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RESUMO

THOMAZELLA, C. O. Relacgao da fluorescéncia de clorofila com a qualidade fisiologica
de sementes de soja. 2022. 74 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia

Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2022.

O uso de tecnologias de imagens para monitoramento da fluorescéncia de clorofila tem surgido
como alternativa eficaz na avaliacdo de aspectos relacionados a qualidade fisiologica de
sementes, contribuindo para a reducdo da subjetividade dos testes tradicionais e baixa
reprodutibilidade entre laboratorios. Durante a germinacdo de sementes de soja, 0s cotilédones
assumem papel fundamental para o desenvolvimento das plantulas, a partir da mobilizacao de
reservas, e posteriormente, pelo seu papel fotossintetizante. Dessa forma, o presente trabalho
teve como objetivo estudar a potencialidade de imagens de fluorescéncia de clorofila na
germinacao e estabelecimento inicial de plantulas como novo marcador da qualidade fisiolégica
das sementes de soja, e estabelecer possiveis relagdes com as diferengas observadas nos testes
tradicionais. A pesquisa foi conduzida em duas etapas, utilizando sementes dos cultivares
M8349IPRO e M5917IPRO. Na primeira etapa, foram estudadas cinco classes de sementes
envelhecidas artificialmente para definicdo do momento mais adequado para analise de imagens
de fluorescéncia de clorofila média (FCwm), minima (Fo) e méaxima (Fwm), eficiéncia fotoquimica
méaxima do fotossistema Il (Fv/Fwm), e indice de clorofila (Cipx). Na segunda etapa da pesquisa,
sementes naturalmente envelhecidas (armazenadas por seis meses) foram avaliadas e
comparadas com sementes ndo armazenadas para validacdo da técnica. Os resultados de cada
etapa foram correlacionados com o teste de germinagdo (contagem aos cinco e oito dias),
envelhecimento acelerado com solucdo salina saturada, condutividade elétrica, emergéncia,
indice de velocidade de emergéncia e comprimento médio de plantulas, com base nos
coeficientes de correlacdo de Spearman. As imagens captadas no quarto dia de germinacdo
foram eficientes para distinguir classes de sementes de soja com diferentes niveis de vigor.
Entretanto, a eficiéncia dos parametros Fv/Fum, FCwm € Fo foi dependente do gendtipo, enquanto
que Fm se mostrou adequada para identificar diferengas de vigor em ambos os cultivares,
independentemente do tipo de envelhecimento. A fluorescéncia de clorofila foi reduzida em
plantulas produzidas de sementes artificialmente e naturalmente envelhecidas, com fortes
correlagcbes com os testes tradicionais. Portanto, a técnica de imagem de fluorescéncia de
clorofila é uma ferramenta eficiente na avaliagdo da qualidade fisiol6gica de sementes de soja.

Palavras-chave: Anélise de imagens. Vigor de sementes. Glycine max. Fotossintese de

cotilédones. Sensores opticos.






ABSTRACT

THOMAZELLA, C.O. Relationship between chlorophyll fluorescence and soybean seed
physiological quality. 2022. 74 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2022.

The use of computerized techniques of image analysis based on chlorophyll fluorescence of
seeds and seedlings has emerged as an effective method in the evaluation of aspects related to
the physiological quality of seeds, becoming a promising alternative in overcoming the
subjectivity of traditional tests, and the low reproducibility between laboratories. During the
germination of soybean seeds, the cotyledons play a fundamental role for the development of
the seedlings from the mobilization of reserve, and later, for their photosynthetic role.
Therefore, the present study aimed to analyze the potential of chlorophyll fluorescence imaging
during the germination and early establishment of seedlings as a new marker of physiological
quality of soybean seeds, and to establish possible relations with differences observed on
traditional tests. The research was conducted in two experimental periods using seeds of
M8349IPRO and M5917IPRO cultivars. During the first period, five classes of seeds artificially
aged were studied to define the most appropriate time for the analysis of images of minimal
(Fo), maximal (Fwm) and average (CFa) chlorophyll a fluorescence, maximum quantum yield of
PSII (Fv/Fm) and chlorophyll index (Cipx). During the second research period, naturally aged
seeds (six months) were analyzed and compared with non-stored seeds to technical validation.
The results of each period were correlated with the results obtained in the germination test (5
and 8 days), saturated salt accelerated aging, electrical conductivity, seedling emergence,
emergency speed index and seedling length based on Spearman Rank correlation coefficient.
The chlorophyll fluorescence images taken on the fourth day of germination were efficient to
distinguish the soybean seed classes with different vigor levels. Meanwhile, the efficiency of
Fv/Fm, CFa and Fo was dependent of the genotype, whereas Fum identified the vigor differences
between seeds classes of both cultivars, independently of the aging methods. The chlorophyll
fluorescence was reduced in seedlings originated from artificially and naturally aged seeds,
with strong correlations with the conventional tests. Therefore, chlorophyll fluorescence
imaging is an efficient method to evaluate the physiological potential of soybean seeds.

Keywords: Image analysis. Seed vigor. Glycine max. Cotyledon photosynthesis. Optical

Sensors.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de sementes de alta qualidade é fundamental para o desenvolvimento
inicial adequado das plantas em campo e sucesso da producdo agricola. Os métodos atualmente
empregados e determinados por lei para a avaliacdo da viabilidade e vigor de sementes foram
desenvolvidos e estabelecidos a muitos anos, sendo baseados, principalmente, na experiéncia
do analista para a interpretacao dos resultados, o que possibilita a divergéncia entre laboratérios.
Além disso, os métodos sdo morosos e destrutivos, exigindo o descarte do material apds sua
analise.

O avanco tecnoldgico na area da visdo computacional e o desenvolvimento de
equipamentos de imagens de alta definicdo associados a softwares com alta capacidade de
processamento, tem possibilitado o aprimoramento de técnicas com potencial de analise da
qualidade de sementes, e dentre estas, inclui a imagem de fluorescéncia de clorofila. A partir
do principio de competicdo entre as formas de dissipacao de energia absorvida pela molécula
de clorofila, a fluorescéncia se tornou ferramenta chave para avaliar, indiretamente, a
fotossintese. Dentre as vantagens da utilizacdo de imagens de fluorescéncia de clorofila,
destaca-se a rapidez, a objetividade dos resultados e a possibilidade de medic¢Ges continuas com
0 mesmo material, visto que técnica ndo é destrutiva.

A soja é uma das principais culturas produzidas no mundo em razdo do seu uso na
alimentacdo animal e humana, no setor industrial, no setor de cosméticos, dentre outros. A
crescente demanda mundial por alimentos impulsiona o crescimento da producdo da soja ano
ap0s ano para novos patamares, exigindo a utilizacdo de sementes de alto vigor para formacao
de estandes uniformes e desenvolvimento adequado das plantas, assim como métodos mais
eficientes e dindmicos de andlise da qualidade das sementes.

No inicio da germinacdo das sementes de soja, 0 processo de embebicdo possibilita a
sintese de clorofilas. Ap6s a emergéncia no campo de producgdo, ocorre 0 esverdeamento dos
cotilédones e ativacdo das moléculas de clorofila, dando inicio a sintese de fotoassimilados,
fundamentais para a sobrevivéncia da plantula, uma vez que os tecidos de reserva dos
cotilédones sdo insuficientes até que as folhas primarias sejam capazes de sustentar a plantula.

Uma vez que a clorofila e a fotossintese dos cotilédones tém grande importancia para
a germinacdo e desenvolvimento da plantula, as imagens de fluorescéncia de clorofila tém
potencial de fornecer insights a respeito da atividade fotossintética cotiledonar durante o
processo de germinagdo, e indiretamente do vigor das sementes, isto &, as imagens de

fluorescéncia de clorofila podem ser utilizadas como novo marcador da qualidade fisiologica.
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Desta forma, o objetivo da presente pesquisa consistiu em estudar a potencialidade de
imagens de fluorescéncia de clorofila captadas durante a germinacéo e estabelecimento inicial
de pléantulas de soja como novo marcador da qualidade fisiologica, e estabelecer possiveis

relacdes com as diferencgas observadas nos testes tradicionais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da cultura da soja

No Brasil, a producao de soja [Glycine max (L.) Merrill] € a maior entre as oleaginosas
e umas das principais a nivel mundial. As sementes de soja possuem cerca de 40%
(VRATARIC; SUDARIC, 2008) e 21% (PANTHEE et al., 2004) da massa seca constituida de
proteinas e lipidios, respectivamente. Este insumo com alto teor proteico e de 6leo, ha décadas,
é amplamente utilizado para alimentacéo animal e humana (THOENES, 2004), bem como para
a fabricacdo de produtos industrializados e biocombustiveis (VILLANUEVA; ALVAREZ,
2017).

A soja é considerada a razao do desenvolvimento da agricultura empresarial brasileira,
sendo considerada um mecanismo de desenvolvimento econémico e social do Pais
(DALL"AGNOL, 2016). Nas ultimas décadas, a producdo de soja brasileira cresceu
progressivamente safra apds safra, se tornando uma das principais mundialmente. Para a safra
2022/2023, estima-se producdo recorde de mais de 390 milhdes de toneladas, ou seja, quase
40% da producdo mundial (USDA, 2022a). Além de ser o maior produtor, o Brasil € o principal
exportador a cinco anos, com estimativa de comercializacdo de 89,5 milhdes de toneladas
(USDA, 2022b), com crescimento estimado de quase 5% ao ano (DALL"AGNOL, 2016).

Para o sucesso da safra, é fundamental a instalagdo das lavouras com sementes de alta
qualidade, pois estas representam insumo basico (BISHAW; NIANE; GAN, 2007), e contém
as caracteristicas genéticas do cultivar, sendo responsaveis pela transferéncia dos avancos da
genética para o campo (MARCOS-FILHO, 2015; DALL AGNOL, 2016). Além disso, diante
da importancia da cultura, a utilizacdo da semente de soja de alta qualidade é importante
mecanismo de seguranca alimentar (ELIAS, 2018).

2.2. Qualidade fisioldgica de sementes

A qualidade de sementes € um conjunto de caracteristicas formado por atributos
genéticos, fisicos, fisiologicos e de sanidade (BISHAW; NIANE; GAN, 2007; MARCOS-
FILHO, 2015; DALL"AGNOL, 2016; ELIAS, 2018) que quando em equilibrio, garantem a
semente de alta qualidade (COSTA et al., 2021). A interacdo destes atributos com o0 meio
ambiente determina a qualidade da semente, principalmente durante o seu desenvolvimento e
maturacdo (ELIAS, 2018).
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Os atributos genéticos se referem a pureza varietal, ou seja, a manutencdo das
caracteristicas genéticas selecionadas para um determinado cultivar. Os pardmetros fisicos
dizem respeito a um lote de sementes uniforme, sem contaminacdo de sementes de outras
espécies, enquanto que a sanidade esta relacionada a auséncia de patdgenos e pragas (BISHAW
et al., 2007; MARCOS-FILHO, 2015). Por fim, os parametros fisiologicos sdo compostos pela
viabilidade, vigor e longevidade das sementes, indicando a aptiddo ou ndo de manifestar seus
mecanismos metabolicos vitais, e influenciando diretamente tanto o comportamento da semente
durante o armazenamento como no estabelecimento da plantula ap6s a semeadura (MARCOS-
FILHO, 2015; COSTA et al., 2021). A viabilidade é expressa pela germinacéo das sementes,
determinada em condicGes 6timas (BISHAW et al., 2007; MARCOS-FILHO, 2015). Por outro
lado, o vigor € um atributo complexo que representa o potencial de desempenho da semente em
diversas situacBes ambientais, estando relacionado principalmente a emergéncia e
desenvolvimento das plantulas (MARCOS-FILHO, 2015). Sementes de soja de alto vigor sao
fundamentais para o sucesso da emergéncia, uniformidade do estande e de grdos com alto
conteudo de matéria seca (EBONE et al., 2020). A longevidade esta associada a capacidade da
semente manter a viabilidade durante o armazenamento (BEWLEY et al., 2013).

Nos programas de controle de qualidade de sementes, sdo empregados testes para
certificagdo da pureza fisica dos lotes, viabilidade, identificagdo de sementes com danos
mecanicos, presenca de pragas ou quaisquer outros sintomas que venham afetar o desempenho
das sementes (BRASIL, 2009). A verificacdo dos parametros fisioldgicos, ou da qualidade
fisioldgica (expressdo utilizada por diversos autores e empregada neste trabalho) das sementes
é primordial para garantir a qualidade da produ¢do (MARCOS-FILHO, 2015). Na avaliagdo da
qualidade fisioldgica de sementes de soja, destaca-se o teste de germinagdo, a emergéncia de
plantulas, os testes de envelhecimento acelerado e de tetrazolio (VIEIRA et al., 2003;
MARCOS-FILHO, 2015). Esses testes apresentam pontos que os tornam ineficientes, lentos e
com risco de imprecisédo em razdo da dependéncia da experiéncia do analista. Por exemplo, a
duracgéo dos testes de germinagdo e emergéncia limita a tomada de decisdes, que necessita de
dinamismo, e embora algumas metodologias sejam mais rapidas, como o teste de tetrazélio,
seus procedimentos de execucgdo e avaliacdo sdo manuais e dependentes da experiéncia do
analista, tornando clara a necessidade de utilizacdo de procedimentos mais objetivos e
dinamicos para a avaliagdo da qualidade fisioldgica de sementes de soja (DE SOUZA JUNIOR
etal., 2018).
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2.3. Metodologias de imagens para analise da qualidade fisiologica de sementes

As imagens digitais e os softwares de anélise de imagens tém sido objeto de intenso
estudo e aperfeicoamento diante do potencial para reconhecimento automatico de objetos. Com
0 avancgo tecnologico, estas ferramentas tém sido aperfeicoadas concomitantemente com a
reducdo de seus custos. Na area da Tecnologia de Sementes, em que os resultados dos testes de
qualidade se baseiam em observacGes visuais de analistas, a analise de imagens tem
possibilitado a obtencdo de resultados mais rapidos e objetivos, sendo mais econdmicos
(SAKO, 2000; HUANG et al., 2015).

