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APRESENTACAO

A presente Tese foi redigida em “Forma de Publicagéo” e composta pel os seguintes trabalhos
cientificos:

e Presenca de sementes de soja esverdeadas na qualidade fisiol 6gica.

e Sementes esverdeadas: testes alternativos para determinar sua qualidade.

Antecedendo a apresentacéo dos referidos trabal hos encontra-se uma Introducéo de caréter geral.
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O REFLEXO DA PRESENCA DE SEMENTES ESVERDEADAS NA QUALIDADE
FISIOLOGICA EM SOJA, 2003 — UFPél

Aluna: Mariade Fétima Zorato

Orientador: Silmar Teichert Peske

RESUMO - A retencdo de clorofila tem afetado a producdo de sementes de soja, na regido dos
cerrados, principalmente, no Estado de Mato Grosso. A conseqiéncia € a diminuicdo de germinacéo e
vigor com prejuizos no estabelecimento de populagdo adequada de plantas, no momento de semeadura.
A degradacéo de clorofila pode ser afetada pelo estadio de maturacdo, por condi¢bes de secagem,
condicbes climéticas e por produtos quimicos dessecantes. O processo de maturacdo, além da
importancia na degradacdo do pigmento verde tem efeito distinto na producdo das duas enzimas
especificas da germinagdo, isocitrato liase e malato sintase, que convertem os lipidios em aglcares
sollveis. A maturagdo, também, pode ser importante reduzindo a possibilidade da clorofila na produgdo
de radicais livres que causam danos oxidativos, os quais afetam a longevidade das sementes. Em
sementes armazenadas ocorrem mudancas associadas a deterioracdo que podem ser medidas através de
envel hecimento acelerado e reages bioquimicas. Este estudo teve como objetivo averiguar ainfluéncia
exercida na qualidade, avaliar protocolos que sgjam adjuvantes em determinar essa qualidade de
sementes com retencdo de clorofila As sementes esverdeadas apresentaram menor germinacao,
viabilidade e vigor, comprimento de plantulas, capacidade de emergéncia em campo e peso de massa
seca e maior desuniformidade de plantulas, taxa de deterioracdo e quantidade de lixiviados. Clorofila é
indicativo de reducdo de qualidade em sementes de soja e, diferentes porcentagens de sementes
esverdeadas interferem em maior ou menor intensidade na qualidade, sendo possivel avaliar o risco do
potencial fisiolégico do lote, através da subclasse DU 4-5 (deterioracdo por umidade) e do teste de
tetrazdlio, em substituicdo a germinacdo no teste de envelhecimento acelerado, no periodo de 24 horas,

pode ser utilizado para determinar a qualidade de sementes de soja esverdeada.

Termos paraindexacéo: Glycine max, clorofila, vigor, germinacéo.



THE REFLECTION OF THE PRESENCE OF GREEN SEED IN THE PHYSIOLOGICAL
QUALITY IN SOYBEAN, 2003 - UFPel.

Student: Maria de Fatima Zorato

Adviser: Silmar Teichert Peske

ABSTRACT - Chlorophyll retention has been affecting soybean seed production, in the savannah
(cerrado) region, mainly in the state of Mato Grosso. The consequence of this verification, are the
losses in germination and vigor, and consequently losses in establishing an adequate plant population,
at seeding. Chlorophyll decay can be affected by the maturation period, drying conditions, climatic
conditions, and desiccating chemical agents. The maturation process, besides the importance of
degradation from the green pigmentation, has a distinct effect on the production of specific germination
enzymes, such as isocitrate lyase and malate syntase, these convert the lipids into soluble sugars.
Maturation can also be considered important in reducing chlorophyll’s capacity to produce free radicals
that cause oxidation damage, these that determine the storage life of seed. Within stored seed, changes
occur associated with deterioration, these can be measured through accelerated aging and biochemical
reactions. This study was developed with the objective; verify the influence exerted on quality, evaluate
adjuvant protocols in determining this quality of seed with chlorophyll retention. Green seed
demonstrated lower germination, viability and vigor, less uniformity in seedlings, a higher rate of
deterioration, higher level of leachate, reduced plant length, lower emergence capacity in the field, as
well as alower dry matter weight. Chlorophyll is an indication of reducion quality in soybean seeds. In
the tetrazolium tests, the subclass WD 4-5, indicated the risk of the physiological quality of lot, when
present, green seed. The viability obtained from a tetrazolium test, in substitution to accelerated aging
germination test with an exposure of 24 hours can be utilized in determining the quality of green
soyabena seeds.

Index terms: Glycine max, Chlorophyll, vigor, germination.
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INTRODUCAO GERAL

A degradacdo parcial da clorofila em soja deixa como consequéncia cotilédones esverdeados e
tem causado preocupacdo aos produtores brasileiros. Sobretudo no Centro-Oeste, regido severamente
afetada pelo fenbmeno, que se traduz em prejuizos, tanto para a industria de 6leos comestivels, como
para a producdo de sementes. Este mesmo problema tem ocorrido em outros paises tropicais onde a
soja é cultivada.

Para a industria esmagadora de gréos acarreta perdas porque o 6leo, com elevado teor de
clorofila, proveniente da extragdo de gréos verdes, sofre reducéo em sua estabilidade oxidativa, levando
0 produto ao processo de rancificag@o e, conseqlientemente, reduzindo a vida Util de prateleira. Além
disso, confere coloragdo indesgjdvel (mais escura), e comercialmente inadequada e diminui 0 processo
de hidrogenagdo. A remocé&o dos pigmentos verdes por adsor¢do em agentes clarificantes eleva o custo
de refinagéo (Endo et al., 1984; Usuki et al., 1984; Ward et al., 1992 e 1995; Jalink et al., 1999;
Sinnecker, 2002).

A presenca de gréos esverdeados, além de reduzir o valor comercial (descontos) pode ainda
trazer maiores problemas na comercializagcdo de gréos para exportacéo. Essa hipotese se fundamenta no
fato de que para promover as relagoes de comercializagdo da soja entre produtores e compradores, tanto
nos mercados nacionais como Nnos internacionais, cada pais desenvolveu suas proprias normas quanto
aos procedimentos de padrdes de classificacdo. No Brasil, os limites de toleréncia no padréo béasico de
classificagdo sGo menos rigorosos sendo aceitos até 10% de gréos esverdeados. Entretanto, nos Estados
Unidos os padrfes para gréos de cores que ndo a amarela é de apenas 1%. O mercado nacional pode se
tornar restritivo aos graos verdes e isto ser relevante frente ao volume de exportacdo da soja brasileira

(Sinnecker, 2002).



A producdo de sementes é outro setor muito prejudicado com a degradacéo parcial da clorofila,
gue dependendo das nuances (variagdes da tonalidade) do verde remanescente nas sementes pode
influir de forma negativa na qualidade fisiol 6gica das mesmas.

