também no experimento de
Londrina foi realizada irrigacdo apdés a seameadura para assegurar uma adequada
emergéncia das plantulas; evidentemente, sementes esverdeadas que apresentam
vigor mais baixo podem germinar, como de fato ocorreu nos dois experimentos.

Por outro lado, ao analisar os dados referentes ao estande final de plantas de
cada tratamento (Figura 17b) observa-se que o tratamento sem a presenca de
sementes esverdeadas (TO) praticamente manteve o estande ao passo que todos
tratamentos com a presenca de sementes esverdeadas tiveram reducao no estande,
sendo que alguns destes tratamentos (T2 e T10) apresentaram maiores reducdes; €
importante destacar que muitas sementes esverdeadas que germinaram tinham

vigor mais baixo, principalmente aquelas com coloracdo verde mais pronunciada e
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com maior quantidade de clorofila ndo degradada, que acabaram morrendo antes

da colheita.
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Figura 16. Estande inicial de plantas (a) e estande final de plantas (b) dos oito tratamentos de sementes de soja,
cultivar CD2728 IPRO, em experimento realizado em Londrina/PR, safra 2018/19.

Tratamentos que possuem sementes com baixo vigor podem nao sofrer
impacto negativo no estabelecimento no estande inicial, porém o baixo vigor das
sementes pode provocar reducdes na velocidade de emergéncia das plantulas,
uniformidade de emergéncia das plantulas, tamanho inicial de plantas, morte das
plantulas antes de completarem o ciclo e, consequentemente, causarem reducdes
no estande final, exatamente como ocorreu na presente pesquisa. Segundo
Kolchinski et al. (2005), os fatores aqui relatados podem afetar o acumulo de
matéria seca/area e, consequentemente, afetar o rendimento final da cultura.

A desuniformidade de emergéncia de plantulas, segundo Egli (1993), causa
vantagens competitivas para as plantas de soja cujas sementes germinaram
primeiro. Nafziger et al. (1991) observaram, para a cultura do milho que o aumento
da desuniformidade de emergéncia de plantulas reduziu, significativamente, o
rendimento das plantas cujas plantulas tiveram emergéncia mais tardia.

Na Figura 18, é possivel observar a altura das plantas durante o florescimento
(Figura 18a) e a altura de plantas ao final do ciclo da cultura (Figura 18b). Em
relacdo ao florescimento, a altura das plantas foi, de maneira geral, similar, sendo
gue apenas o tratamento que continha 2 % de sementes esverdeadas apresentou
maior altura quando comparado aos demais tratamentos. No final do ciclo da cultura,

verificou-se que os tratamentos que continham 0 %, 2 % e 4 % apresentaram maior
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altura quando comparados aos tratamentos com 8 % e 14 % de sementes

esverdeadas, 0 que corrobora com os resultados obtidos por Egli (1993).
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Figura 17. Altura das plantas no florescimento (a) e altura final das plantas (b) dos oito tratamentos de sementes
de soja, cultivar CD2728 IPRO, no experimento realizado em Londrina/PR, safra 2018/19.

A altura das plantas, na cultura da soja, esta diretamente relacionada a sua
capacidade de producdo, uma vez que apresenta maior quantidade de nés
reprodutivos (SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015). Além disso, plantas originadas de
sementes com alto vigor tendem a apresentar maior desenvolvimento inicial, o que
pode favorecer em maior altura quando comparadas as plantas originadas de
tratamentos de sementes de baixo vigor.

Em relacdo aos componentes de produtividade, o tratamento que nao
continha sementes esverdeadas em sua composicdo apresentou maior numero de
vagens quando comparado aos tratamentos T2, T8, T10, T12 e T14 (Figura 19a). De
maneira geral, observou-se que o0s tratamentos que continham sementes
esverdeadas em sua composicdo apresentaram maior nimero de graos por vagem
(Figura 19b). Entretando, a medida em gue a quantidade de sementes esverdeadas
aumentou nos tratamentos, menor o numero de vagens por planta (Figura 19a). O
namero de gréos por planta € um importante fator para determinar a produtividade,
uma vez que plantas que apresentam maior quantidade graos, tende a ter uma
maior producdo por area (SEDIYAMA, 2013; SEDIYAMA; SILVA; BOREM, 2015).
Aliado ao numero de vagens por planta, a quantidade de graos por vagens também

€ um importante fator que afeta a produtividade da cultura da soja.
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Figura 18. Numero de vagens por planta (a) e numero de graos por vagens (b) dos oito tratamentos de
sementes de soja, cultivar CD2728 IPRO, no experimento realizado em Londrina/PR, safra 2018/19.