O primeiro trabalho de analise de sementes a partir de técnicas de imagens foi
publicado por McCormac, Keffe e Draper (1990) com lotes de sementes de alface (SAKO,
2000). Atualmente, o aperfeicoamento da visdo computacional tem proporcionado a geracédo de
imagens RGB (red, green and blue channels) com alta definicdo, permitindo a analise do vigor
de sementes a partir do comprimento das plantulas resultantes (POWELL, 2022), assim como
do desempenho germinativo, mudancas de parametros morfologicos e de cor (DEVKULE;
AUTADE; NARKHEDE, 2017). Adicionalmente, as imagens digitais tém sido combinadas
com outras técnicas, intensificando a aplicacdo de varios métodos para a analise de sementes e
plantas, incluindo a espectroscopia (MA; TSUCHIKAWA; INAGAKI, 2020), a fluorescéncia
de clorofila (BAKER, 2008; LICHTENTHALER, 2021), as imagens multiespectrais (BOELT
et al., 2018), dentre outras (RAHMAN; CHO, 2008).

Os métodos de imagens permitem a analise continua do material, e podem determinar
a germinacao, o vigor e a longevidade de sementes de forma rapida, objetiva e ndo destrutiva
(BAKER, 2008). Por exemplo, em trabalhos conduzidos por Brandani et al. (2022) foi possivel
a determinacdo do vigor de sementes de soja com plantulas aos seis dias de idade, enquanto que
Sako et al. (2004) demonstrou gque isso também pode ser feito com plantulas aos trés dias de
idade.

2.4. Metodologias de imagens baseadas em fluorescéncia de clorofila e fotossintese de
plantulas

A fluorescéncia de clorofila é, de forma simplificada, a emissdo de luz dos tecidos
fotossintetizantes. Desde o seculo XIX (GOVINDJEE, 2004), o conhecimento da ocorréncia de
fluorescéncia de clorofila tem fornecido insights e informacgdes complexas a respeito da
fotossintese (KRAUSS; WEIS, 1991).
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Ao absorver energia, a molécula de clorofila se torna altamente instavel e perde quase
instantaneamente parte do quantum absorvido por transmissdo de calor (BOLHAR-
NORDENKAMP; OQUIST, 1993). Na verdade, a energia presente na molécula de clorofila
pode ser liberada por trés principais meios: transmisséo de calor, transferéncia da energia para
a fotoquimica (o processo de fotossintese em si), ou pela emissdo de um féton, isto é, a
fluorescéncia de clorofila.

Devido ao carater competitivo entre a fluorescéncia e outras formas de liberacdo de
energia da molécula de clorofila, 0 aumento da ocorréncia de um destes processos implica na
reducdo do outro (BOLHAR-NORDENKAMP; OQUIST, 1993; FRACHEBOUD, 2004). Nao
h& um consenso na literatura quanto ao valor quantitativo da fluorescéncia de clorofila em
relacdo aos demais processos; entretanto, pode-se afirmar que o montante é baixo. Segundo
Maxwell e Johnson (2000), apenas de 1 a 2% da energia absorvida na forma de luz pelas
espécies vegetais resulta em liberacdo de fluorescéncia. Ja para Fracheboud (2004), este valor
varia de 3% a 5%. Em todo caso, a quantificacdo da fluorescéncia de clorofila permite a
avaliacdo indireta de varios processos da fotossintese (MAXWELL; JOHNSON, 2000), sendo
observada tanto no fotossistema Il como no fotossistema | (FRANCK; JUNEAU; POPOVIC,
2002). Entretanto, a participagdo do fotossistema | na ocorréncia de fluorescéncia ndo é
expressiva em comprimentos de onda abaixo de 700 nm (BAKER, 2008).

Dentre os principais parametros da fluorescéncia de clorofila, estdo a fluorescéncia
minima (Fo), méxima (Fm) e a eficiéncia quantica méaxima fotoquimica do fotossistema Il
(Fv/Fwm), obtidos quando o tecido vegetal esta adaptado no escuro. Nesta condi¢do ambiente, 0
fotossistema Il é considerado “aberto” e a plastoquinona QA estd em estado oxidado méximo
(BAKER, 2008; MURCHIE; LAWSON, 2013). Para a obtencdo de Fo, € emitida uma luz ndo
actinica, isto é, incapaz de estimular a fotossintese, e, embora o fotossistema Il continue aberto,
é emitido um nivel minimo de fluorescéncia. Em seguida, com a emissao de um flash rapido de
luz actinica no tecido vegetal (BAKER, 2008), a QA sofre maxima reducéo e o fotossistema Il
é fechado momentaneamente. Assim, o quenching fotoquimico passa a ser nulo e a
fluorescéncia de clorofila sera maxima, Fm. De acordo com informagfes de Krauss e Weis
(1991), enquanto a Fwm representa cerca de 3% da luz absorvida pelo aparato fotossintético, a Fo
representa apenas 0,6%, devido a competicdo entre a fluorescéncia e o evento fotoquimico. A
diferenca entre Fm e Fo representa a fluorescéncia variavel (Fv) (BAKER, 2008; MURCHIE;
LAWSON, 2013).

A eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il, expressa pela razdo

Fv/Fwm, indica a diferenca entre a fluorescéncia de dois estados definidos (KRAUSS; WEIS,
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1991), determinando o valor maximo da energia produzida pela reducdo de QA, e
indiretamente, o quantum méximo da fotoquimica do fotossistema Il (BAKER, 2008;
MURCHIE; LAWSON, 2013). Desta forma, ndo indica a energia utilizada pelo fotossistema 11
sob luz ambiente, mas apenas seu limite maximo (BAKER, 2008). Este parametro é um dos
mais utilizados, e é considerado de facil determinacdo, sendo utilizado frequentemente para
verificacdo dos efeitos de estresses no desempenho da fotossintese, que reduzem o valor de
Fv/Fm. Varios autores demonstraram que seu valor médio para tecidos vegetais sem efeito de
estresses € proximo de 0,832 (KRAUSS; WEIS, 1991; BAKER, 2008; MURCHIE; LAWSON,
2013).

Inicialmente, as medic6es eram realizadas por fluorimetros apenas em ambiente escuro
ou com luz controlada (MURCHIE; LAWSON, 2013). Para a medicdo, a luz emitida deveria
passar por um filtro para reduzir a radiacdo para comprimentos de onda menores que 620 nm.
A fluorescéncia era detectada por um filtro de comprimento de onda especifico, geralmente
menor que 700 nm. Contudo, esse sistema poderia causar uma série de problemas com a
exatidao dos valores obtidos, como descritos por Bolhar-Nordenkamp e Oquist (1993).

Em 1984, Quick e Horton desenvolveram uma metodologia aceita na literatura e
utilizada até os dias atuais: a medicdo modulada de captacdo de fluorescéncia, detectada na
presenca de luz ambiente (MAXWELL; JOHNSON, 2000; TAKAYAMA; KONISHI,
OMASA, 2003; MURCHIE; LAWSON, 2013). Nesta metodologia, a fonte luminosa utilizada
é ligada e desligada em alta frequéncia, isto ¢, modulada (SCHREIBER; SCHLIWA; BILGER,
1986; MAXWELL; JOHNSON, 2000).

Os aparelhos mais modernos de deteccdo da fluorescéncia de clorofila apresentam
pulso luminoso de saturacéo e diodos emissores de luz (LED) com comprimento de onda de
630 a 670 nm para a excitacdo da molécula de clorofila (TAKAYAMA; KONISHI; OMASA,
2003; GALETTI et al., 2020). Os sinais de fluorescéncia sdo capturados por dispositivos de
carga acoplada (CCD), capazes de estimar o fluxo de elétrons no interior dos tecidos vegetais.
Os dados da camera CCD associados aos coletados por cameras digitais de alta definigé&o,
equipadas com sensores Opticos robustos, sdo processados por softwares com alta capacidade
de andlise, fornecendo rapidamente resultados acerca da distribuicéo espacial da fluorescéncia
de clorofila de um determinado tecido vegetal (TAKAYAMA; KONISHI; OMASA, 2003;
KENANOGLU; DEMIR; JALINK, 2013).

O uso de métodos computadorizados de andlise de imagens de fluorescéncia de
clorofila tem surgido como alternativa promissora na superacdo das limitagOes dos testes

fisioldgicos atualmente empregados para analise de sementes, por serem rapidos e objetivos, e
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capazes de sanar possiveis divergéncias de resultados entre laboratérios, além de apresentarem
potencial de padronizacdo, permitindo, ainda, que os resultados sejam comparados aos testes
tradicionalmente utilizados (KENANOGLU; DEMIR; JALINK, 2013). Além disso, a analise
de imagens possibilita a meditacdo continua e rotineira de um mesmo tecido vegetal de forma
néo destrutiva (BAKER, 2008).

A técnica de fluorescéncia de clorofila tem sido empregada para deteccdo da
suscetibilidade e status fisiologico de plantas (WANG et al., 2017) e de outros organismos
fotossintetizantes a agentes de estresses (BAKER, 2008; BADGER, 2009; STEPIEN;
JOHNSON, 2009; AGATHOKLEOUS:; FENG: PENUELAS, 2020), bem como na
identificacdo de mutacdes e de gendtipos (BADGER, 2009), nas respostas fotossintéticas de
gendtipos para selecdo durante o melhoramento genético (HERRITT; FRITSCHI, 2020) e para
estudo do efeito de patdgenos nos mecanismos de defesa de folhas de soja (FORTUNATO et
al., 2018).

Na area de Tecnologia de Sementes, a técnica de fluorescéncia de clorofila tem sido
empregada com sucesso na deteccdo de sementes esverdeadas de soja, caracterizadas por
apresentarem baixo potencial fisiologico (FRANCA-NETO et al., 2005; PADUA et al., 2007),
na separacdo de sementes maduras e imaturas (JALINK et al., 1998), e como marcador do
desempenho fisioldgico de sementes durante a germinacdo, pelo monitoramento da
fluorescéncia de clorofila (BISOGNIN; VELASQUEZ; WIDDERS, 2005; ARIYARATHNA,;
WEERASENA; BENERAGAMA, 2020; VIDAK et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2021), ou de
alteracdes no fotossistema Il de cotilédones (BAKER, 2008; ZHANG et al., 2010a; ZHENG et
al., 2011; KIRCHER; SCHOPFER, 2012). Além disso, o monitoramento continuo da
germinacdo com a técnica permite acompanhar a sintese de clorofilas durante a embebicao de
agua pelas sementes (VAN DER BURG et al., 2010).

A clorofila tem papel importante durante o estabelecimento e desenvolvimento inicial
de plantulas. Imediatamente ap6s a emergéncia da plantula, ocorre acimulo de clorofilas e
esverdeamento dos cotilédones (HARRIS; MACKENDER; SMITH, 1986; BROWN; HUBER,
1987; MAREK; STEWART, 1992; ARNIM; DENG, 1996; ERBAS et al., 2016), adquirindo
caracteristicas semelhantes as folhas, inclusive aquisicdo da capacidade fotossintética
(LOVELL; MOORE, 1970), funcionando tanto como 0rgdos mobilizadores de reservas como
fotossintéticos.

O acumulo de clorofilas nos tecidos é dependente de luz, de modo que os cotilédones
passam a se tornar fotossinteticamente ativos ap6s a emergéncia da plantula (ARNIM; DENG,

1996). Srinivasan e Oliver (1995) verificaram que nas primeiras horas de iluminagdo de



21

cotiledones, ocorre um aumento consideravel na sintese de proteinas envolvidas no
desenvolvimento de cloroplastos. Em seguida, a fotossintese cotiledonar passa a produzir
quantidade expressiva de fotoassimilados para o crescimento da plantula (LOVELL; MOORE,
1970; BROWN; HUBER, 1987; SANTOS; BUCKERIDGE, 2004) até que o aparato
fotossintético das folhas primarias seja capaz de suprir os fotoassimilados necessarios para 0
término da germinacdo (HARRIS; MACKENDER; SMITH, 1986). Assim, os cotilédones
exercem uma funcao indispensavel nesse processo, conforme comprovado por varios autores
(AMPOFO; MOORE; LOVELL, 1976; LASLEY; GARBER, 1978; BISOGNIN;
VELASQUEZ; WIDDERS, 2005; ZHANG et al., 2008; ZHANG et al., 2010a), e portanto, o
monitoramento da sintese de clorofila e da fotossintese de cotilédones é fundamental para
verificar o desempenho de plantulas durante a germinacédo, principalmente em condicdes de
estresse (ZHENG et al., 2011; KIRCHER; SCHOPFER, 2012; MONTANA et al., 2014).

Na literatura, tem sido documentado que os carboidratos produzidos pela fotossintese
de cotilédones contribuem cerca de trés vezes mais no desenvolvimento da plantula do que os
carboidratos provenientes da mobilizacdo de reserva (BROWN; HUBER, 1987; SANTOS;
BUCKERIDGE, 2004). Logo, o monitoramento da sintese de clorofila e/ou fotossintese de
cotilédones como marcador do desempenho de plantulas tem recebido atencdo de pesquisadores
(BISOGNIN; VELASQUEZ; WIDDERS, 2005; ZHENG et al., 2011; KIRCHER,;
SCHOPFER, 2012; MONTANA et al., 2014).

A fotossintese cotiledonar de plantulas de soja (HARRIS et al., 1986; BROWN;
HUDSON, 2015) e mamona (ZHENG et al., 2011) foi suficiente para equilibrar perdas de
energia devido a mobilizacdo de carboidratos, lipidios e proteinas em fases iniciais do processo
de germinacdo. Em pepino, Lasley e Garber (1978) comprovaram que mesmo cotilédones
reduzidos em 50% do tamanho, apresentavam quase 80% de troca de CO,. Em estudos
realizados com maracuja roxo, a reducdo na percentagem de emergéncia de plantulas foi
acompanhada de menor sintese de clorofila dos cotilédones (MONTANA et al., 2014).