No Estado de Mato Grosso, quantidades expressivas de lotes de sementes de soja s&o
descartadas para a industria, devido o decréscimo de poder germinativo e vigor que afetam, de forma
significativa, o estabelecimento de estandes iniciais, devido as sementes esverdeadas apresentarem
dificuldades para emergir. Esse tipo de semente pode apresentar mudancgas durante 0 armazenamento
gue associadas ao processo de deterioracdo sdo responsaveis pela menor longevidade. Ou sgja, podem
perder seu potencia fisioldgico com o passar do tempo.

O impacto do pigmento verde sobre a qualidade fisiologica € maior quanto mais elevado for o
indice de sementes esverdeadas e quanto maior a intensidade da tonalidade do verde incidindo nos
cotilédones das sementes presentes no lote.

O conhecimento sobre a fisiologia e a bioguimica de degradacdo da clorofila é muito restrito.
Sabe-se que inicia na senescéncia, sofre influéncia do gendtipo e pode ser desencadeada por estresse
hidrico, reducéo de luz ou elevada intensidade luminosa, mudangas de temperatura, aumento no teor de
etileno, aumento da permeabilidade de membrana e mudancas no pH. A degradacdo completa da
clorofila somente pode ser obtida se a soja for colhida a partir do estéadio R7 e pode ser afetada pelo
esté&dio de maturagdo, pelas condi¢des de secagem, por condicdes climéticas e por produtos quimicos
dessecantes. (Ward et a., 1992 e 1995; Healton & Marangoni (1996); Sinnecker 2002).

Nos estudos de Sinnecker (2002), o mecanismo de degradac&o do pigmento verde pareceu ser
um processo enzimatico, evidenciado pelo aumento de clorofilideos, embora acoplado a um mecanismo
guimico ndo-enzimético, que resultou num aumento de feofitinas e outros derivados fitilados.

O desenvolvimento de sementes esta correlacionado com o amarelecimento das vagens e das
folhas, fazendo parte da sindrome da senescéncia monocarpica, a degeneracdo que conduz a morte do

organismo inteiro, no final dafase reprodutiva (Guiamét et al. ,1991; Noodén, 1984)



Muitos fatores ambientais que ocorrem durante o desenvolvimento da planta de soja séo
determinantes para a qualidade de suas sementes. Os efeitos fundamentais da agua no desenvolvimento
e metabolismo sugerem que esta pode tomar lugar de maior papel na evolucéo de varios mecanismos
fisiol6gicos que regulam o padréo de desenvolvimento da planta. Uma drastica reducéo no contetido de
&gua, com a aproximacdo da maturidade, explica ainibicdo de desenvolvimento e o declinio associado
a atividade metabdlica (Mclntyre, 1987). A degradacéo da clorofila ocorre de forma simulténea, com a
maturacdo das sementes. A clorofila é fotossinteticamente inativa devido a interrupcéo do metabolismo
(Jalink et al., 1998).

A regido dos cerrados, de acordo com Assad et a. (1993) é afetada por veranicos (periodos de
interrupcdo da precipitagdo que ocorrem durante a estacdo chuvosa) e, de forma geral, essa estiagem
atinge as culturas em sua fase reprodutiva e pode ter maior ou menor freqiiéncia de duragdo, conforme
sua localizagdo. Somando-se a isso, atas temperaturas do ar podem, indiretamente, induzir um déficit
hidrico na planta e, caso isto aconteca durante a fase de deposi¢éo de reservas, essa pode ser antecipada
e provocar a dessecacdo e o inicio de maturacdo, periodo em que as clorofilas séo degradadas (Sionit &
Kramer, 1977; Cure et a., 1983; Adams et a., 1983; Ketring, 1984; Egli, 1990). Como, de maneira
constante, na regido Centro-Oeste ocorre deficiéncia hidrica, devido irregularidade na distribuicdo de
chuvas, associada em muitas situagbes a solo arenoso e elevadas temperaturas do ar, torna-se
compreensivel o surgimento de conseqiiéncias, a exemplo de sementes esverdeadas que minimizam a
qualidade dos lotes formados, oriundos de campos prejudicados por estes estresses ambientais.

Adams et al., (1983) consideraram a temperatura e a umidade relativa do ar influenciando no
processo de maturacdo, época em gue as clorofilas sdo degradadas e observaram também que, sementes
de soja sofrendo desidratacdo de maneira rapida, ndo perdem a clorofila no mesmo grau como as
sementes desidratadas de forma lenta. Informagdes corroboradas por Ward et al. (1992), em sementes

de canola, nas quais, uma rapida perda de umidade, na cAmara de secagem, aparentemente interrompeu



adegradaco de clorofila, devido ao baixo grau de umidade das sementes, resultando em atos niveis de
clorofila.

Além dos efeitos distintos na degradacéo da clorofila, sob influéncia do genoma, no processo de
maturacdo, as sementes de oleaginosas que sofrem desidratacdo lenta produzem enzimas especificas de
germinacdo, isocitrato liase e malato sintase, que atuam na via do glioxalato, no ciclo do acido citrico
(Krebs). No entanto, foi observado por Adams et al., 1983, sementes que sofreram maturacao rapida,
ndo produzindo as duas enzimas. O ciclo do glioxalato, nos registros de Lehninger et a. (1995) é uma
via metabdlica exclusiva que permite a conversdo de gorduras armazenadas em carboidratos, durante a
germinagéo.

A maturidade das sementes pode ser importante para reduzir a possibilidade da clorofila
produzir radicais livres, os quais podem causar danos oxidativos (Jalink et al., 1999) determinantes na
longevidade das sementes. As reagdes oxidativas s80 em parte responsaveis pela deterioracdo das
sementes armazenadas e envolvem enzimas que podem funcionar em baixa atividade de &gua (Vertucci
& Leopold, 1987).

Diante a dificuldade de informagGes em literatura sobre sementes esverdeadas e com o
proposito de averiguar a influéncia que a clorofila exerce sobre a qualidade fisiologica e, avaliar
protocolos que sgjam adjuvantes em determinar a qualidade de sementes esverdeadas de soja, foi

desenvolvido este estudo.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Depois de dominados os mecanismos genéticos que controlam o inicio da floragdo da soja,
viabilizando o seu cultivo em regides tropicais, 0s cientistas brasileiros aprimoraram os sistemas de
producdo, permitindo a expressdo de seu potencial (Vidor & Gazzoni, 2002). Os autores continuam a
exposi¢do citando que a saga da soja pelo Centro-Oeste brasileiro transformou em metrépoles cidades

de porte médio e fez surgir cidades do nada ou de pequenos conglomerados urbanos, transformando a



paisagem e a economia dos estados da regido. O Mato Grosso, para dar um exemplo, em apenas 25
anos, viu a soja transformar-se de uma curiosidade botanica, para o principa negoécio do Estado.

No entanto, a grande evolugdo tecnoldgica e bioldgica que tem ocorrido na agricultura trouxe
maior responsabilidade para o setor sementeiro, porque o veiculo utilizado como transportador de toda
atecnologia é a semente, passando, dessa forma, a ser o insumo de muita relevancia.