Quanto a massa de mil grads (Figura 20a), verificou-se que os tratamentos
apresentaram, de maneira geral, massas semelhantes, sendo que apenas o
tratamento T2 teve superioridade em relacdo aos tratamentos TO, T12 e T14. O
menor numero de vagens por planta e menor nimero de grdos por vagens dos
tratamentos com maior porcentagem de sementes esverdeadas pode ter favorecido
a relacdo fonte/dreno, proporcionando massas semelhantes entre a maioria dos
tratamentos estudados. Em relacdo a produtividade, assim como observado em
Piracicaba/SP, safra 2018/19, utilizando o mesmo cultivar, a interacdo entre 0s
componentes de produtividade, como estande de plantas, vagens por planta, gréos
por vagem e massa de mil graos, resultou em dois principais grupos de
produtividade (Figura 20b). O primeiro grupo, com maior producéo, foi composto
pelos tratamentos que continham de 0 % a 6 % de sementes esverdeadas. O
segundo grupo, com menor produtividade, foi composto pelos tratamentos com 8 %

a 14 % contendo sementes esverdeadas.
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IPRO, no experimento realizado em Londrina/PR, safra 2018/19.

Para o terceiro experimento realizado em Piracicaba, na safra 2019/20,
agora com o cultivar BMX Desafio, observou-se que o0 estande inicial nao
apresentou diferenca entre os tratamentos estudados (Figura 21a). Ao se analisar 0s
resultados do estande final de plantas (Figura 21b), observa-se comportamento
similar ao observado no estande inicial, sendo que apenas o tratamento T8

apresentou estande final inferior ao dos tratamentos T10 e T12.
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Figura 20. Estande inicial de plantas (a) e estande final de plantas (b) dos oito tratamentos de sementes de soja,
cultivar BMX Desafio, no experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2019/20.

Em relagcédo a altura das plantas observada no inicio do florescimento (Figura
22a), é possivel verificar que os tratamentos TO, T2 e T4 apresentaram alturas
superiores aos dos tratamentos T6 e T8; entretanto, os tratamentos T6 e T8
apresentaram comportamento similar aos tratamentos T10, T12 e T14, Quanto a
altura no final do ciclo (Figura 22b), observou-se que os tratamentos TO, T2 e T4

apresentaram alturas superiores ao do tratamento T14. Ao comparar somente o
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tratamento T2 com os demais tratamentos, verificou-se superioridade do mesmo em
relacdo aos tratamentos que continham porcentagem de sementes esverdeadas
superiores a 6%.

Para algumas culturas, como o caso do trigo, verificou-se que diferencas no
vigor do lote de sementes resultaram em diferencas na taxa de crescimento inicial
relativo, com efeitos refletidos em estadios posteriores do desenvolvimento das
plantas, em que as plantas provenientes de tratamentos com potencial fisiologico
eleveado obtiveram maior produtividade (KHAH; ROBERTS; ELLIS, 1989). Para
soja, Scheeren et al. (2010) observaram que tratamentos com maior vigor

apresentaram maior altura, resultando em maior produtividade.
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Figura 21. Altura das plantas no florescimento (a) e altura final das plantas (b) dos oito tratamentos de sementes
de soja, cultivar BMX Desafio, no experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2019/20.

O numero de vagens por planta observado apresentou diferencas quando se
faz o confronto do tratamento TO com os tratamentos T2, T6, T8, T10 e T14, sendo
que o tratamento TO foi 0 que apresentou maior numero de vagens, sendo cerca de
10 % a 15 % superior aos citados tratamentos (Figura 23a). Quanto ao niumero de
graos por vagem, verificou-se comportamenro similar entre os tratamentos TO, T2,
T4 e T6, os quais foram superiores nem relacdo aos tratamentos T10, T12 e T14, ao
passo que o tratamento T8 teve comportamento intermediario (Figura 23b).
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Quanto a massa de mil gréos (Figura 24a), foi observado comportamento
similar entre os tratamentos. Por outro lado, os tratamentos TO, T2 e T3

apresentaram produtividades similares e foram superiores aos demais tratamentos

(Figura 24b).
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Figura 23. Massa de mil grdos (a) e produtividade (b) dos oito tratamentos de sementes de soja, cultivar BMX
Desafio, no experimento realizado em Piracicaba/SP, safra 2019/20.

Levando-se em cosideragcdo os trés experimentos de campo, os dois primeiros
realizados em dois locais (Piracicaba e Londrina) na safra 2018/19 com o cultivar
CD272 IPRO e o terceiro experiment realizado em Piracicaba na safra 2019/20 com
o cultivar BMX Desafio, ficou evidenciada que a presencga, na semeadura, de mais

do que 6 % de sementes esverdeadas, ou seja, com mais de 6 % de sementes
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contendo clorofila ndo degradada, tem reflexos negativos na produtividade de graos.
Assim, tratamentos de sementes de soja que apresentem mais do que 6 % de

sementes esverdeadas ndo devem ser utilizados para semeadura.
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5. CONCLUSOES
A presenca de mais do que 6 % de sementes esverdeadas de soja, ou seja, com

mais do que 6 % de sementes contendo clorofila ndo degradada, afeta a
produtividade de graos. Assim, tratamentos de sementes contendo mais do que 6 %

de sementes esverdeadas ndao devem ser utilizados para semeadua.
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