O desenvolvimento da raiz priméria de plantulas de pepino e, consequentemente, o
estabelecimento inicial das plantulas, foi dependente diretamente da fotossintese de cotilédones
(BISOGNIN; AMARANTE; DELLAI, 2004; BISOGNIN; VELASQUEZ; WIDDERS, 2005),
e acredita-se que os fotossintatos produzidos pelos cotilédones foram direcionados, em grande
parte, para o desenvolvimento da raiz primaria pela proximidade desses dois tecidos.
Entretanto, Santos e Buckeridge (2004) verificaram que o desenvolvimento da parte aérea de

plantulas de Hymenaea courbaril foi dependente principalmente da capacidade fotossintética



22

de cotilédones. Ainda, Sasaki e Kozlowski (1968) demonstraram que a reducgdo da fotossintese
de cotilédones é acompanhada por uma supressao no desenvolvimento de folhas primarias.

A dependéncia da fotossintese cotiledonar de plantulas de abdbora hibrida (cv.
Tetsukabuto) se estendeu até os seis dias apds a emergéncia, promovendo incremento da area
foliar e massa seca da raiz primaria (AMARANTE; BISOGNIN; CANCI, 1995). Em Acer
negundo e Fagus sylvatica (AMPOFO; MOORE; LOVELL, 1976) e em soja (MAREK;
STEWART, 1992) foram observadas altas taxas de crescimento de plantulas em funcéo da
fotossintese realizada pelos cotilédones. Em Pinus resinosa, a fotossintese de cotilédones
colaborou efetivamente na expansdo das folhas priméarias (SASAKI; KOZLOWSKI, 1968).
A liberacdo rapida de oxigénio e producdo de agUcares por meio da fotossintese cotiledonar foi
verificada em Haloxylon persicum, H. ammodendron e Suaeda physophora, tendo sido
vantajosa em razao dessas espécies passarem por hipoxia durante a germinacdo, em condicdes
de alagamentos intermitentes (ZHANG et al., 2010b).

Em estudos realizados por Kircher e Schopfer (2012), o crescimento da raiz priméria
de Arabidopsis thaliana foi induzido pela producdo de sacarose proveniente especificamente
da sintese de fotoassimilados nos cotilédones. A raiz primaria de Kielimeyera coriacea se
desenvolveu em funcgdo das reservas ja existentes e da fotossintese realizada pelos cotilédones
(SABOYA; BORGUETTI, 2012). A transcricdo de genes responsaveis por respostas
envolvidas na sintese de unidades glicosidicas, que sao fornecidas por cotilédones
fotossinteticamente ativos em soja, foi cerca de quatro vezes maior do que no restante da
plantula (LI; SWAMINATHAN; HUDSON, 2011).

Diante do exposto, a técnica de imagens de fluorescéncia de clorofila se mostra uma
técnica versatil e importante para o monitoramento de processos fisiol6gicos de sementes e
plantulas, apresentando assim grande potencial para avaliacdo do vigor de sementes de soja de
forma mais rapida e objetiva, sem a destruicdo do material e sem depender da experiéncia de

analistas para a determinacéo do resultado.
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3. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi realizada no Laboratdrio de Radiobiologia e Ambiente do Centro de
Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, em Piracicaba, SP, Brasil,
utilizando sementes de dois cultivares de soja (M8349IPRO e M5917IPRO), com cinco niveis
de vigor. As sementes foram colhidas na safra 2019/2020, sendo as sementes do cultivar
M8349IPRO produzidas em Correntina, BA, Brasil, e doadas pela empresa J&H Sementes, e
as sementes do cultivar M59171PRO produzidas em Paranapanema, SP, Brasil, e doadas pela
empresa Lagoa Bonita. As sementes foram mantidas acondicionadas em sacos de papel Kraft
(folha dupla), e mantidas a 10 °C e 40% de umidade relativa do ar (UR) durante todo o periodo
experimental.

Os padrdes de fluorescéncia de clorofila durante a germinagao e estabelecimento
inicial de plantulas foram analisados a partir de sementes artificialmente e naturalmente
envelhecidas, sendo a pesquisa conduzida em duas etapas experimentais: etapa 1: estudo de
cinco classes de sementes artificialmente envelhecidas para definicdo do tempo mais adequado
para andlise de imagens de fluorescéncia de clorofila média (FCw), Fo, Fm, Fv/Fwm, € indice de
clorofila (Cipx); etapa 2: verificagdo da potencialidade da técnica de imagem de fluorescéncia
de clorofila, comparando sementes armazenadas e ndo armazenadas.

O envelhecimento artificial foi realizado a partir da distribuicdo das sementes em
camada Unica sobre tela de aco inox, suspensa no interior de caixa de plastico transparente (11,0
cm x 11,0 cm x 3,5 cm) contendo 40 mL de agua destilada. As caixas foram cobertas com
tampa e mantidas a 42 °C e 98 £ 2% de UR por 0 (controle), 16, 24, 48 e 72 horas.
Posteriormente, as sementes foram submetidas a secagem a 20 °C por 24 horas, para que
alcancassem os teores de agua iniciais (5,5% para o cultivar M83491PRO e 5,8% para o cultivar
M5917IPRO). Ja no envelhecimento natural (armazenamento), as sementes nao envelhecidas
artificialmente foram armazenadas a 20 °C e UR variando de 19 a 42%, durante seis meses.

O teor de agua das sementes foi determinado com base no método de estufa a
105 £ 3 °C por 24 horas, utilizando duas repeticbes de 50 sementes, sendo determinado
conforme a seguinte a equacgédo (BRASIL, 2009):

Teor de agua (%) = 100(P-p) /(P-t)

Em que: P = peso umido

P = peso seco
t = peso do recipiente de metal com tampa



24

As sementes artificialmente e naturalmente envelhecidas (apés o armazenamento)
foram comparadas quanto a qualidade fisioldgica, e os padrdes de fluorescéncia de clorofila

durante a germinacdo, conforme procedimentos a seguir:

3.1. Analise da qualidade fisiologica das sementes
3.1.1. Teste de germinagéo

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes para cada classe de vigor. Antes do
teste de germinacao, as sementes foram pré-condicionadas a fim de evitar danos por embebicéo
rapida de agua. Para o pré-condicionamento, as sementes foram distribuidas sobre tela de aco
inox, suspensa no interior de caixa de plastico transparente (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) contendo
40 mL de &gua destilada, permanecendo em ambiente controlado com temperatura constante
de 25 °C por 16 horas. Posteriormente, as sementes foram semeadas sobre duas folhas de
substrato papel (28,0 cm x 38,0 cm) e recobertas com uma terceira folha, previamente
umedecidas com volume de agua equivalente a 2,5 vezes a massa do substrato seco. Os rolos
formados foram colocados em sacos de plastico, e mantidos a 25 °C e fotoperiodo de oito horas.
A porcentagem de plantulas normais foi calculada no 5° dia (primeira contagem) (YAGUSHI,;
COSTA; FRANCA-NETO, 2014) e no 8° dia apo0s a instalacéo do teste (BRASIL, 2009).

3.1.2.  Envelhecimento acelerado com solucgéo salina saturada

Para o0 envelhecimento acelerado com solugdo salina saturada (EASS), foram
utilizadas 300 sementes posicionadas em camada Unica sobre tela suspensa no interior de caixa
de pléstico transparente (11,0 cm x 11,0 cm x 3,5 cm) (MARCOS-FILHO; NOVEMBRE;
CHAMMA, 2001) contendo 40 mL de solucédo saturada de cloreto de sddio - NaCl (40 g de
NaCl para 100 mL de &gua destilada) (YAGUSHI; COSTA; FRANCA-NETO, 2014). As
caixas foram tampadas e mantidas durante 48 horas em camara do tipo “jaquetada de agua”
reguladaa 42 °C (DUTRA; VIEIRA, 2004). Em seguida, duas repeticdes de 50 sementes foram
utilizadas para determinacdo do teor de &gua (MARCOS-FILHO, 1999), e quatro repeticdes de
50 sementes foram submetidas ao teste de germinacéo, a 25 °C e fotoperiodo de oito horas,
conforme procedimentos descritos no item 3.1.1. A porcentagem de plantulas normais foi
determinada aos quatro dias apds a semeadura (MARCOS-FILHO; NOVEMBRE; CHAMMA,
2001; YAGUSHI; COSTA; FRANCA-NETO, 2014).



25

3.1.3. Condutividade elétrica

Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes, previamente pesadas em balanga
de precisdo (0,01 g), e em seguida, imersas em recipiente de plastico contendo 75 mL de agua
destilada, a 25 °C por 24 horas (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). Antes das leituras, cada
recipiente foi brevemente agitado com o objetivo de homogeneizar a solu¢do com os lixiviados
das sementes (VIEIRA, 1994), e a condutividade elétrica da solucdo foi determinada utilizando

um condutivimetro Tecnal Tec-4MP. Os resultados foram expressos em pS cm™1 g1,

3.1.4. Emergéncia de plantulas e indice de velocidade de emergéncia

Quatro repeticdes de 50 sementes foram semeadas em caixas de plastico (33,0 cm x
21,8 cm x 10,3 cm) contento areia previamente esterilizada e umedecida com volume de agua
equivalente a 50% da capacidade de retencdo de adgua (BRASIL, 2009; MARCOS-FILHO;
KIKUTI; LIMA, 2009). As caixas permaneceram sob condi¢des ndo controladas, e a
determinacéo da porcentagem de plantulas emergidas foi feita aos oito dias (MARCOS-FILHO;
KIKUTI; LIMA, 2009). O indice de velocidade de emergéncia (IVE) foi calculado segundo a

equacdo de Maguire (1962), a partir da contagem diéria do numero de plantulas emergidas:

IVE= ) ()

Em que: n; = ndmero de plantulas emergidas no dia da contagem
t; = numero de dias em que foi realizada a contagem, apds a instalacao do

teste.

3.1.5.  Analise automatizada do comprimento médio de plantulas

Cinco repeticdes de 20 sementes por classe de vigor foram colocadas para germinar
em substrato papel, adotando os procedimentos descritos no item 3.1.1, entretanto, as sementes
foram posicionadas no terco superior da folha de papel. Oito dias ap6s a semeadura, as plantulas
foram transferidas para papel cartonado preto (30,0 x 23,0 cm), e posicionadas no interior da
cabine do equipamento SeedReporter™ (PhenoVation Life Sciences, Wageningen, Holanda)
para captura de imagens RGB de alta resolugdo (2.448 x 2.448 pixels; 3,69 pm/pixel).
O comprimento medio das plantulas (em pixels) foi determinado de forma automatizada pelo
software SeedReporter™ (versdo 5.5.1) apos a segmentacao das imagens, isto €, apds todos os
pixels do fundo da imagem serem rotulados com o valor de zero (pixel preto). O tamanho dos
“esqueletos” das plantulas foi calculado com base na jungao dos pixels da regido do cotilédone-

hipocdtilo-raiz priméria da imagem de cada plantula segmentada (Figura 1). A calibracdo da
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primeira imagem permitiu a alteracdo padronizada da unidade de pixels para milimetros para
extracdo dos dados de todas as imagens subsequentes. Para isso, um objeto-referéncia (tamanho
conhecido) foi posicionado no limite interno do papel cartonado, contendo a primeira repeticdo
de plantulas a ser analisada. A informacao sobre o tamanho do objeto-referéncia (em mm), foi
inserida no software para a associacdo do numero de pixels do objeto na imagem com suas
medidas em milimetros, permitindo a extracdo do comprimento médio das plantulas também

em milimetros. Apos a extracdo dos dados, os valores foram convertidos em centimetros.
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Figura 1 — Imagem digital de plantulas de soja com oito dias de idade (Glycine max L.; cultivar M83491PRO),
com destaque para o “esqueleto” (linhas em amarelo), calculado pelo software SeedReporter™ (versdo 5.5.1). O
reconhecimento e separacdo de cada plantula da amostra ocorre de forma automatica pelo software, a partir do
mapeamento dos pixels com cores diferentes para cada objeto (plantula).

3.1.6. Massa seca, fluorescéncia e indice da clorofila a e indice de antocianinas do hipocdtilo,
folhas primérias e cotilédones de plantulas

A massa seca, FCw, Cipx e indice de antocianinas (Aipx) do hipocétilo, folhas primarias
e cotilédones foram determinados em plantulas com oito dias de idade. As plantulas foram
preparadas seguindo os mesmos procedimentos descritos no item 3.1.5. A FCwm, Cipx € Aipx
foram calculados a partir de imagens multiespectrais utilizando o0 equipamento SeedReporter™
(PhenoVation Life Sciences, Wageningen, Holanda) e o software SeedReporter™ versao 5.5.1.

As folhas primarias foram removidas imediatamente antes da captura das imagens dos
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cotilédones, e vice-versa, para evitar que a sobreposicdo natural destas partes prejudicasse a
determinacédo dos parametros.

Antes da aquisicdo das imagens, foi feito o ajuste individual e automatizado da
intensidade da luz para otimizar a iluminacdo das plantulas e melhorar a relacao sinal-ruido.
Para excitacao das moléculas de clorofila, foram utilizados LEDs de 620 nm e fluxo de fotons
de 6.320 pmol m?s™. A FCwm foi detectada a 730 nm pela cAmera CCD do equipamento € 0
sinal foi transmitido para um conversor analdgico-digital de 14 bits. O Cipx € 0 Aipx foram
calculados com base nos dados da reflectancia (p) a 710 e 770 nm (Cipx = [p770/ p710] - 1)
(GITELSON; GRITZ; MERZLYAK, 2003), e a 540, 710 e 770 nm (Aipx = p770*[1/ p540] -
[1/p710]) (GITELSON et al., 2001).