Nesse sentido, alguns percal¢os estédo ocorrendo para obtencdo de sementes de alta qualidade
fisiolégica. Em Mato Grosso, na safra 1998/1999, foram descartados expressiva quantidade de |otes de
sementes de soja, que sofreram reducéo de vigor e germinagcdo, em funcédo das condicles climéticas
desfavoraveis (estresse hidrico associado elevadas temperaturas), nas regifes produtoras de sementes
do Estado, em fases de enchimento de graos e/ou, durante maturidade fisiol6gica e colheita.

Nessas condigbes citadas ocorrem, normalmente, danificagdes mecénicas nas sementes
prejudiciais a qualidade porque proporcionam formacdo de plantulas anormais no momento de
germinacdo. Porém, além de danos mecanicos, os efeitos desses estresses tém se tornado ainda mais
preocupantes, em razdo do surgimento de sementes com cotilédones esverdeados. Esse fenbmeno,
guase sem esclarecimento, acarreta um enorme prejuizo financeiro em toda cadeia produtiva da soja
porque, além de prejudicar o vigor e a germinacdo das sementes, também, a indlstria apresenta
problemas decorrentes de recebimento de gréos esverdeados.

Revisando a literatura, escassos sdo 0s artigos referentes ao assunto. Dentro do contexto, foram
pesquisados artigos que relataram os problemas oriundos de estresses climaticos e abordagens sobre

senescéncia e a degradacdo da clorofila, esse Gltimo um tema ainda pouco elucidado.

Respostas fisiologicas das sementes de soja
Na producdo vegetal, a agua desempenha papel fundamental, de maneira que sua deficiéncia ou
seu excesso afeta de forma decisiva o crescimento e o desenvolvimento das plantas. E, a seqiiéncia de

modificagOes no teor de &gua da semente vem se constituindo em parémetro relativamente eficiente



para caracterizar o desenvolvimento da semente, empregado, com freqiéncia, na determinacéo da
maturidade fisiol6gica (Villela& Marcos-Filho, 1998).

Durante afaseinicial de formagdo da semente, os tecidos estao no nivel de hidratacéo superior a
41% (> -1,5Mpa), e o metabolismo € possivel, permitindo a formacdo das partes constituintes da
semente e 0 acumulo das substancias de reserva, as quais, no caso de soja, 0s nutrientes resultantes da
guebra das substancias do endosperma sdo absorvidos pelas células de transferéncia que se diferenciam
na epiderme mais externa dos cotilédones. A medida que os cotilédones iniciam a sua expans3o, inicia-
se também a deposicdo de reservas como, proteinas, lipidios, carboidratos (Bryant, 1989; Villela &
Marcos-Filho, 1998; Guimaraes, 1999). Enquanto o teor de massa de matéria seca vai aumentando, o0
grau de umidade da semente tende a diminuir. Na maturidade fisiol6gica a semente apresenta-se entre
teores de &gua de 33% (-4Mpa) e 41% (-1,5Mpa), permitindo ocorrer com esses niveis de hidratacéo,
determinados processos de sintese protéica, necess&ria a germinacdo. Também neste nivel de
hidratac8o a germinagdo, de forma geral, € impedida ou por deficiéncia de umidade ou por algum fator
enddgeno a semente, como dorméncia. Nesta fase ocorre o desligamento da semente com a planta-mae
e acentua-se a perda de &gua, com uma tendéncia natural da semente estabelecer o equilibrio
higroscopico com o ambiente (Vertucci, 1990; Vertucci & Farrant, 1995; Guimaraes, 1999).

Nas consideragOes de alguns autores citados por Adams et a (1983), a maturagdo em sementes
de soja é a fase final da producdo. Ela ocorre naturalmente quando a semente alcan¢a o maximo de
peso seco num estégio descrito como maturidade fisioldgica. Todavia, a maturacdo ndo depende apenas
da plantamae ou apenas do estdgio de desenvolvimento da semente. A maturacdo € uma fase
metabolicamente ativa, envolvendo proteina, utilizacdo de amido e producdo de agUcares sollveis.
Muitas outras mudancas fisiol 6gicas provavel mente ocorrem durante a maturacdo da semente, embora,
haja pouca informagdo das exigéncias para a producéo de sementes maduras e vidvels.

Para Mclntyre (1987), a dréstica reducdo do contelido de agua nas sementes, com a

aproximacdo da maturidade, torna-se suficiente para explicar a inibicdo do crescimento e o declinio



associado na atividade metabdlica. Egli (1990) encontrou dados sugerindo que o acimulo de matéria
seca pelas sementes de soja pode continuar enquanto houver uma rede de absorcgéo de dgua para dirigir
a expansdo celular. Na auséncia dessa rede, um acimulo continuo de matéria seca causa a dessecacéo
gue desencadeia a maturacdo. Também apontou mecanismos da semente, 0s quais desencadeiam o final
de seu desenvolvimento, podendo operar independentemente de mudancas na disponibilidade de
assimilados.

Adams et a. (1983) mostraram, a maturagdo, por meio de desidratacdo lenta, sendo um
processo necessario para producdo de sementes de soja viaveis, para obter distintos efeitos na
degradacdo de clorofilas e na influéncia do genoma para permitir a producdo das enzimas especificas
de germinagdo, a malato sintase e aisocitrato liase. Em sementes de soja, essas enzimas sdo chaves na
regulagdo do ciclo do glioxalato, onde os lipidios insolUvels das sementes so convertidos em aclcares
sollveis (sacarose) forma em que séo deslocados para os meristemas radiculares e apicais (Cioni et al.,
1981; Bewley & Black ,1994)

Jalink et a. (1998) apontaram 0 estado da maturidade como um importante aspecto da
qualidade de sementes e que as sementes imaturas ou n&o totalmente maduras séo geralmente de menor
gualidade que as sementes maduras. Os autores estudaram a intensidade da fluorescéncia em
tegumentos de sementes de repolho (Brassica oleracea) classificados de acordo com a intensidade da
fluorescéncia (baixa, média, alta e muito alta). Obtiveram resultados que indicaram a existéncia de uma
relacdo inversa entre a magnitude da fluorescéncia e a qualidade das sementes, expressa pelas
porcentagens de germinacdo, plantulas normais, taxa de germinagdo (Tsp - nUmero de dias para
alcancar 50% de germinagdo maxima) e uniformidade de germinacdo (T7s — Tos , NUMero maximo de
dias entre 25% e 75% de germinacdo maxima). Com esses dados propuseram a fluorescéncia da
clorofila do tegumento de sementes como um método ndo destrutivo para a determinacdo da
maturidade e da qualidade das sementes. Os autores explanaram sobre as vantagens do método por

expressar alta sensibilidade, ndo destruir a semente, pela rapidez com que a fluorescéncia é avaliada e



pela especificidade por um Unico elemento, a clorofila. Outros pigmentos ou substéancias, que podem
alterar a coloracdo da semente, mas ndo apresentam a emissdo da fluorescéncia no comprimento de
onda de excitagdo e emissao da clorofila, ndo contribuem para a identificacéo.

De acordo com Guiamét et al. (1990), o desenvolvimento de sementes esta correlacionado com

0 amarelecimento das vagens e das folhas, fazendo parte da senescéncia monocérpica.

Processo de senescéncia

A bioquimica precisa do processo de senescéncia € incerta (Noodén, 1984). O autor realizou
uma mini-revisdo para verificar a integracdo do desenvolvimento de vagem e a senescéncia
monocéarpica, assim como, formulou hipéteses na seqiiéncia das mudangas fisiol6gicas e na correlagéo
do controle que coordena as diferentes partes. Considerou 0 desenvolvimento de diferentes partes de
uma planta de soja como obviamente bem integrada, ainda assim a coordenagcdo sendo pouco
compreendida. Sumarizou e integrou dois aspectos do desenvolvimento reprodutivo em soja a)
desenvolvimento de vagem e b) senescéncia monocarpica (degeneracdo que conduz a morte do
organismo inteiro, no fina da fase reprodutiva), com énfase particular, no controle. Concluiu que em
Soja, a senescéncia monocarpica esta proximamente associada com o desenvolvimento de vagem e
ambas s80 sujeitas a uma série de controles correlativos. Os controles correlativos também funcionam
num estagio precoce do desenvolvimento reprodutivo (floragcdo e inicio de formagdo de vagem). A
natureza desses controles ndo estd amplamente conhecida, contudo, os hormonios, assim como 0S
fluxos de nutrientes parecem estar envolvidos.

Etileno e clorofila em semente foram positivamente correlacionados durante o amarelecimento
de semente, mas altos niveis de etileno, ndo parecem controlar a taxa de degradacéo da clorofila. O
pico da producéo de etileno iniciou depois que a perda de umidade e degradacdo da clorofila tinham
comegado, sugerindo que etileno enddgeno, ndo foi quem desencadeou estes eventos (Ward et al.,

1995).



Mclntyre (1987) formulou a hipétese de que a senescéncia das folhas € uma consequiéncia direta
de uma reducdo do contelido de agua dos tecidos e 0 comego € desencadeado quando a perda de agua
reduz o turgor das células abaixo de um certo nivel critico. Desde que os efeitos de injdrias da
senescéncia na membrana celular aumentam a taxa de transpiragéo, o processo de senescéncia, umavez
iniciado, tende a ser auto-manter.

Guiamét et al., (1991) citando véarios autores apontou a degradacéo da clorofila a mais notavel
das mudancas que ocorrem durante a senescéncia foliar e é freqlientemente usada como um indicador
deste processo. O desenvolvimento de embrides de soja, tegumentos da semente, parede das vagens e
folhas, normamente, sGo verdes e tornam-se amarelos durante a maturagdo da semente. O
desenvolvimento das sementes esta correlacionado com o amarel ecimento das paredes das vagens e das
folhas, as quais sdo partes da sindrome da senescéncia monocarpica. Todavia, para Noodén (1984)
devido o desenvolvimento de vagens e a senescéncia foliar estar proximamente entrelagados, muitas
vezes é dificil distingui-los.

Sendo os cotilédones essencialmente folhas modificadas, representando as primeiras folhas da
planta, entdo mudancas de pigmentacdo durante a maturagdo da semente podem estar ligadas ao
processo de amarelecimento na senescéncia foliar (Thomas & Smart, 1993; Raven et a., 2001).
Durante a senescéncia a clorofila desaparece e os produtos finais do catabolismo parecem ndo ser

pigmentados (Thomas & Smart, 1993).

Degradacao de clorofila.

Pouco é conhecido sobre a fisiologia de degradacéo da clorofila (Ward et al., 1992).

Na fotossintese, a energia luminosa é convertida em energia quimica e o carbono é fixado em
compostos organicos. A primeira etapa da fotossintese € a absor¢cdo de energia luminosa pelas
moléculas dos pigmentos. O cloroplasto é o sitio da fotossintese em organismos eucariéticos. As

reacOes de captacdo de luz ocorrem nos tilacdides, onde a clorofila e outros pigmentos séo encontrados.



A sequéncia de reaces através das quais a energia € usada para sintetizar os compostos contendo
carbono ocorre no estroma, matriz que circunda os tilacéides (Raven et al., 2001). Nas consideracdes
de Sinnecker (2002), as clorofilas e as enzimas requeridas para reagcGes luminosas encontram-se
incrustradas nas membranas tilacoides, associadas a proteinas.

Sinnecker (2002), revisando o assunto verificou que as clorofilas sdo ésteres, solUveis na
maioria dos solventes organicos (etanol, acetona, benzeno, éter e cloroférmio), mas ndo sdo sollveis
em agua. Sdo extremamente |&beis, sensiveis a luz, ao calor, ao oxigénio e a degradacdo quimica. As
clorofilas sdo fluorescentes quando estéo em solucéo. Todas as plantas verdes contém, clorofila a e
clorofila b. Ambas as clorofilas a e b, sdo derivadas da dehidroporfirina quelada com um aomo de
magnésio, localizado no centro da molécula. Todas as clorofilas sdo porfirinas. O &omo central de
magnésio é facilmente removido da clorofila, principalmente em condicbes &cidas, sendo substituido
por hidrogénio, formando as feofitinas. A hidrdlise do grupo fitol da feofitina com écido ou acali,
origina os feoforbideos. A clivagem do grupo fitol sem remocdo do ion magnésio é geralmente
catalisada de forma enzimatica pela clorofilase endégena, produzindo os clorofilideos.

O mecanismo proposto para a degradacdo da clorofila em tecidos vegetais por Heaton &
Marangoni (1996) compreende as seguintes etapas. ocorre a conversdo da clorofila — feofitina —
feoforbideo ou, em clorofila— clorofilideo — feoforbideo. Ocorre a perda primaria do ion magnésio, em
meio &cido, com formagéo de feofitina, seguida da clivagem da cadeia fitol para formar feoforbideo;
ou, ocorre clivagem do grupo fitol, pela agdo de enzima clorofilase, formando clorofilideo, que também
pela remocdo de seu ion magnésio pode ser convertido em feoforbideo. A especificidade enzimética
pode aumentar com peguenas variagdes de pH para remogdo da molécula de clorofilideo das ligactes
de proteina com a clorofila a e com clorofila b e, provavelmente, remover o atomo de magnésio do
centro. Essa remocdo do magnésio pode também ser propiciada pela enzima magnésio-dequel atase.
Embora, sua existéncia ainda ndo ter sido confirmada, as evidéncias sugerem que essa enzima exerca

um papel no catabolismo da clorofila. As seguintes etapas ocorrem: com a clivagem do anel de
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porfirina, de forma provavel, pela agdo da enzima oxigenase, formando compostos fluorescentes e
incolores. A agdo dessa enzima requer um redutor como cofator (glucose-6-fosfato). Os compostos séo
exportados dos cloroplastos para os vaclolos, local que sdo convertidos em compostos nao
fluorescentes “rusty pigments’. Uma mudanca da localizagdo das duplas ligagOes leva a perda de
fluorescéncia. N&o é conhecido, se nesse momento, os compostos ndo fluorescentes sdo ainda
degradados dentro do vacuolo ou se permanecem estaveis até a morte da célula.