Apds a segmentacdo (conforme descrito no item 3.1.5), foi feita a separacdo manual
das partes da plantula com auxilio do cursor, e os valores de FCwm, Cipx € Aipx do hipocétilo,
folhas primarias e cotilédones foram calculados considerando a média dos pixels de cada uma
destas partes.

Apos a captura das imagens de FCwu, Cipx € Aipx, as diferentes partes das plantulas de
cada repeticdo foram inseridas separadamente em sacos de papel e secos em estufa a 80 °C por
24 horas (CORREA; COELHO, 2021), resfriados em dessecador, e posteriormente pesados em
balanca analitica de precisao (0,001 g) para a determinacao da massa seca média do hipocotilo,
folhas primérias e cotilédones das plantulas.

3.2. Fluorescéncia de clorofila inicial das sementes

Para determinacdo da fluorescéncia inicial das sementes, foram capturadas imagens de
FCwm de quatro repeticGes de 50 sementes, posicionadas em placas de acrilico pretas (10,0 x
10,0 cm) utilizando o equipamento SeedReporter™ (PhenoVation Life Sciences, Wageningen,
Holanda). As placas foram posicionadas a 20,0 cm dos LEDs de excitagdo (620 nm). A
excitacdo das moléculas de clorofila, e deteccdo da fluorescéncia (730 nm) foi realizada
conforme descrito no item 3.1.6. Antes da aquisicdo das imagens, a intensidade de luz foi
ajustada para evitar sobrecarga. Em seguida, imagens de alta resolugéo (2.448 x 2.448 pixels;
3,69 um/pixel) foram geradas. As imagens de FCm foram processadas pelo software

SeedReporter™ versao 5.5.1.
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3.3.  Avaliacdo da fluorescéncia de clorofila durante a germinacgéo e estabelecimento
inicial de plantulas

Para a avaliacdo da fluorescéncia de clorofila durante a germinacéo e estabelecimento
inicial de plantulas, foram utilizadas quatro repeti¢des contendo 10 recipientes de poliestireno
de 500 mL (cinco sementes/recipiente), preenchidos com uma mistura de casca de pinus, turfa
e vermiculita, contidos. Os recipientes foram mantidos em sala de crescimento com temperatura
controlada a 25 °C, UR variando de 44 a 73%, e fotoperiodo de 16 horas utilizando LEDs de
13 Watts. A distancia entre a superficie do substrato e os LEDs foi de 17,0 cm. Aos quatro dias
ap6s a semeadura, foi feito o desbaste das plantulas para evitar sobreposicdo das folhas,
mantendo-se uma plantula por recipiente.

Nos tratamentos provenientes de sementes artificialmente envelhecidas, foram
capturadas imagens de FCw, Fo, Fm, Fv/Fm e Cipx (GITELSON; GRITZ; MERZLYAK, 2003)
aos 4, 5,6,7,8,10, 12 e 14 dias apos a semeadura, utilizando o equipamento SeedReporter™
(PhenoVation Life Sciences, Wageningen, Holanda). Para os tratamentos de armazenamento
(plantulas provenientes de sementes envelhecidas naturalmente), os padrées da FCwm, Fo, Fm,
Fv/Fm e Cipx foram analisados somente aos quatro dias do teste de germinacdo (tempo
considerado mais promissor no estudo de sementes artificialmente envelhecidas). A excitagéo
das moléculas de clorofila, e deteccao da fluorescéncia foi realizada conforme descrito no item
3.1.6.

Antes da aquisicdo das imagens, foi feito o ajuste individual e automatizado da
intensidade da luz para otimizar a iluminagdo das plantulas e melhorar a relacdo sinal-ruido.
Para obtencdo de dados, foi feita a adaptacdo prévia das amostras no escuro por 30 minutos
(JANSEN et al., 2009). A diferenca entre Fq e Fy, representa a Fy. A partir dos sinais de Fy, Fy
e Fy detectados, foram geradas imagens de Fv/Fm (= Fm — Fo / Fm) (MAXWELL; JOHNSON,
2000; BAKER, 2008). Apos a segmentacéo, os dados foram extraidos considerando a média de

todos os pixels da imagem.

3.4. Procedimento estatistico

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), sendo aplicados os testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e homogeneidade de Barttlet antes da comparagdo de médias pelo
teste de Tukey (P<0,05). Os dados foram processados com o software estatistico R (versdo

4.0.2, pacote Exp.Des). Para os dados de Fo, Fm, Fv/Fm, FCwm e Cipx durante a germinagéo,
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foram utilizados os testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis (varidncia) e de Nemenyi
(comparacao multipla) (pacote PMCMRplus), uma vez que nem todos parametros apresentaram
dados normais e homogéneos (P>0,05) (Tabela 1).

Considerando que o primeiro dia de captura das imagens (4° dia do experimento),
apresentou dados normalizados para todos os parametros de fluorescéncia, Cipx e Fv/Fm, 0s
dados foram submetidos ao teste de Tukey (P>0,05). Antes da utilizacdo dos testes ndo
paramétricos, tentou-se a transformacdo Box-Cox dos dados. Entretanto, ndo foi encontrado
lambda (Pacote MASS) comum entre os dias de captura das imagens, capaz de normalizar os
dados e homogeneizar as variancias destes, para nenhum dos parametros avaliados (Tabela 2).
Outros coeficientes de transformacao foram testados e também ndo possibilitaram a utilizacéo
dos testes paramétricos.

Por fim, foi feita a correlagdo dos dados de Fo, Fm, Fv/Fm, FCwm e Cipx coletados aos
quatro dias ap6s a semeadura com os testes de germinacdo, condutividade elétrica, EASS,
emergéncia, IVE e comprimento médio de plantulas. Os coeficientes de correlacdo de Spearman
foram obtidos com o pacote “Hmisc” do software estatistico R (versdo 4.0.2). Para andlise da
correlacdo de Spearman, adotou-se a interpretacdo dos valores absolutos apresentada por
Schober et al. (2018): inexistente (0,0 — 0,09); fraca (0,1-0,39); moderada (0,4 — 0,69); forte
(0,7 —0,89) e muito forte (0,9-1,0).
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Tabela 1 — Probabilidade de significancia (valor-p) da normalidade dos residuos pelo teste de Shapiro-
Wilk e homogeneidade das variancias pelo teste Barttlet dos dados originais de fluorescéncia minima
(Fo), fluorescéncia maxima (Fwm), eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fwm),
fluorescéncia média da clorofila a (FCm) e indice de clorofila a (Cipx) durante a germinacdo e
estabelecimento inicial de plantulas de soja (Glycine max L.) dos cultivares M8349IPRO e M59171PRO.
Os dados atendem ao pressuposto da normalidade e homogeneidade se valor-p > 0,05.

M83491PRO Shapiro-Wilk Barttlet
Dia Fo Fv FvIFm FCu  Cipx Fo Fm FviIFMm FCu Cipx
4 0,654 0,208 0,777 0,272 0,339 0,106 0,273 0,200 0,053 0,324
5 0,824 0,784 0,002 0,725 091 0,308 0,244 0,000 0,874 0,66
6 0,165 0,770 0,000 0,958 0,995 0,005 0,050 0,000 0,156 0,28
7 0,036 0,189 0,000 0,080 0,372 0,001 0,013 0,000 0,001 0,014
8 0,001 0,001 0,000 0,003 0,002 0,003 0,001 0,000 0,002 0,000
10 0,000 0,000 0,005 0,000 0,1848 0,000 0,000 0,000 0,000 0,003
12 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
14 0,148 0,001 0,000 0,029 0,089 0,043 0,001 0,000 0,000 0,666
M59171PRO Shapiro-Wilk Barttlet
Dia Fo Fv FvIFm FCu  Cipx Fo Fm FviIFMm FCu  Cipx
4 006 011 0,09 024 09 0,08 037 006 012 04
5 0,02 004 054 006 016 0,05 09 0,12 0,08 0,00
6 023 020 0,06 026 042 055 086 0,03 072 0,46
7 041 057 071 035 021 028 075 0,07 093 043
8 0,71 0,046 0,05 0,00 0,00 028 012 0,02 054 0,02
10 0,03 0,24 017 0,76 0,26 0,09 003 000 008 011
12 016 026 0,06 021 048 0,24 004 000 049 0,09

14 0,00 0,00 0,00 0,007 0,04 0,013 0,06 0,00 0,23 0,06
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Tabela 2 — Valores de A para transformagdo Box-Cox dos dados originais de fluorescéncia minima (Fo),
fluorescéncia maxima (Fwm), eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fw),
fluorescéncia média da clorofila a (FCwm) e indice de clorofila a (Cipx) durante a germinacdo e
estabelecimento inicial de plantulas de soja (Glycine max L.) dos cultivares M8349I1PRO e M59171PRO.

M8349IPRO M5917IPRO
Dia Fo Fm FvIFm FCu  Cipx Fo Fm Fv/IFMm  FCum  Cipx
4 0,1 0,3 18 0,2 -0,2 0,8 0,8 1,4 0,8 0,3
5 1,5 15 3,6 1,0 0,9 4,6 11 3,6 0,7 -1,8
6 41 3,7 13,0 3,1 1,6 2 1,7 8,9 1,9 0,6
7 6,3 5,0 19,2 4,3 3,5 0,3 1,4 7,1 0,8 2,3
8 3,7 4,8 17,0 4,0 5,3 0 1,7 7,4 11 3,2
10 8,8 9,5 20,0 9,2 9,9 3,3 5 8,7 3,6 52
12 73 9,0 20,0 7,4 6,1 3,9 4 3,9 2,7 58

14 6,5 9,6 20,0 104 58 1,9 3,5 11,3 2,5 6




32

4. RESULTADOS

4.1. Qualidade fisiologica de sementes artificialmente envelhecidas

No estudo das classes de sementes do cultivar M83491PRO, verificou-se reducédo na
germinacdo apenas a partir de 48 horas de envelhecimento, aos cinco e oito dias apds a
semeadura (Figura 2A). Em paralelo, houve um aumento expressivo nos valores de
condutividade elétrica (Figuras 2B), menor resisténcia ao estresse provocado pelo EASS
(Figura 2C), emergéncia (Figura 2D), IVE (Figura 2E) e comprimento médio das plantulas
(Figura 2F). Comparando todos os testes, as diferencas no vigor das sementes foram melhor
detectadas pelo teste de EASS, que separou as sementes em quatro grupos: (i) sementes
envelhecidas por 0 e 16 horas, (ii) sementes envelhecidas por 24 horas, (iii) sementes
envelhecidas por 48 horas, e (iv) sementes envelhecidas por 72 horas (Figura 2C). Com relacéo
ao comprimento médio das plantulas, verificou-se efeito hormético (estimulo) do estresse
térmico promovido pelo envelhecimento artificial por 16 horas, com decréscimo significativo

verificado apenas nas sementes envelhecidas por 48 e 72 horas (Figura 2F).
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Figura 2 — Qualidade fisioldgica de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar M8349IPRO) envelhecidas
artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas com base no teste de germinag&o aos cinco e oito dias (A), condutividade
elétrica — CE (B), envelhecimento acelerado com solucdo saturada de sal — EASS (C), emergéncia (D), indice de
velocidade de emergéncia — IVE (E) e comprimento médio de plantulas gerado pelo software SeedReporter™ (F).
Meédias (x erro padréo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05)
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A avaliacdo da massa seca das diferentes partes das plantulas do cultivar M83491PRO
aos oito dias de idade (Figura 3A), indicou que houve menor consumo de reservas cotiledonares
das plantulas provenientes das classes menos vigorosas (48 h e 72 h), concomitantemente com
a inibicdo do desenvolvimento do hipocotilo e das folhas primarias destas classes (Figura 3A).
Interessantemente, antes de haver alteracdo significativa na massa seca dos cotilédones das
plantulas com o avango do envelhecimento, a FCwm (Figura 3B) e 0 Cipx (Figura 3C) dos
cotilédones foram afetados, com reducéo significativa a partir de 24 horas de envelhecimento,
indicando maior sensibilidade destes parametros para monitoramento de mudancas provocadas
pelo estresse.

A FCw das folhas primérias (Figura 3B) foi menos prejudicada, enquanto que no
hipocétilo houveram diferencas significativas (Figura 3B). Os resultados obtidos para 0 Cipx
(Figura 3C), revelaram que a reducdo na fluorescéncia dos cotilédones com 24 horas de
envelhecimento (Figura 3B) foi acompanhada de decréscimo no contedido dessas moléculas.
Entretanto, nas folhas primarias, houve incremento no contetido de clorofila a e de antocianinas
nos tempos de 16 e 24 horas, evidenciando efeito hormético para estes parametros (Figuras 3C,
D). Ja no hipocétilo, foi detectado aumento no Cipx no tempo de 72 horas de envelhecimento

(Figura 3C) e no Aipx das classes de 48 e 72 horas (Figura 3D).
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Figura 3 — Massa seca (A), fluorescéncia média da clorofila a (FCwm) (B), indice de clorofila a (Cipx) (C) e indice
de antocianinas (Aipx) (D) do hipocétilo, folhas primarias e cotilédones de plantulas de soja (Glycine max L.;
cultivar M8349IPRO) aos oito dias de idade, provenientes de sementes envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24,
48 e 72 horas. Médias (+ erro padrédo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey
(P <0,05).
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No cultivar M59171PRO, o teste de germinagéo indicou reducdo no desempenho das
sementes a partir de 24 horas de envelhecimento, aos cinco e oito dias ap6s a semeadura (Figura
4A). Houve aumento nos valores de condutividade elétrica (Figura 4B), concomitantemente
com menor resisténcia ao estresse provocado pelo EASS (Figura 4C). Entretanto, somente apds
48 horas de envelhecimento artificial, foi observada reducdo significativa na porcentagem de
emergéncia (Figura 4D) e IVE (Figura 4E). J& o decréscimo no comprimento das plantulas
ocorreu apos 24 horas (Figura 4F). Portanto, o efeito do envelhecimento artificial no vigor das
sementes foi melhor identificado pelos testes de condutividade elétrica e EASS, por separarem
as sementes deste cultivar também em quatro grupos distintos: (i) sementes envelhecidas por 0
horas, (ii) sementes envelhecidas por 16 e 24 horas, (iii) sementes envelhecidas por 48 horas, e

(iv) sementes envelhecidas por 72 horas (Figura 4B e 4C).
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Figura 4 — Qualidade fisioldgica de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar M5917IPRO) envelhecidas
artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas com base no teste de germinag&o aos cinco e oito dias (A), condutividade
elétrica — CE (B), envelhecimento acelerado com solucdo saturada de sal — EASS (C), emergéncia (D), indice de
velocidade de emergéncia — IVE (E) e comprimento médio de plantulas gerado pelo software SeedReporter™ (F).
Meédias (£ erro padrédo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).

Similarmente ao cultivar M8349IPRO, também foi identificada menor eficiéncia de
utilizacdo das reservas pela classe mais envelhecida (72 horas), conforme verificado pela
diferenca da massa seca do hipocotilo, folhas primarias e cotilédones desta classe (Figura 5A).
Isto pode estar associado ao menor desenvolvimento do hipocotilo e das folhas primarias
(Figura 5A). A intensidade de FCwm (Figura 5B) e o Cipx (Figura 5C) dos cotilédones reduziram
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nos tempos de 48 e 72 horas (Figuras 5B, C). Adicionalmente, houve efeito hormético na FCwm
do hipocétilo e das folhas primérias, de modo que houve aumento da fluorescéncia a partir de
16 horas, e reducdo nos tempos de envelhecimento maiores (Figura 5B). Apesar disto, ndo
houve redugdo no Cipx do hipocotilo e das folhas primarias (Figura 5C). Diferentemente do
cultivar M8349IPRO, o Aipx do hipocétilo declinou nos tempos de envelhecimento
intermediéarios (efeito hormético), porém, a medida que o contetido desse pigmento reduziu nos

cotilédones, houve incremento nas folhas primarias (Figura 5D).
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Figura 5 — Massa seca (A), fluorescéncia média da clorofila a (FCwm) (B), indice de clorofila a (Cipx) (C) e indice
de antocianinas (Aipx) (D) do hipocétilo, folhas primarias e cotilédones das plantulas de soja (Glycine max L.;
cultivar M59171PRO) aos oito dias de idade, provenientes de sementes envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24,
48 e 72 horas. Médias (+ erro padrédo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey
(P <0,05).

4.2. Fluorescéncia de clorofila inicial das sementes envelhecidas artificialmente

Foram capturadas imagens de FCm das sementes antes da germinagéo (Figura 6) para
analise exploratéria de cada classe de vigor e deteccdo da possivel presenca de sementes
esverdeadas. Os dados de fluorescéncia de clorofila inicial das sementes indicaram aumento
nos sinais de ambos os cultivares com o avanco do tempo de envelhecimento (Figura 6).
Para o cultivar M8349IPRO (Figura 6A), esse aumento foi significativo nas sementes mais
envelhecidas, ou seja, classes de 48 e 72 horas, enquanto que no cultivar M59171PRO (Figura
6B), houve aumento mais precoce, a partir de 16 horas de envelhecimento, com pico no
envelhecimento de 72 horas.
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Figura 6 — Fluorescéncia média da clorofila a (FCm) de sementes de soja (Glycine max L.) dos cultivares
M8349IPRO (A) e M5917IPRO (B) envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas, obtida pela
combinacéo de excitacdo-emissdo de 620-730nm. Médias (+ erro padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).

4.3. Fluorescéncia de clorofila durante a germinacgdo e estabelecimento inicial de
plantulas provenientes de sementes artificialmente envelhecidas

A andlise ndo paramétrica dos dados obtidos para o cultivar M8349IPRO (4 e 5 dias),
no geral, revelou que os sinais de Fo, Fm, FCwm, € Fv/Fm foram eficientes na deteccdo de
diferencas de vigor (p-valor < 0,05), especialmente entre as classes de sementes néo
envelhecidas e mais envelhecidas (72 horas) (Tabelas 3, 4, 5 e 6), acompanhada de alteracdes
no conteddo de clorofila a (Tabela 7). Entretanto, a medida que os estadios de desenvolvimento
das plantulas progrediram, as diferengas significativas oscilaram entre os tipos de classes para
cada parametro analisado (Tabelas 3, 4, 5, 6 e 7). Por exemplo, no 82 dia, os parametros de Fo
(Tabela 3E) e Fm (Tabela 4E) se mostraram eficientes na identificacdo de diferengas de vigor
entre as classes de sementes ndo envelhecidas e sementes envelhecidas por 48 e 72 horas, e no
109 e 12¢ dia, os sinais de Fo continuaram a separar as sementes ndo envelhecidas das duas
classes de sementes com maior tempo de envelhecimento (Tabela 3F e 3G). Por outro lado,
nesses estadios de desenvolvimento da plantula (ou seja, 10 e 12 dias de idade), 0 Fm se mostrou
menos sensivel, separando apenas as sementes nao envelhecidas da classe de 72 horas (Tabelas
4F e 4G), e enquanto isso, os sinais de Fv/Fm possibilitaram distingdes somente entre as classes
de 16 e 48 horas (Tabela 6F, G).
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Tabela 3- Teste de Nemenyi (p-valor) para a fluorescéncia minima (Fo) durante o estabelecimento
inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M8349IPRO), provenientes de sementes
envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenca significativa
entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,682 - - -
24h 0,566 0,644 - - 24h 0,378 0,989 - -
4gh 0,102 0,135 0,875 - 48h 0,451 0,997 1,000 -
72h 0,006 0,009 0,311 0,875 72h 0,003 0,154 0,378 0,311
(03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,010 - - - 16h 0,966 - - -
24h 0,009 0,009 - - 24h 0,719 0,489 - -
48h 0,280 0,280 0,850 - 48h 0,076 0,028 0,682 -
72h 0530 0,530 0,980 0,990 72h 0,040 0,013 0,527 0,999
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,875 - - - 16h 0,451 - - -
24h 0,527 0,976 - - 24h 0,819 0,976 - -
48h 0,024 0,251 0,605 - 48h 0,040 0,788 0,414 -
72h 0,005 0,884 0,311 0,989 72h 0,006 0414 0,135 0,976
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,527 - - - 16h 0,680 - - -
24h 0,527 1,000 - - 24h 0,450 1,000 - -
4gh 0,012 0,898 0,898 - 48h 0,150 0,570 0,790 -
72h 0,006 0,343 0,343 0,875 72h 0,150 0,870 0,980 0,980
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Tabela 4 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a fluorescéncia méaxima (Fm) durante o estabelecimento
inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M8349IPRO), provenientes de sementes
envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenca significativa
entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,898 - - -
24h 0,566 0,644 - - 24h 0,378 0,898 - -
48h 0,102 0,135 0,875 - 48h 0,076 0,451 0,937 -
72h 0,006 0,009 0,311 0,875 72h 0,002 0,040 0,311 0,788
03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,996 - - - 16h 0,989 - - -
24h 0,998 0,965 - - 24h 0,998 0,965 - -
48h 0,311 0,154 0,489 - 48h 0,224 0,076 0,378 -
72h 0,006 0,224 0,135 0,953 72h 0,076 0,020 0,154 0,989
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h  48h
16h 0,953 - - - 16h 0,983 - - -
24h 0,605 0,953 - - 24h 0,983 1,000 - -
48h 0,034 0,199 0,605 - 48h 0,076 0,251 0,251 -
72h 0,007 0,065 0,311 0,989 72h 0,028 0,118 0,118 0,996
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,919 - - - 16h 0,605 - - -
24h 0,377 0,875 - - 24h 0,199 0,953 - -
48h 0,056 0,343 0,898 - 48h 0,028 0,566 0,937 -
72h 0,007 0,088 0,527 0,965 72h 0,012 0,848 0,998 0,989
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Tabela 5 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a fluorescéncia média da clorofila a (FCw) durante o
estabelecimento inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M8349IPRO), provenientes de
sementes envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenga
significativa entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,999 - - -
24h 0,919 0,875 - - 24h 0,994 0,965 - -
48h 0,199 0,154 0,682 - 48h 0,280 0,175 0,527 -
72h 0,016 0,011 0,154 0,875 72h 0,028 0,013 0,088 0,875
C) 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,937 - - - 16h 1,000 - - -
24h 0,965 1,000 - - 24h 0,870 0,940 - -
48h 0,719 0,251 0,311 - 48h 1,000 1,000 0,920 -
72h 0,154 0,020 0,028 0,848 72h 0,340 0,250 0,040 0,280
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,940 - - - 16h 0,451 - - -
24h 0,250 0,720 - - 24h 0,919 0,919 - -
48h 0,250 0,720 1,000 - 48h 0,566 0,013 0,135 -
72h 0,920 1,000 0,750 0,750 72h 0,489 0,009 0,102 1,000
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,644 - - - 16h 0,976 - - -
24h 0,566 1,000 - - 24h 0,566 0,898 - -
48h 0,819 0,102 0,076 - 48h 0,719 0,343 0,047 -

72h 0,378 0,013 0,009 0,953 72h 0,251 0,065 0,004 0,937
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Tabela 6 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema
I (Fv/Fm) durante o estabelecimento inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M8349IPRO),
provenientes de sementes envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica
diferenca significativa entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h  48h
16h 1,000 - - - 16h 0,983 - - -
24h 0,996 1,000 - - 24h 1,000 0,953 - -
48h 0,224 0,311 0414 - 48h 0,378 0,135 0,489 -
72h 0,020 0,034 0,056 0,875 72h 0,047 0,009 0,076 0,875
(03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h  48h
16h 0,994 - - - 16h 0,998 - - -
24h 0,999 1,000 - - 24h 0,605 0,788 - -
4gh 0,311 0,135 0,199 - 48h 0,898 0,754 0,135 -
72h 0,135 0,047 0,076 0,994 72h 0,414 0,251 0,013 0,919

E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h  48h
16h 0,790 - - - 16h 0,527 - - -
24h 0,550 1,000 - - 24h 0,819 0,989 - -
48h 0,290 0,930 0,990 - 48h 0,527 0,016 0,065 -
72h 1,000 0,930 0,750 0,490 72h 0,819 0,065 0,199 0,989
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h  48h
16h 0,175 - - - 16h 0,850 - - -
24h 0,682 0,898 - - 24h 0,680 1,000 - -
48h 0,719 0,005 0,760 - 48h 0,820 0,220 0,220 -

72h 0,989 0,056 0,378 0,937 72h 1,000 0,820 0,640 0,850
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Tabela 7 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a indice da clorofila a durante o estabelecimento inicial de
plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M8349IPRO), provenientes de sementes envelhecidas
artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenca significativa entre as classes
de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,999 - - -
24h 0,919 0,875 - - 24h 0,994 0,965 - -
48h 0,199 0,154 0,682 - 48h 0,280 0,175 0,527 -
72h 0,016 0011 0,154 0,875 72h 0,028 0,013 0,088 0,875
03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,937 - - - 16h 1,000 - - -
24h 0,965 1,000 - - 24h 0,870 0,940 - -
48h 0,719 0,251 0,311 - 48h 1,000 1,000 0,920 -
72h 0,154 0,020 0,028 0,848 72h 0,340 0,250 0,040 0,280
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,940 - - - 16h 0,451 - - -
24h 0,250 0,720 - - 24h 0,919 0,919 - -
48h 0,250 0,720 1,000 - 48h 0,566 0,013 0,135 -
72h 0,920 1,000 0,750 0,750 72h 0,489 0,009 0,102 1,000
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,644 - - - 16h 0,976 - - -
24h 0,566 1,000 - - 24h 0,566 0,898 - -
48h 0,819 0,102 0,076 - 48h 0,719 0,343 0,047 -

72h 0,378 0,013 0,009 0,953 72h 0,251 0,065 0,004 0,937
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Ao final do experimento (14¢ dia), embora ndo tenham sido observadas diferencas
entre os sinais de Fo e Fv/Fm das classes (Tabelas 3H e 6H, respectivamente), os sinais de Fm e
FCwm mostraram diferenca significativa entre as classes de 0 vs. 48 h e 0 vs. 72 horas (Fwm)
(Tabela 4H) e entre as classes de 24 vs. 48 h e 24 vs. 72 horas (FCwm) (Tabela 5H).

No 79 e 82 dia do experimento, nenhuma diferenca significativa foi detectada no Cipx
(p-valor > 0,05) (Tabela 7D, E), sendo as diferencas marcantes nos periodos finais de avaliacao
para as classes de 16 vs. 48 horas (102 dia) (Tabela 7F), 16 vs. 72 horas e 24 vs. 72 horas
(122 dia) (Tabela 7G), e 24 vs. 48 horas e 24 vs. 72 horas (14° dia) (Tabela 7H).

Uma vez que os dados obtidos de plantulas aos quatro dias de idade atenderam ao
pressuposto da normalidade e homogeneidade para todos os parametros de fluorescéncia de
clorofila, Cipx e Fv/Fm (Tabela 1), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Os sinais de FCw, Fo € Fm diminuiram com o avanco do periodo de envelhecimento artificial
(Figura 7A-C), concomitantemente com uma reducdo nos valores de Fv/Fm e conteudo de
clorofila (Figura 7D, E), havendo melhor discriminacéo do vigor para a FCwm, Fo e Fm (Figura
7A,B,C), com separacdo das sementes em quatro grupos, similarmente ao teste de EASS
(Figura 2C): (i) sementes envelhecidas por 0 e 16 horas, (ii) sementes envelhecidas por
24 horas, (iii) sementes envelhecidas por 48 horas, e (iv) sementes envelhecidas por 72 horas.
As diferencas na intensidade do sinal de Fm entre estes grupos foram ilustradas na Figura 8.