Com o objetivo de estudar a degradacéo da clorofila Sinnecker (2002) estabeleceu um
plangjamento experimental consistindo de: @) estudar o perfil dos pigmentos (clorofila e derivados
coloridos) em graos de soja de trés cultivares, em seis estadios de maturacéo Rs a Rg (com a adicdo
temporal de trés estédios intermedi&rios Re-R7(1); Re-R7(I1); Rs-Ry(111), visando possibilitar a
identificacdo dos compostos intermediarios da degradacdo da clorofila), em dois anos alternados; b)
identificar e caracterizar os produtos de degradacéo da clorofila das sementes apds submete-las a trés
condicdes de secagem (temperatura ambiente a 25°C e em estufa nas temperaturas de 40°C e 75°C) e,
C) propor possiveis mecanismos quimicos e/ou bioquimicos envolvidos na degradacéo da clorofila. O
autor concluiu que tanto na maturacdo no campo, como ha secagem a temperatura de 25°C, o
mecanismo de degradac&o pareceu ocorrer por via enzimatica, com possibilidades de ser mediada pela
enzima oxigenase, com formag&o de compostos incolores. Na temperatura de 40°C, houve retencéo da
cor verde e 0 mecanismo pareceu ocorrer por duas vias: a via enzimética, mediada pelas enzimas
clorofilases, evidenciado pelo acumulo de derivados defitilados (clorofilideos e feoforbideos) e uma
segunda, a via quimica, evidenciada pelo acimulo de feofitinas. Na temperatura de 75°C, foi observado
também o acumulo de clorofilas e feofitina, que de forma provavel se deu pelainativacdo de todas as
enzimas e favorecimento da feofetizagdo. Ponderou ainda o autor que em soja, a degradacéo completa
da clorofila somente pode ser obtida quando colhida a partir do esté4dio R; e que a degradacdo em

sementes oleaginosas € fungdo do estéadio de maturacdo, do teor de umidade e da temperatura de

secagem.
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A gquantidade de clorofila para maioria das espécies decresce no tegumento da semente, durante
amaturagcdo, a0 mesmo tempo a cor da semente muda de verde para uma cor que depende da espécie e
valacom a cultivar. Esse processo € chamado “degreening” (Ward et al., 1995; Jalink et al., 1998).

O “degreening” da semente pode ser importante para reduzir a possibilidade da clorofila
produzir elétrons livres, os quais podem causar danos oxidativos. A deterioracdo de sementes durante o
armazenamento, frequentemente, tem sido relatada mediando danos oxidativos de radicais livres em

proteinas, acidos nucléicos e membranas (Jalink et al., 1999).

Participacao de mutantes na degradacao de clor ofila

Moreno-Martinez et al. (1994) enfatizaram o gendtipo sendo o fator intrinseco mais importante
nas sementes. Dentro do contexto de fatores potenciais contribuitivos na degradacdo de clorofila, Weis
(1970) observou ligagdes genéticas entre alguns tipos de mutantes, com resultados envolvendo genes
gue condicionam a coloracdo verde e amarela dos cotilédones de soja. Para Thomas & Smart (1993) os
caracteres de coloracdo estéo associados com variagdes no padréo de senescéncia das folhas. Guiamét
et a. (1990) registraram que genes mutantes podem modificar a senescéncia. No entendimento de Chao
et al. (1995), poucos sd0 0s estudos ultraestrutural, fisioldgico e genético que tém focado sobre
mutantes que retém clorofila

Em soja, Young & Roos (1978) numa abrangente revisdo, apontaram cotilédones verdes
resultando da retencéo de clorofila controlada pela combinagcdo de dois genes recessivos d; e db.
Guiamét et a. (1990) notaram que os genes d;d,, Gd;d, e CytG pareceram aterar a resposta de
senescéncia e, ainda observaram que CytG forneceu a primeira indicagdo de que genes que regulam a
senescéncia podem residir no genoma do cloroplasto. Mas, consideraram 0s autores, a existéncia de
pouco conhecimento a respeito da fisiologia das mudancas produzidas por genes mutantes e suas agoes
primarias. Os eventos mutacionais ocorrem aleatoriamente a qualquer momento e em qualquer célula

Em mutagdes condicionais, um aelo causa um fendtipo mutante em apenas determinado ambiente,
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aém de permitirem a determinacdo de um periodo sensivel do desenvolvimento, no qual o gene atua
em uma época especifica (Griffiths et al., 1996).

Num estudo ultraestrutural do impacto de mutagdes causadoras de retencdo de clorofila, durante
a embriogénese de soja, Chao et a. (1995) verificaram que o mutante nuclear duplo-recessivo
(d1d1d2d;) € um mutante citoplasmatico (CytG;), os quais foram identificados por seus tegumentos e
sementes verdes, mostraram ter elevados niveis de clorofila em sementes maduras. Consideraram genes
da fotossintese continuando a se expressar por um maior periodo, em sementes em desenvolvimento,
uma provavel explicagdo para a retencdo de clorofila nestes mutantes. Observaram ainda que, 0s
cloroplastos ficaram retidos por todo o desenvolvimento do embrido e explicaram que evidéncias
acumuladas sugerem os plastideos produzindo um fator essencial para a manutencéo da transcri¢do do
gene da fotossintese, sendo possivel que as mutagdes aterem um passo no sinal do caminho de
transducdo. Esse estudo ultraestrutural revelou ndo haver membranas internas na linhagem testemunha,
porém, numerosas membranas tilacéides empilhadas foram detectadas nas linhagens mutantes, did, e
CytG;. Nock et a. (1992) observaram a degradacdo da clorofila ser acompanhada por perdas de
proteinas, do estroma e de membranas tilacoides.

De acordo com Sinnecker (2002), a estabilidade da membrana tilacdide diminui com o aumento
da polaridade da molécula de clorofila provocado pela remocgdo do grupo fitol, um mecanismo de
degradacdo do pigmento verde. Isso resulta em ruptura das interagdes proteina-lipidio e, possivelmente,
em desnaturagdo das associagOes clorofila-proteina. A ruptura da membrana pode também liberar
plastoquinonas e carotendides e, assim, reduzir o transporte de elétrons e a habilidade de suprimir
radicais livres, respectivamente. O aumento de radicais livres pode causar alterages conformacionas
nas pontes de proteinas com a clorofila a e a clorofila b, desse modo, aumentar a susceptibilidade ao

ataque proteolitico.
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CAPITULO 1

PRESENCA DE SEMENTES ESVERDEADAS NA QUALIDADE FISIOLOGICA EM
SOJA!