24h 48h 72h

L=
m

Fy/Fu
CY-T-X-X-T-Y-Y-Y-Y-F
ohahvuwhruoNDoo

Oh 16h 24h 48h 72h Oh 16h 24h 48h 72h

Figura 7 — Fluorescéncia média - FCwm (A), minima - Fo (B) e méaxima - Fm (C) da clorofila a, eficiéncia quantica
méaxima fotoquimica do fotossistema Il - Fv/Fm (D), e indice de clorofila a - Cipx (E) de plantulas de soja (Glycine
max L.; cultivar M8349IPRO) aos quatro dias de idade, provenientes de sementes envelhecidas artificialmente por
0, 16, 24, 48 e 72 horas. Médias (£ erro padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o
teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 8 — Imagens de fluorescéncia maxima (Fu) da clorofila a de uma plantula representativa de soja (Glycine
max L.; cultivar M83491PRO) aos quatro dias de idade para classes de sementes envelhecidas artificialmente por
0 (A), 16 (B), 24 (C), 48 (D) e 72 horas (E).

No inicio do estabelecimento das plantulas do cultivar M59171PRO (42 dia) ja foi
possivel identificar diferencas entre classes de vigor para todos os parametros estudados
(FCwm, Fo, Fm, Fu/Fm, € Cipx) (Tabelas 8-12), contudo, isso aconteceu principalmente para as
classes de vigor mais distintos, ou seja, 0 vs 48 horas e 0 vs 72 horas, ndo sendo possivel
identificar diferencas entre classes de maior vigor (0 vs 16 horas e 0 vs 24 horas). Com 0 avanco
do desenvolvimento das plantulas, houveram diferencas significativas também entre as classes
de 16 e 72 horas para os niveis de Fo (Tabela 8C-H), Fm (Tabela 9B-G) e FCu (Tabela
10-B-G), porém, as diferencas estatisticas entre as classes de 16 e 72 horas desapareceram no
149 dia para o parametro Fu (Tabela 9H).

Em relagdo aos niveis de Fv/Fwm, além das diferengas estatisticas constatadas no 4° dia,
também foi possivel separar as classes de 0 vs. 48 horas e 16 vs. 48 horas no 5° dia, O vs.
72 horas e 16 vs. 72 horas no 6° dia, 16 vs. 72 horas no 10° dia e de 24 vs. 72 horas no 14° dia

(Tabela 11B,C,F,H). Para o Cipx, as diferencas foram marcantes apenas entre o periodo de 4° e
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7° dia, separando os grupos de 0 vs. 48 horas (4° e 5° dia), 0 vs. 72 horas (4°, 5° e 6° dia), 16 vs.
48 horas (4° e 5° dia), 16 vs. 72 horas (4°, 5°, 6° e 7° dia) (Tabela 12A-D), ndo sendo detectadas
variagOes significativas no Cipx entre as classes com o avanco da idade das plantulas (Tabela
12E-H).

A avaliacdo das imagens do quarto dia apds a semeadura pelo teste de Tukey indicou
reducdo em todos os parametros de fluorescéncia, Fv/Fm e Cipx do cultivar M59171PRO (Figura
13). A FCwm (Figura 13A) e a Fm (Figura 13C) foram os parametros que melhor segregaram as
classes de sementes: (i) O e 16 horas; (ii) 24 horas; (iii) 48 e 72 horas. A eficiéncia quantica
méaxima (Figura 13D) identificou os dois grupos observados nos testes de emergéncia e IVE
(Figura 4D, E), ou seja, (i) 0, 16, 24 horas e (ii) 48 e 72 horas. Para a Fo e 0 Cipx (Figuras 13B,
E) a reducdo foi significativa apenas a partir de 24 horas de envelhecimento, mas com

comportamento similar entre as classes de 48 e 72 horas.
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Tabela 8 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a fluorescéncia minima (Fo) durante o estabelecimento
inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M5917IPRO), provenientes de sementes
envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenca significativa
entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,875 - - - 16h 0,875 - - -
24h 0,527 0,975 - - 24h 0,251 0,819 - -
48h 0,013 0,175 0,489 - 48h 0,016 0,199 0,819 -
72h 0,009 0,135 0414 1,000 72h 0,005 0,088 0,605 0,997
(03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,999 - - -
24h 0,378 0,378 - - 24h 0,414 0,566 - -
48h 0,199 0,199 0,996 - 48h 0,118 0,199 0,965 -
72h 0,011 0,011 0,605 0,819 72h 0,006 0013 0451 0,848
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,989 - - - 16h 0,999 - - -
24h 0,451 0,754 - - 24h 0,199 0,311 - -
48h 0,065 0,199 0,875 - 48h 0,118 0,199 0,999 -
72h 0,003 0,016 0,311 0,875 72h 0,024 0,047 0919 0,975
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,999 - - -
24h 0,451 0,343 - - 24h 0,754 0,875 - -
48h 0,175 0,118 0,983 - 48h 0,605 0,754 0,999 -

72h 0,034 0,020 0,754 0,965 72h 0,016 0034 0311 0,451
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Tabela 9 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a fluorescéncia méaxima (Fm) durante o estabelecimento
inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M5917IPRO), provenientes de sementes
envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenca significativa
entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,975 - - - 16h 0,976 - - -
24h 0,414 0,788 - - 24h 0,414 0,788 - -
48h 0,020 0,102 0,682 - 48h 0,028 0,135 0,754 -
72h 0,009 0,056 05527 0,999 72h 0,006 0,040 0451 0,989
03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,994 - - -
24h 0,451 0,489 - - 24h 0,414 0,682 - -
48h 0,175 0,199 0,983 - 48h 0,102 0,251 0,953 -
72h 0,011 0,013 0527 0,848 72h 0,005 0,020 0414 0,848
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,976 - - - 16h 1,000 - - -
24h 0,311 0,682 - - 24h 0,251 0,343 - -
48h 0,076 0,280 0,965 - 48h 0,224 0,311 1,000 -
72h 0,003 0,024 0451 0,848 72h 0,013 0,024 0,788 0,819
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,994 - - - 16h 0,983 - - -
24h 0566 0,311 - - 24h 0,989 1,000 - -
48h 0,199 0,076 0,965 - 48h 0,605 0,898 0,875 -
72h 0,047 0,013 0,719 0,975 72h 0,028 0,118 0,102 0,566
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Tabela 10 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a fluorescéncia média de clorofila a (FCwu) durante o
estabelecimento inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M5917IPRO), provenientes de
sementes envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenga
significativa entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,975 - - - 16h 0,976 - - -
24h 0,414 0,788 - - 24h 0,414 0,788 - -
48h 0,013 0,076 0,605 - 48h 0,024 0,088 0,682 -
72h 0,013 0,076 0,605 0,999 72h 0,011 0,047 0,527 0,999
C) 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,994 - - -
24h 0,605 0,489 - - 24h 0,343 0,605 - -
48h 0,154 0,118 0,919 - 48h 0,102 0,279 0,983 -
72h 0,024 0,016 0,527 0,953 72h 0,005 0,023 05273 0,848
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,996 - - - 16h 1,000 - - -
24h 0,311 0,682 - - 24h 0,280 0,414 - -
48h 0,102 0,223 0,9526 - 48h 0,154 0,251 1,000 -
72h 0,004 0,0133 0,377 10,8191 72h 0,009 0,020 0,682 0,848
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,0 - - - 16h 1,00 - - -
24h 0,527 0,414 - - 24h 0,898 0,953 - -
48h 0,527 0,414 1,0 - 48h 0,644 0,754 0,989 -
72h 0,047 0,028 0,754 0,754 72h 0,028 0,047 0,251 0,527
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Tabela 11 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema
Il (Fv/Fm) durante o estabelecimento inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M59171PRO),
provenientes de sementes envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica

diferenca significativa entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 1,000 - - -
24h 0,719 0,819 - - 24h 0,343 0,414 - -
48h 0,040 0,065 0,527 - 48h 0,009 0,013 0,605 -
72h 0,028 0,047 0,451 1,000 72h 0,175 0,224 0,99 0,819
03] 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,990 - - -
24h 0,343 0,414 - - 24h 0,680 0,410 - -
48h 0,135 0,175 0,989 - 48h 0,820 0,570 1,000 -
72h 0,034 0,047 0,848 0,983 72h 0,490 0,250 1,000 0,980
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - 16h 0,953 - - -
24h 0,750 0,570 - 24h 0,451 0,118 - -
48h 0,870 0,720 1,000 - 48h 0,527 0,154 1,000 -
72h 0,250 0,140 0,920 0,820 72h 0,076 0,009 0,898 0,848
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h  48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,975 - - - 16h 0,754 - - -
24h 0,875 0,527 - - 24h 0,055 0,566 - -
48h 0,719 0,343 0,998 - 48h 0,682 1,000 0,644 -
72h 0,280 0,076 0,848 0,953 72h 0,953 0,311 0,006 0,251
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Tabela 12 - Teste de Nemenyi (p-valor) para a indice de clorofila a (Cipx) durante o estabelecimento
inicial de plantulas de soja (Glycine max L.; cultivar M5917IPRO), provenientes de sementes
envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas; p-valor < 0,05 indica diferenca significativa
entre as classes de sementes.

A) 4 dias B) 5 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,975 - - - 16h 0,997 - - -
24h 0,527 0,875 - - 24h 0,605 0,819 - -
48h 0,013 0,007 0,489 - 48h 0,005 0,016 0,251 -
72h 0,020 0,010 0,566 1,000 72h 0,008 0,010 0,819 0,875
C) 6 dias D) 7 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 1,000 - - - 16h 0,983 - - -
24h 0,754 0,788 - - 24h 0,937 0,682 - -
48h 0,175 0,199 0,848 - 48h 0,819 0,489 0,998 -
72h 0,016 0,020 0,311 0,898 72h 0,076 0,016 0,378 0,566
E) 8 dias F) 10 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,996 - - - 16h 1,000 - - -
24h 0,788 0,566 - - 24h 0,378 0,280 - -
48h 0,989 1,000 0,489 - 48h 0,414 0,311 1,000 -
72h 0,224 0,102 0,875 0,076 72h 0,055 0,054 0919 0,898
G) 12 dias H) 14 dias

Oh 16h 24h 48h Oh 16h 24h 48h
16h 0,788 - - - 16h 0,848 - - -
24h 0,875 0,224 - - 24h 0,682 0,998 - -
48h 0,527 0,056 0,976 - 48h 1,000 0,819 0,644 -

72h 0,175 0173 0,719 0,965 72h 0,644 0518 0,056 0,682
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Figura 13 — Fluorescéncia média - FCwm (A), minima - Fo (B) e maxima (Fwm) (C) da clorofila a, eficiéncia quéntica
méaxima fotoquimica do fotossistema Il - Fy/Fm (D), e indice de clorofila a — Cipx (E) de plantulas de soja (Glycine
max L.; cultivar M59171PRO), aos quatro dias de idade, provenientes de sementes envelhecidas artificialmente
por 0, 16, 24, 48 e 72 horas. Médias (z erro padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com
o teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 14 — Imagens de fluorescéncia maxima (Fw) da clorofila a de uma plantula representativa de soja (Glycine
max L.; cultivar M59171PRO) aos quatro dias de idade para classes de sementes envelhecidas artificialmente por
0 (A), 16 (B), 24 (C), 48 (D) e 72 horas (E).
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44. Correlagdo entre parametros de fluorescéncia de clorofila de plantulas
provenientes de sementes envelhecidas artificialmente com testes convencionais

Para as sementes do cultivar M8349IPRO, os parametros de FCwm, Fo, Fm, Fv/Fme Cipx
das plantulas apresentaram forte correlagdo com os testes fisiologicos (Figura 15). Os maiores
coeficientes de correlagdo foram obtidos entre as seguintes varidveis: 0,96 (comprimento de
plantulas vs. Fo ou Fv/Fwm), -0,95 (condutividade elétrica vs. FCwmou Fmou Fv/Fm ou Cipx), 0,94

(germinacdo aos cinco dias vs. Fo; EASS vs. Fv/Fwm), 0,89 (emergéncia vs. Fo ou Fv/Fum; IVE vs.

Fo ou Fmou Fv/Fwm).
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Figura 15 - Coeficientes de correlagdo de Spearman entre parametros de fluorescéncia média (FCwm), minima (Fo)
e maxima (Fw) da clorofila a, eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fwm) e indice de
clorofila a (Cipx) de plantulas aos quatro dias de idade, provenientes de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar
M83491PRO) envelhecidas artificialmente por 0, 16, 24, 48 e 72 horas e testes convencionalmente utilizados para
avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes (germinagao aos cinco (G.5d) e oito (G.8d) dias, condutividade
elétrica (CE), envelhecimento acelerado com solugdo salina saturada (EASS), emergéncia (Emer.) indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e comprimento de plantulas (Comp.).

Nas sementes do cultivar M5917IPRO, os coeficientes de correlagdo ndo apresentaram
altos valores absolutos em comparagdo com o cultivar M8349IPRO. A matriz de correlacdo dos
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resultados de FCwm, Fo, Fm, Fv/Fm e Cipx das plantulas (Figura 16) indicou forte correlagéo
desses pardmetros com a germinacdo aos cinco dias (>0,80) e IVE (>0,82). Os maiores
coeficientes de correlagdo foram obtidos entre IVE e a FCwm (0,89). As correlagdes mais fracas

foram obtidas para o comprimento de plantulas (0,36-0,44).

FC.4d

FCy.4d
Fo.4d
Fu.dd
FylFy

4d

Cipx-4d
G.5d
G.8d

CE
EASS

Emer.