MARIA DE FATIMA ZORATQ? SILMAR TEICHERT PESKE®, CLAUDIO TAKEDA* E JOSE DE
BARROS FRANCA NETO®

RESUMO - Sementes de soja, sobretudo, no Estado de Mato Grosso, regido dos cerrados, tém
apresentado cotilédones com degradacéo parcial de clorofila. A consequiéncia direta desse fenémeno €
0 descarte de muitos lotes, resultado de sua baixa qualidade. Com o objetivo de averiguar ainfluéncia
exercida pela clorofila na qualidade fisiol 6gica, em soja, foi desenvolvido este estudo. Foram utilizados
dois lotes comerciais (A e B) da cultivar MG/BR46-Conquista, ciclo precoce com 11,8% e 37,4%, de
sementes esverdeadas, segmentados em trés amostras. sementes sem manipulacdo (lote original),
sementes esverdeadas e sementes amarelas. Cada amostra consistiu de um tratamento. Através dos
testes de germinacdo, envelhecimento acelerado (24 horas), emergéncia em areia, tetrazdlio,
comprimento de raiz e plantula, peso de mil sementes, condutividade €l étrica e emergéncia em campo,
foi realizada a avaliacdo da qualidade das sementes, no momento de semeadura. As sementes
esverdeadas apresentaram menores germinacdo, viabilidade e vigor; maiores desuniformidade de
plantul as, taxa de deterioracéo e quantidade de lixiviados; menores comprimento de plantulas e peso de
mil sementes e baixa capacidade de emergéncia em campo, indiferente ao indice porcentual de
cotilédones com pigmentacéo verde, porém, o prejuizo foi maior no lote B, com 37,4% de sementes
esverdeadas. Pode-se inferir que clorofila é indicativo de reducdo da qualidade em sementes de soja.

Termos paraindexacéo: Glycine max, cotilédones esverdeados, senescéncia, deterioracdo, clorofila.
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GREEN SOYBEAN SEED IN THE PHYSIOLOGICAL QUALITY

ABSTRACT — Soybean seed, mainly from the state of Mato Grosso, savannah (cerrado) region, has
presented cotyledons with partial degradation of chlorophyll. The consequence of this phenomenon has
been the discarding of many seed lots, as result of their low quality. This study was developed with the
objective of investigating the influence played by chlorophyll, over the physiological quality of
soybean seed. Two commercial seed lots (A and B) of the cultivar MG/BR46-Conquista, early
maturing cycle, with 11,8% and 37,4% of green seeds, respectively. Were segmented into three
samples: original seed, green seed and yellow seed. Each sample composed one treatment. Seed quality
evaluation was determined by the germination test, accelerated aging (24 hours), seedling emergencein
sand, a tetrazolium test, seedling and radicle length, weight of a thousand seeds, electric conductivity,
field emergence, all test performed at the time of planting. Green seed presented lower germination,
viability and vigor, and a lower level of uniformity between the seedlings, afaster rate of deterioration,
higher quantity of leachate, shorter plant length, lower one thousand seed weight, and a lower
germination capacity in the field, independent of the quantity of the percentage of cotyledons with
green pigmentation. However these losses were higher in the lot with 37,4% green seeds. It can be
concluded that chlorophyll isan indication of reduction quality in soybean seeds.

Index terms: Glycine max, green cotyledons, senescence, deterioration, chlorophyll.
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INTRODUCAO

A producéo brasileira de soja, sobretudo no Centro-Oeste, regido dos cerrados, tem sido afetada
por um fendmeno também preocupante em outros paises, a retencdo de clorofila. Os cotilédones
apresentam vestigios do pigmento verde e a conseqiiéncia verificada na producéo de sementes é o
decréscimo do vigor e da viabilidade.

Sementes esverdeadas no Estado de Mato Grosso tém propiciado prejuizos na emergéncia em
campo, dificultando a formagdo de estandes recomendados para as diferentes cultivares, assm como,
muito descarte de lotes de sementes, no momento de semeadura, resultado de sua baixa qualidade
fisiolgica, principamente vigor.

A indlstria, outro segmento da cadeia da soja, do mesmo modo, tem apresentado problemas
decorrentes de recebimento de gréos ou sementes esverdeadas, em razdo da clorofila ser uma molécula
prooxidante, reduzir a estabilidade oxidativa do 6leo, além de diminuir a velocidade do processo de
hidrogenacdo devido a clorofila bloguear os centros ativos do catalisador (Endo et al., 1984; Usuki et
al., 1984; Ward et al., 1992 e 1995; Jalink et al., 1999; Sinnecker, 2002).

O teor de clorofila em sementes de soja é determinado pelo genétipo e sofre uma variagéo
significativa entre as cultivares. Esse nivel pode ser afetado, tanto pelo estédio de maturagdo como
pelas condi¢Bes de secagem, ou pelas condigdes climaticas que podem interferir no amadurecimento
normal em campo (Sinnecker, 2002).

Abordagens sdo registradas causadoras de sementes verdes em lavouras de soja, a exemplo da
desuniformidade de maturagdo, ataque de insetos, principalmente, percevejos que causam aretencéo de
hastes verdes (Camara & Heiffig, 2000). Porém, na discussao especifica deste trabalho, ndo séo estes
0s aspectos encontrados nos campos de producdo de sementes, em Mato Grosso.

A partir do estadio R; (maturidade fisiologica) até Rg (colheita), ndo se evidenciam distlrbios

na fenologia, ou sgja, a planta sofre a senescéncia, seguindo um padrdo de coloragdo normal de
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maturacdo, em relacdo ao total da populagéo. Entretanto, na debulha de vagens, pode se observar
algumas sementes com os cotilédones visivelmente esverdeados, sendo a localizagdo destas sementes
aeatdria, tanto na planta quanto navagem (Figuras 1 e 2).

A hipétese que, de forma provavel justifica a alteragdo de fisiologia das sementes na regido dos
cerrados, é a ocorréncia de estresse hidrico, associado as condi¢cdes do microclima, a exemplo da alta
temperatura do ar (acima de 30°C), baixa umidade relativa (abaixo de 50%), elevada intensidade
luminosa, baixa retencéo de umidade nos diferentes solos, principalmente, os arenosos e alta taxa de
evaporacao, no periodo considerado fundamental para a degradacdo da clorofila, o qual de acordo com
Fukushima & Lanfer-Marquez (2000), transcorre na passagem do estadio Rs para o estédio Ry.

Adams et al. (1983), estudando soja, e Ward et a. (1992) e (1995), canola, observaram em
campo, que quando a colheita foi realizada em condicdes de alta temperatura e baixa umidade relativa,
com rgpida perda de umidade, ou quando foram aplicados produtos quimicos dessecantes na cultura
para acelerar 0 amadurecimento, houve a ocorréncia de sementes verdes. De acordo com Sinnecker,
(2002), as clorofilas sdo ésteres, extremamente labeis, sensiveis a luz, a0 oxigénio e a degradacdo
quimica.

Nos estadios finais de maturagdo ocorre uma brusca perda de umidade devido a interrupgéo de
translocagdo de &gua e matéria organica para as sementes, quando a planta, a partir desse ponto, iniciaa
senescéncia e perde &gua por evaporagdo (Sinnecker, 2002). A dréstica reducdo no contelido de agua,
com a aproximagdo da maturidade, explica a inibicdo de desenvolvimento e o declinio associado a
atividade metabdlica (Mclntyre, 1987). De acordo com Guiamét et al. (1991), o desenvolvimento de
sementes esta correlacionado com o amarelecimento das vagens e das folhas, fazendo parte da
sindrome da senescéncia monocéarpica, que Noodén (1984) definiu como sendo a degeneracdo que
conduz a morte do organismo inteiro, no final dafase reprodutiva.