IVE

0,40 0,37 0,40 0,36 0,44 0,60 0,60 0,26 0,36

Com

Figura 16 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre parametros de fluorescéncia média (FCw), minima (Fo)
e maxima (Fwm) de clorofila a, eficiéncia quantica méaxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fu) e indice de
clorofila a (Cipx) de pléntulas aos quatro dias de idade, provenientes de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar
M5917IPRO) envelhecidas artificialmente por 0,16, 24, 48 e 72 horas e testes convencionalmente utilizados para
avaliacdo da qualidade fisiol6gica de sementes (germinacdo aos cinco (G.5d) e oito (G.8d) dias, condutividade
elétrica (CE), envelhecimento acelerado com solucdo salina saturada (EASS), emergéncia (Emer.) indice de
velocidade de emergéncia (IVE) e comprimento de plantulas com oito dias de idade (Comp.).
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4.5. Qualidade fisioldgica de sementes naturalmente envelhecidas (armazenamento
comercial)

Apds o envelhecimento natural (armazenamento por seis meses) das sementes do
cultivar M8349IPRO, os resultados dos testes tradicionais (Figura 17), indicaram reducéo
significativa na germinacdo aos cinco e oito dias (Figura 17A), no IVE (Figura 17E) e no
comprimento das plantulas (Figura 17F), e paralelamente, houve aumento da condutividade
elétrica (Figura 17B). Por outro lado, o teste de EASS (Figura 17C) e a emergéncia de plantulas
(Figura 17D) nédo foram suficientemente sensiveis para discriminar diferencas de vigor entre 0s

grupos de sementes armazenadas e ndo armazenadas.
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Figura 17 - Qualidade fisioldgica inicial e ap6s 0 armazenamento de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar
M83491PRO) por seis meses (20 °C, UR 19 a 42%) utilizando o teste de germinagdo aos cinco e oito dias (A),
condutividade elétrica - CE (B), envelhecimento acelerado com solugdo saturada de sal — EASS (C), emergéncia
(D), indice de velocidade de emergéncia — IVE (E) e comprimento de plantulas gerado pelo software
SeedReporter™ (F). Médias (£ erro padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste
de Tukey (P <0,05).

Por outro lado, ap6s seis meses de armazenamento das sementes do cultivar
M5917IPRO, foi detectada reducdo no potencial fisiologico em todos os testes empregados.
Houve reducdo da germinacdo aos cinco e oito dias (Figura 18A), aumento consideravel na
condutividade elétrica das sementes (Figura 18B), diminuicdo do desempenho no EASS (Figura
18C), emergéncia (Figura 18D), IVE (Figura 18E) e comprimento de plantulas (Figura 18F).
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Figura 18 — Qualidade fisioldgica inicial e apds o armazenamento de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar
M5917IPRO) por seis meses (20 °C, UR 19 a 42%) utilizando o teste de germinacdo aos cinco e oito dias (A),
condutividade elétrica - CE (B), envelhecimento acelerado com solucéo saturada de sal — EASS (C), emergéncia
(D), indice de velocidade de emergéncia — IVE (E) e comprimento de plantulas gerado pelo software
SeedReporter™ (F). Médias ( erro padrao) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste
de Tukey (P <0,05).

Apos o envelhecimento natural das sementes do cultivar M83491PRO por seis meses,
ndo foi constatada alteracdo significativa na massa seca do hipocétilo e dos cotilédones das
plantulas aos oito dias de idade (Figura 19A e 19C), sendo verificado apenas reducdo na massa
seca das folhas primarias (Figura 19B). Por outro lado, foi observado aumento expressivo na
intensidade da FCwm emitida pelo hipocotilo (Figura 19D), mas nenhuma mudanca significativa
foi detectada na fluorescéncia das folhas primérias (Figura 19E) e dos cotilédones (Figura 19F).
Apesar de ter havido aumento na fluorescéncia do hipocotilo (Figura 19D), o conteido destas
moléculas permaneceu inalterado (Figura 20A), assim como o conteudo de antocianinas (Figura
20D). Em geral, esses pigmentos decresceram somente nos cotilédones (Figura 20C).

Diferentemente do cultivar M8349IPRO, as plantulas do cultivar M5917IPRO
apresentaram reducdo acentuada na massa seca do hipocétilo (Figura 21A), mas foi
similar nas folhas primarias e cotilédones (Figura 21B, C). A FCwm
foi mais sensivel que a massa seca, havendo maiores sinais em todas as partes das plantulas
provenientes de sementes armazenadas (Figuras 21D-F). Este aumento nos sinais ocorreu em
paralelo com o incremento no conteGdo de clorofila a do hipocétilo e das folhas
primarias (Figuras 22A e 22B), porém, nos cotilédones, o aumento dos sinais foi
acompanhado de reducdo destas moléculas (Figura 22C). Simultaneamente, o contetdo de
antocianinas das diferentes partes da plantula apresentou comportamento semelhante ao de

antocianinas ap0s o armazenamento das sementes (Figura 22D-F).
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Figura 19 — Massa seca do hipocotilo (A), folhas primarias (B) e cotilédones (C) e fluorescéncia da clorofila a do

hipocétilo (D), folhas primérias (E) e

cotilédones (F) antes (0 m) e ap6s o armazenamento de sementes de soja

(Glycine max L.; cultivar M8349IPRO) por seis meses (20 °C, UR 19 a 42%). Médias (z erro padrdo) seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 20 — indice de clorofila a do hipocétilo (Cipx) (A), folhas primarias (B) e cotilédones (C) e indice de
antocianinas (Aipx) do hipocétilo (D), folhas primérias (E) e cotilédones (F) antes (0 m) e apds o armazenamento
de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar M83491PRO) por seis meses (6 m) (20 °C, UR 19 a 42%). Médias
(% erro padréo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 21 — Massa seca do hipocétilo (A), folhas primarias (B) e cotilédones (A-C) e fluorescéncia da clorofila a
do hipocétilo (D), folhas primarias (E) e cotilédones (F) antes (0 m) e ap6s o0 armazenamento de sementes de soja
(Glycine max L.; cultivar M5917IPRO) por seis meses (20 °C, UR 19 a 42%). Médias (+ erro padrao) seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 22 - indice de clorofila a do hipocétilo (Cipx) (A), folhas priméarias (B) e cotilédones (C) e indice de
antocianinas (Aipx) do hipocétilo (D), folhas primarias (E) e cotilédones (F) antes (0 m) e apds o0 armazenamento
de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar M59171PRO) por seis meses (20 °C, UR 19 a 42%). Médias (+ erro
padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).

4.6. Fluorescéncia de clorofila inicial das sementes naturalmente envelhecidas

Para o cultivar M8349IPRO, similarmente ao envelhecimento artificial, o
armazenamento induziu uma maior sintese na intensidade da FCw das sementes (Figura 23A).
Em contrapartida, apesar da FCwm das sementes do cultivar M59171PRO ter sido sensivel aos
efeitos do envelhecimento artificial (Figura 6B), as sementes ndo foram significativamente
afetadas apds o armazenamento por seis meses (Figura 23B).



57

A) Z0m m6m B) O0m E6m

a

I
1
1
I
1
a

1
1
|
1 1 1
1 1 1
! 1 1
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120

Figura 23 — Fluorescéncia média da clorofila a (FCu) de sementes de soja (Glycine max L.) dos cultivares
M8349IPRO (A) e M59171PRO (B) antes (0 m) e ap6s 0 armazenamento por seis meses (6 m) (20 °C, UR 19 a
42%), obtida pela combinacdo de excitagdo-emissdo de 620-730nm. Médias (£ erro padrdo) seguidas de mesma
letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).

4.7. Fluorescéncia de clorofila durante a germinagdo e estabelecimento inicial de
plantulas provenientes de sementes naturalmente envelhecidas

Apds 0 armazenamento das sementes, os padrbes de fluorescéncia de clorofila foram
analisados aos quatro dias ap0os a semeadura (tempo considerado mais adequado na anélise das
sementes artificialmente envelhecidas). Os dados extraidos das imagens de plantulas do cultivar
M8349IPRO (Figura 24), revelaram reducdo nas variaveis Fm (Figuras 24C e 26A), Fv/Fm
(Figura 24D) e Cipx (Figura 24E). Entretanto, ndo houve efeito significativo do armazenamento

nos niveis de FCwm (Figura 24A) e Fo (Figura 24B) neste cultivar.

Figura 24 — Fluorescéncia média - FCwu (A), minima - Fo (B) e maxima - Fm (C) da clorofila a, eficiéncia quantica
méaxima fotoquimica do fotossistema Il - Fv/Fum (D) e indice de clorofila a - Cipx (E) de pléantulas de soja (Glycine
max L.; cultivar M83491PRO) aos quatro dias de idade, antes e ap6s 0 armazenamento das sementes por seis
meses. Médias (z erro padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P
<0,05).



58

Para o cultivar M59171PRO, o efeito do armazenamento promoveu reducdo em todos
os parametros de fluorescéncia (Figuras 25A-C), no Fv/Fm (Figura 25D) e no Cipx (Figura 25E).
A variacdo da intensidade de Fm das plantulas antes e apds o periodo de armazenamento das

sementes foi ilustrada na Figura 26.

Figura 25 — Fluorescéncia média (A), minima - Fo (B) e maxima - Fu (C) da clorofila a, eficiéncia quantica
méaxima fotoquimica do fotossistema Il - Fv/Fm (D) e indice de clorofila a (E) de plantulas de soja (Glycine max
L.; cultivar M5917IPRO) aos quatro dias de idade, antes e ap0s 0 armazenamento das sementes por seis meses.
Médias (£ erro padrdo) seguidas de mesma letra ndo diferem entre si de acordo com o teste de Tukey (P <0,05).
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Figura 26 - Imagens de fluorescéncia maxima (Fw) da clorofila a utilizando uma plantula representativa de classes
de sementes ndo armazenadas (0 m) e armazenadas durante seis meses (6 m) dos cultivares M8349IPRO (A) e
M59171PRO (B).
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4.8. Correlacdo entre parametros de fluorescéncia de clorofila de plantulas
provenientes de sementes naturalmente artificialmente com testes convencionais

Ap0s o envelhecimento natural das sementes do cultivar M83491PRO promovido pelo
armazenamento durante seis meses, verificou-se que as correlacdes mais fortes (> +0,70) se
deram entre os seguintes parametros: -0,78 (condutividade elétrica vs. Cipx), 0,76 (germinacgao
aos cinco dias vs. Fv/Fm; germinagdo aos oito dias vs. Cipx), 0,74 (comprimento de plantulas
vs. Fv/Fm ou Cipx) e 0,70 (emergéncia vs. Cipx) (Figura 27). Portanto, para as sementes
armazenadas, 0s maiores coeficientes de correlacdo foram obtidos entre os parametros

fisiolégicos e 0 Cipx.
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Figura 27 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre parametros de fluorescéncia média (FCw), minima (Fo)
e maxima (Fwm) da clorofila a, eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm) e indice de
clorofila a (Cipx) de plantulas aos quatro dias de idade, provenientes de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar
M8349IPRO) armazenadas por seis meses e testes convencionalmente utilizados para avaliagdo da qualidade
fisiologica de sementes (germinacdo aos cinco (G.5d) e oito (G.8d) dias, condutividade elétrica (CE),
envelhecimento acelerado com solugdo salina saturada (EASS), emergéncia (Emer.) indice de velocidade de
emergéncia (IVE) e comprimento médio de plantulas com oito dias de idade (Comp.).
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Para a cultivar M5917IPRO (Figura 28), os coeficientes de correlagdo foram mais
elevados, atingindo 0,96 entre a germinacdo aos cinco dias e a Fm. Coeficientes de correlagéo
superiores a 0,90 também foram observados entre a germinacdo aos cinco dias e a FCwm (0,94)
ou Fv/Fm (0,91), condutividade elétrica com Fm (-0,91) ou
Fv/Fm (-0,92) ou Cipx (-0,90), EASS com Cipx (-0,90).
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Figura 28 - Coeficientes de correlacdo de Spearman entre parametros de fluorescéncia média (FCw), minima (Fo)
e maxima (Fm) da clorofila a, eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm) e indice de
clorofila a (Cipx) de plantulas aos quatro dias de idade, provenientes de sementes de soja (Glycine max L.; cultivar
M8349IPRO) armazenadas por seis meses e testes convencionalmente utilizados para avaliagdo da qualidade
fisiolégica de sementes (germinagdo aos cinco (G.5d) e oito (G.8d) dias, condutividade elétrica (CE),
envelhecimento acelerado com solugdo salina saturada (EASS), emergéncia (Emer.) indice de velocidade de
emergéncia (IVE) e comprimento médio de plantulas com oito dias de idade (Comp.).
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5. DISCUSSAO

A soja ¢ a principal oleaginosa cultivada no mundo, e a mais importante do
agronegocio brasileiro. Os graos possuem alto teor de proteinas e de 6leo, amplamente
utilizados para alimentacao animal e humana, bem como para a fabricacdao de produtos
industrializados e biocombustiveis (VILLANUEVA; ALVAREZ, 2017). A instalacdao das
lavouras de soja ¢ realizada por meio de sementes que demandam alta qualidade para adequada
transferéncia dos avancos da genética para o campo, com reflexos sobre o rendimento e a
qualidade final do produto colhido.

Em geral, nos programas de controle de qualidade de sementes de soja, sao
empregados testes fisioldgicos baseados em metodologias que dependem da experiéncia do
analista, além de requerem tempo consideravel para serem executados (HUANG et al., 2015;
MARCOS-FILHO, 2015; BOELT et al., 2018). Frente a esses desafios, alternativas que
busquem otimizar o processo de analise dos padroes de qualidade das sementes e oferecam
resultados mais precisos tém atraido a atengdo da industria, particularmente pelo aumento da
demanda mundial por alimentos.