De forma simulténea, com a maturagéo das sementes, ocorre a degradagéo da clorofila presente,

a sintese de agUcares solUveis e modificacfes nas proteinas solUveis (Adams et al., 1983; Steckel et al.,
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1989; Ward et al., 1992 e 1995). No momento da aquisi¢cdo de tolerancia a dessecacéo, a clorofila é
fotossinteticamente inativa, devido ao metabolismo das sementes ser interrompido (Jalink et al., 1998).
Todavia, pouco é o conhecimento sobre a fisiologia e a bioquimica de degradacéo da clorofila (Ward et
al., 1992 e 1995).

As sementes desidratadas de maneira rdpida, ndo perdem a clorofila no mesmo grau como as
sementes desidratadas de forma lenta, que apresentam 1 pg clorofila/semente. As sementes
permanecem visivelmente verdes quando desidratadas rapidamente, chegando apresentar até 29 ug
clorofila/lsemente (Adams et al., 1983). Corroborando com essas informacdes, Sinnecker, (2002)
observou em campo, no avanco da maturacdo em soja ou em sementes colhidas antes do periodo de
maturidade fisiolégica, submetidas & secagem lenta & temperatura ambiente (25°C), um sistema
enzimatico envolvendo as enzimas oxigenases, que atuaram degradando o pigmento verde para
compostos incolores. Entretanto, observou, também, sementes que ainda ndo tinham completado seu
ciclo quando expostas & secagem répida em estufa, na temperatura de 40°C, o mecanismo de
degradacdo da clorofila parecendo ter ocorrido por duas vias: via enzimética, mediada por clorofilases,
formando pigmentos defitilados (clorofilideos e feoforbideos); e via quimica, evidenciada pelo
acumul o de feofitinas (pigmento acessorio do tipo clorofila que ndo possui ion magnésio).

A secagem reduz o teor de &gua, evitando a deterioracdo por reacOes enzimaticas ou por
desenvolvimento de microrganismos, que produzem lipases hidroliticas, tendo, como conseqiiéncia, o
teor de acidos graxos livres aumentados (Pritchard, 1983; Sinnecker, 2002).

Ensaios de Jalink et a. (1999) denotaram a maturidade das sementes sendo importante para
reduzir a possibilidade da clorofila produzir elétrons livres os quais podem causar injuria oxidativa. No
relato dos autores, a deterioragdo das sementes durante o armazenamento tem, de forma frequente, se
relacionado a radicais livres, mediando prejuizos oxidativos as proteinas, aos acidos nucléicos e as

membranas.
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Existe diversidade de situagtes em que a clorofila, pigmento verde que funciona como receptor
da energia luminosa no processo de fotossintese, se transforma em parémetro negativo, propiciando
reducéo de vigor e do poder germinativo em sementes de soja.

Com escassa informag&o na literatura e denotando importancia cada vez maior de conhecimento
dos mecanismos de acdo das sementes esverdeadas, foi desenvolvido este estudo para averiguar a

influéncia que a clorofila exerce na qualidade fisiol 6gica em sementes de soja.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados dois |otes comerciais de sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill), cultivar
MG/BR46-Conquista, ciclo precoce, produzidos na safra agricola 1999/2000, na regido sul do Mato
Grosso. Os lotes foram previamente selecionados de acordo com a presenca visual de sementes
esverdeadas, os quais apresentaram 11,8% e 37,4% e foram denominados de Lote A e Lote B,
respectivamente. Para cada lote foram trabalhadas trés amostras, segmentadas conforme a seguinte
ordem: sementes representativas do lote original, sem manipulacdo e, sementes que foram escolhidas e
retiradas do lote original e classificadas como: sem sinais visuais de pigmentacéo verde, consideradas
sementes amarelas e sementes com nuances (diferentes tons) de pigmentos verdes, consideradas
sementes esverdeadas. Cada amostra consistiu em um tratamento, sendo essa composta de
aproximadamente 1,2 kg de sementes.

O critério utilizado para a obtencdo da média porcentual de sementes esverdeadas nos lotes
originais foi 0 seguinte: sob lupa circular de 6 aumentos (6x) foram separadas 10 subamostras de 100
sementes cada, em quatro repeticdes, e contabilizada a presenca ou a auséncia de pigmento verde nos
cotilédones das sementes, que ndo foram expostas a nenhum tratamento, a exemplo de pré
umedecimento. Foi considerada toda e qualquer nuance de pigmento nos cotilédones da semente, entéo
retirada para contagem (Figuras 3 e 4). Em caso de duvida, foi retirado o tegumento da semente para
melhor visualizagcdo e confirmacdo de vestigio (sinal) verde. Os resultados, expressos em numeros
inteiros, foram computados para as 10 subamostras e realizada a média porcentual para cada repeticao.

Na época de semeadura (novembro), no laboratério da Associagdo de Produtores de Sementes
de Mato Grosso — APROSMAT, Rondondpolis-MT, no laboratério de Tecnologia de Sementes da
Embrapa Soja, Londrina-PR e no campo da Fazenda Girassol, Pedra PretaMT, as sementes que
permaneceram armazenadas em camara controlada a temperatura de 20°C + 2°C e umidade relativa

50%, no periodo de maio a novembro/2000, foram submetidas aos seguintes testes:
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Teste de germinacdo (G) — foram utilizadas quatro subamostras de 50 sementes em cada
tratamento, por repeticdo. A semeadura foi realizada em rolo de papel-toalha, marca Germitest,
umedecido com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes o0 peso do substrato seco e colocado em
germinador sob temperatura constante de 25°C + 1°C. As avaiagdes foram efetuadas no quinto dia
apos instalacdo e o resultado expresso em porcentagem de pléantulas normais, conforme critérios
estabel ecidos pelas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992).

Envelhecimento acelerado (EA) — foram utilizadas 200 sementes, para cada tratamento, por
repeticdo, distribuidas em camada uniforme sobre uma tela de aluminio fixada no interior de caixa
plastica tipo gerbox, funcionando como um compartimento individual (mini-camara). Em cada mini-
camara foram adicionados 40 mL de &gua e colocadas a seguir, em camara tipo BOD, regulada a 41°C
+ 1°C, por 24 horas (Marcos Filho, 1999). Apés o periodo de exposicao, duas subamostras de 100
sementes, para cada tratamento, por repeticdo, foram semeadas em areia.

Emergéncia em areia (EAR) — foram semeadas duas subamostras de 100 sementes, para cada
tratamento, por repeticdo em bandejas de plastico (27cm x 32cm x 6¢cm), contendo areia umedecida a
60% da capacidade de retencéo e deixadas para emergir em ambiente ndo controlado. A avaliacdo foi
efetuada no quinto dia apods a instalacdo do teste, removendo as pléantulas e contabilizando plantulas
normais e anormais e sementes deterioradas e/ou mortas. Os resultados foram expressos em porcentual
de pléntulas normais, conforme critérios estabel ecidos pelas Regras para Andlise de Sementes (Brasil,
1992).