Devido a sua grande relevancia econdmica, a semente de soja foi utilizada na presente
pesquisa para verificar a potencialidade de métodos ndo destrutivos baseados em imagem de
fluorescéncia de clorofila com a qualidade fisioldgica das sementes. A intensidade de
fluorescéncia de clorofila € proporcional ao acimulo e atividade deste pigmento nos tecidos
(MAXWELL; JOHNSON, 2000) e, portanto, esta diretamente relacionada as taxas
fotossintéticas das plantulas. A atividade fotossintética cotiledonar € importante para a soja e
outras espécies (ZHANG et al., 2008), porque as reservas acumuladas nestes tecidos durante a
maturacao néo sdo suficientes para fornecer energia ao eixo embrionario até o momento em que
a planta se torne autossuficiente através da atividade fotossintética das folhas primarias
(LOVELL; MOORE, 1970; HARRIS; MACKENDER; SMITH, 1986; SONG et al., 2005).

5.1. Imagens de fluorescéncia de clorofila na avaliacéo da qualidade fisioldgica de
sementes

Nesta pesquisa, as novas abordagens de imagens de fluorescéncia de clorofila foram
comparadas aos principais testes utilizados para avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes
de soja, ou seja, testes de germinacdo, condutividade elétrica, EASS, emergéncia, IVE e
comprimento de plantulas (MARCOS-FILHO, 2015). Para obtencdo de resultados mais
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precisos, foi verificado o comportamento das sementes de cultivares distintos (M83491PRO e
M5917IPRO), envelhecidas artificialmente e naturalmente (armazenamento comercial) a fim
de verificar se a eficiéncia do método era independente das particularidades intrinsecas dos
tipos de deterioracdo. Os padroes de fluorescéncia de clorofila foram analisados nos estadios
iniciais de estabelecimento da plantula.

Em um primeiro momento, a partir dos resultados obtidos nos testes fisioldgicos,
verificou-se que nenhum método tradicional conseguia estratificar todas as classes de sementes
envelhecidas artificialmente, independente do cultivar (Figuras 2 e 4), indicando, portanto, a
baixa sensibilidade dos métodos atualmente disponiveis. Nas sementes naturalmente
envelhecidas, a eficiéncia dos testes fisioldgicos foi dependente do gendtipo, ou seja, apenas 0s
testes de germinacdo, condutividade elétrica, IVE e comprimento médio de plantulas
conseguiram separar as sementes ndo armazenadas das sementes armazenadas do cultivar
M8349IPRO (Figura 17), enquanto todos os testes conseguiram separar as sementes do cultivar
M5917IPRO (Figura 18). Isto pode estar relacionado ao fato de que o processo de deterioracéo
das sementes € um processo também influenciado pelas caracteristicas genéticas, além do
ambiente (RAJJOU et al., 2008; BEWLEY; BLACK, 2013). Por exemplo, a perda de
integridade das membranas avaliada pelo teste de condutividade elétrica, apds o
envelhecimento artificial foi mais evidente no cultivar M5917IPRO (Figuras 4B) comparada
ao cultivar M8349IPRO (Figura 2B). Reforca esta hipdtese o fato de que outros autores
consideraram a cultivar M8349IPRO mais estavel do que outras em seus experimentos
(KUDIESS, 2015; LOBO, 2021).

Os danos provocados pelo envelhecimento artificial também reduziram a transferéncia
de massa seca dos cotilédones para o hipocétilo e folhas primérias, constatado pelo aumento de
massa dos cotilédones (Figuras 3A e 5A). Concomitantemente, houve aumento ou efeito
hormético no conteudo de antocianinas (pigmento antioxidante) do hipocétilo e das folhas
primarias (Figuras 3D e 5D). Com o avango da deterioracdo, essas mudancas também foram
acompanhadas de alteragcdes no pigmento e fluorescéncia de clorofila das plantulas (Figuras
3B, C e 5B, C) e de sementes (Figura 6).

Nas plantulas provenientes de sementes de menor vigor, a menor capacidade de sintese
de clorofilas pode explicar a reducéo dos niveis de Fv/Fwm (Figuras 7, 13, 24 e 25). Além disso,
essa menor capacidade de sintese de clorofilas nas plantulas pode estar associada
a menor velocidade de emergéncia (Figuras 2E, 4E, 17E e 18E). Conforme observado por
Ebone et al. (2020), sementes de soja com alto vigor emergiram mais rapido que as de baixo

vigor. A emergéncia é fundamental para que os tecidos cotiledonares da soja se tornem
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fotossinteticamente ativos (HARRIS; MACKENDER; SMITH, 1986; GONZALES; VODKIN,
2007) pois a luz é fator indispensavel para a reducdo das protoclorofilidas em clorofilidas, a
penultima etapa da sintese de clorofilas (ZHONG et al., 2010; SENGE et al., 2014).

Em geral, quando as sementes foram analisadas pelo teste de Tukey (P<0,05), o
parametro Fm foi 0 que mais se destacou na separacdo das classes de sementes (Figuras 7C,
13C, 24C), embora a FCw (Figuras 7A, 13A e 25A), o Fo (Figuras 7B e 25B), o Fv/Fwm (Figura
24D e 25D) e 0 Cipx (Figuras 24E e 25E) tambem foram importantes na classificagéo do vigor.

Para o parametro Fm, 0s maiores coeficientes de correlacdo foram obtidos com o teste
de germinacéo aos 5 dias (0,96; Figura 28), germinacdo aos oito dias (0,96; Figura 15), IVE
(0,88; Figura 16) e condutividade elétrica (-0,73; Figura 27). Similarmente, foi demonstrado
que a técnica de fluorescéncia de clorofila pode ser uma importante ferramenta para indicar a
capacidade de germinacao de sementes de feijao (ARIYARATHNA; WEERASENA;
BENERAGAMA, 2020; VIDAK et al., 2020).

5.2. Plasticidade de parametros de fluorescéncia de clorofila

Neste trabalho, a técnica de imagem de fluorescéncia de clorofila foi testada em
diferentes tempos durante o estabelecimento das plantulas de soja. Foi constatado que as
diferengas significativas observadas inicialmente em todos os pardmetros de fluorescéncia
foram atenuadas com o decorrer do desenvolvimento das plantulas. Por exemplo, no cultivar
M5917IPRO, as variagdes de Fv/Fm foram reduzidas ja no 7¢ dia (Tabela 11D), e permaneceu
sem variacdo no 82 (Tabela 11E) e 122 dia (Tabela 11G). Portanto, os resultados indicam uma
plasticidade das plantulas de soja, ou seja, a capacidade de rapida adaptacdo e minimizacédo de
efeitos negativos de origem externa (LAITINEM e NIKOLOSKI, 2018), diante da deterioragdo
provocada pelo envelhecimento artificial, conforme comprovado por Ebone et al (2020) ap6s
avaliar o vigor e desenvolvimento de plantulas de soja provenientes de sementes com diferentes
potenciais fisioldgicos, obtidos por envelhecimento artificial. Singh e Amritphale (1992)
também observaram a plasticidade do fotossistema Il dos tecidos cotiledonares de soja apds 0s
mesmos ndo observarem diferencgas significativas na atividade dos cloroplastos entre dos
cotilédones de sementes envelhecidas e ndo envelhecidas artificialmente. Efeito similar também
foi constatado por Ozga et al. (2004) em sementes de ervilha, em que ndo houve alteragéo do
crescimento das plantulas apos o envelhecimento artificial das sementes.

A plasticidade tambem foi observada a partir dos sinais de Fv/Fm de plantulas de
Athyrium pachyphlebium C. (HUANG et al., 2015) e de carvalho vermelho (VALLADARES

et al., 2002) ap0s alteracdo nos niveis de luminosidade durante o desenvolvimento vegetativo.
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Sendo assim, é sugerido que a nova metodologia proposta seja aplicada ainda no inicio do
desenvolvimento das plantulas (quatro dias apds a semeadura) para a obtencdo de resultados

precisos sobre a qualidade fisioldgica das sementes de soja.

5.3. Efeito do envelhecimento artificial e natural nos padrées de fluorescéncia de
clorofila durante a germinacéo

O envelhecimento artificial tem sido amplamente utilizado para estudar os
mecanismos fisiologicos e bioquimicos associados a diminuicdo do vigor das sementes
(XIN et al., 2014; EBONE et al., 2020; BARBOZA DA SILVA et al., 2021), particularmente
durante o armazenamento. No armazenamento, ocorre reducdo da atividade de enzimas
antioxidantes responsaveis por minimizar a acdo dos radicais livres (CHHABRA et al., 2019;
EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019). O desequilibrio entre a atividade antioxidante
e 0s niveis das espécies reativas de oxigénio e da peroxidacdo lipidica provocam a deterioracao
e reduzem o vigor das sementes (EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019; EBONE et al.,
2020).

A temperatura, a UR e o teor de agua das sementes impactam diretamente na
intensidade da deterioracdo (BEWLEY; BLACK, 2013; MAHJABIN et al., 2015; MARCOS-
FILHO, 2015; CHHABRA et al., 2019). Durante o envelhecimento natural, as sementes séo
submetidas a UR e temperaturas consideravelmente inferiores as do envelhecimento artificial.
Desta forma, o citoplasma celular permanece no estado vitreo, ou seja, apresenta baixa
mobilidade molecular, propiciando uma deterioracdo lenta (SUN; LEOPOLD, 1993; RAJJOU
et al., 2008). Por sua vez, o envelhecimento artificial & conduzido sob altas temperaturas e UR
(SUN; LEOPOLD, 1993; RAJJOU et al., 2008; BEWLEY; BLACK, 2013), promovendo maior
liquidez citoplasmatica e mobilidade molecular, estimulando ndo somente as reacdes oxidativas
e peroxidativas, como também outros processos degenerativos. Apesar disso, 0 envelhecimento
artificial promove atividades moleculares semelhantes ao envelhecimento natural, porém
intensificadas (RAJJOU et al., 2008). Na verdade, segundo Bewley e Black (2013), em
condi¢cbes de alta mobilidade molecular, os mecanismos de protecdo s&o rapidamente
exauridos. Em contrapartida, o baixo teor de agua, caracteristico das sementes envelhecidas
naturalmente em ambiente controlado leva a ineficiéncia dos processos antioxidantes.

Na presente pesquisa, embora os parametros de fluorescéncia de clorofila tenham
variado em func¢&o do tipo de envelhecimento das sementes (artificial ou natural), a técnica de
foi eficiente na avaliagdo do vigor de sementes tanto deterioradas de forma acelerada como em

condicdes de armazenamento comercial (seis meses, 20 °C) de forma rapida e ndo destrutiva.
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Dessa forma, no contexto de banco de germoplasma de sementes, essa abordagem pode
melhorar a precisao dos testes de qualidade, fornecendo melhor compreenséo sobre o potencial

de armazenamento das sementes de soja.

5.4. Imagens de fluorescéncia de clorofila de plantulas como um novo marcador da
qualidade fisioldgica de sementes de soja

No presente trabalho, buscou-se identificar possiveis relacdes da analise de imagens
de parametros da fluorescéncia de clorofila de plantulas de soja com as diferencas observadas
em seis testes de fisiologicos. Os parametros extraidos das imagens das plantulas aos quatro
dias de idade segregaram as classes de vigor estabelecidas artificialmente em agrupamentos
similares ao observado nos testes tradicionais. Para o cultivar M8349IPRO, a FCm € a Fm
(Figuras 7A, C) das plantulas apresentaram comportamento similar ao EASS (Figura 2C). No
caso da cultivar M5917IPRO, embora a FCwm € a Fm (Figura 13A, C) tenham segregado as
classes de forma diferente dos testes convencionais (Figura 4), o Fv/Fwm (Figura 13D) agrupou
as classes da mesma maneira que a emergéncia e o IVE (Figura 4D, E).

As sementes armazenadas por seis meses, de ambos os cultivares, tiveram reducdo em
Fm (Figuras 24C e 25C), Fv/Fm (Figura 24D e 25D) e Cipx (Figura 24E e 25E), e independente
do tipo de envelhecimento (artificial ou natural), as correlagdes foram fortes e muito fortes com
os testes fisioldgicos (Figuras 15, 16, 27 e 28). As fortes correlacbes dos parametros com o teste
de condutividade elétrica (>0.7 para ambos os cultivares), por exemplo, mostram que esta
técnica pode ser utilizada para estimar indiretamente a integridade da membrana celular das
sementes de soja (PRADO et al., 2019), indicando assim o nivel de deterioracdo das sementes
(BEGUM; JERLIN; JAYANTHI, 2013; EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA, 2019)

Assim, o trabalho provou que imagens de fluorescéncia de clorofila de plantulas
durante o desenvolvimento inicial, principalmente através da Fm, podem ser utilizada como
marcador da qualidade fisiologica de sementes de soja de forma objetiva a partir das imagens
das plantulas em tempo 50% menor que o teste de germinacdo (BRASIL, 2009), o que pode
contribuir para a eficiéncia e otimizacdo das analises de sementes soja. Futuramente buscar-se-
a4 fazer o mesmo estudo com um maior nimero de gendtipos, periodos maiores de
armazenamento e possivelmente, a utilizagdo de sementes secas, que tornariam a anéalise do

vigor com as imagens de fluorescéncia ainda mais agil.
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6. CONCLUSOES

A imagem de fluorescéncia de clorofila de plantulas de soja com quatro dias de idade
é uma ferramenta eficaz para determinacdo qualidade fisiologica das sementes, havendo
reducdo na fluorescéncia a medida em que ha reducédo no vigor, com forte correlagdo com os
testes convencionalmente utilizados para avaliacdo da qualidade fisiol6gica das sementes.

A eficiéncia dos pardmetros de eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema I,
fluorescéncia média e inicial da clorofila na identificacdo de diferencas de vigor em sementes
de soja € dependente do gendtipo, enquanto que a fluorescéncia maxima apresenta potencial,

independente do cultivar.
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