Teste de tetrazolio (TZ) — foi redlizado empregando duas subamostras de 50 sementes, em
cada tratamento, por repeticdo. As sementes foram pré-umedecidas em papel-toalha com &gua por 16
horas, & temperatura média de 25°C. Apés o periodo, as sementes foram colocadas em copos plésticos,
submersas em solugdo 0,05% de sal de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio, por 150 minutos, a

temperatura de 35°C + 1°C, em estufa. Vencido o periodo de coloracdo, a solucdo foi drenada e as
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sementes foram lavadas em é&gua corrente. As avaliagdes de vigor e viabilidade, assm como os
principais danos fisiol6gicos das sementes, foram efetuadas de acordo com critérios de Franca-Neto et
al. (1998) e Zorato (2001).

Comprimento de plantula (CP) — foi efetuado com quatro subamostras de 10 sementes em
cada tratamento, por repeticdo. A disposicdo das sementes foi no terco superior da folha de papel-
toalha, marca Germitest, com o0 hilo voltado para a parte inferior, posicdo que facilita o
desenvolvimento retilineo da raiz e do hipocdtilo. O substrato foi umedecido 2,5 vezes seu peso seco
em 4gua e os rolos foram colocados inclinados (45°%) em germinador, em auséncia de luz, a25°C + 1°C,
durante cinco dias (Nakagawa, 1999). No final desse periodo, foram consideradas apenas as plantulas
normais, de acordo com Brasil (1992) e medidas em centimetros (extremidade da raiz até o ponto de
insercdo dos cotilédones).

Peso de mil sementes (PMS) — foram empregadas oito subamostras de 100 sementes, em cada
tratamento, por repeticéo, de acordo com critérios das Regras para Analise de Sementes (Brasil, 1992).

Condutividade elétrica (CE) — teste realizado no laboratério de tecnologia de sementes, na
Embrapa Soja, LondrinaPR, com uma subamostra de 100 sementes, para cada tratamento, por
repeticdo. Colocadas para embeber em recipientes pléasticos contendo uma célula para cada semente
submersa em &gua destilada, por periodo de 24 horas a temperatura de 20°C. Apds esse periodo,
seguiu-se a leitura em condutivimetro modelo ASA 610, sendo o resultado expresso em porcentagem
de viabilidade, tendo como referéncia o ponto de particdo 90 pA/semente.

Emergéncia em campo (EC) — teste realizado na Fazenda Girassol, municipio de Pedra Preta-
MT, solo do tipo Latossolo Vermelho escuro distréfico, textura argilosa, utilizando 400 sementes
(quatro subamostras de 100 sementes), em cada tratamento, por repeticdo. Semeadas em linhas de
1,50m de comprimento, espacadas de 0,50m e 0,03m de profundidade. No periodo apds semeadura e
inicio de emergéncia foram utilizadas irrigagfes. Os resultados foram expressos em porcentagem de

plantul as emergidas, avaliadas ao décimo segundo dia apos a semeadura.
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Procedimentos estatisticos - o delineamento experimental utilizado foi o de blocos
casualizados, com quatro repeticdes e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5%. Os dados em
porcentagens foram transformados em arc seno da raiz quadrada de x/100. As andlises estatisticas

foram executadas através do Sistema de Andlise Estatistica— SANEST (Zonta & Machado, 1986).
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RESUL TADOSE DISCUSSAO

Nos resultados obtidos foi constatada a presenca de pigmentos verdes interferindo em vigor e
poder germinativo das sementes. Porém, ficou bem estabelecido na cultivar estudada, que sua
influéncia € maior, quanto mais elevado for o porcentual de sementes esverdeadas presentes no lote e,
no caso especifico, o lote B que apresentava 37,4%, em relacdo ao lote A com 11,8%. Também foi
possivel evidenciar a tendéncia de reducdo da qualidade, nos testes efetuados, nos tratamentos que
apresentavam todas as sementes com nuances da cor verde nos cotilédones (sementes com aparéncia
em diferentes tons de verde), quando comparados com sementes originais (lotes sem manipulacéo) e
com as sementes amarel as (retiradas as sementes esverdeadas).

No teste de germinacdo (Tabela 1), que nos relatos de Marcos-Filho (1999), fornece
informacfes sobre o potencial de uma amostra sob condi¢fes 6timas de ambiente, o porcentual de
plantulas normais nos tratamentos com sementes esverdeadas foi inferior, quando relacionado aos
tratamentos com sementes originais e sementes amarelas. Houve também, nos dois lotes A e B,
diferenca significativa entre os tratamentos de sementes amarelas e de sementes originais, em razéo
dessas Ultimas apresentarem influéncia do pigmento verde.

As sementes com cotilédones esverdeados demonstraram baixa capacidade germinativa e
desuniformidade quanto ao desempenho de pléantulas (referente ao tamanho de plantula e formagdo do
sistema radicular). No entanto, as sementes amarelas originaram plantulas que se caracterizaram,
visuamente por sistemas radiculares mais desenvolvidos, crescimento homogéneo e maior
porcentagem de plantulas normais (Figuras 5 e 6). Esses resultados reiteram os obtidos por Jalink et al.
(1998), quando compararam baixo, médio e alto sinal de fluorescéncia de clorofila e verificaram na
amostra de alto sinal, desempenho significativamente reduzido em quase todos os aspectos, como
exemplo, germinacdo, plantulas normais, taxa e uniformidade de germinacdo. Medina et a. (1997),

também encontraram os indices de germinagdo superiores nos tratamentos em que foram retiradas as
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sementes esverdeadas e verdes. Jalink et al. (1999), observaram em sementes que fisiol ogicamente ndo
completaram a maturagéo, baixo nimero de plantulas normais.

No teste de envelhecimento acelerado (Tabela 1), as sementes amarelas expressaram maior
porcentual de pléantulas normais, uniformidade nos tamanhos das pléantulas e melhor desenvolvimento
do sistema radicular, embora, ndo se diferenciando estatisticamente quando comparadas as sementes
originais, nos dois lotes. Ja o efeito do envelhecimento sobre sementes com pigmento verde foi mais
acentuado mostrando taxa de deterioragcdo avancgada, nos dois lotes estudados, e diferiram de forma
significativa das sementes originais e das sementes amarelas. Todavia, esta deterioracdo foi mais
elevada no lote B com 37,4% de sementes esverdeadas, apresentando comprometimento quase total das
células cotiledonares. Nos relatos de Mendonca et al. (2000), sementes de menor qualidade se
deterioram de forma mais rapida do que as mais vigorosas, quando expostas as condicdes adversas de
alta temperatura e umidade relativa no teste de envelhecimento acelerado.

De acordo com Endo et a. (1984), os produtos de oxidagdo da clorofila podem ter efeitos
prooxidantes ou atividades fotooxidativas e a clorofila pode reagir com compostos intermediérios de
peroxidacdo de lipidios e peréxidos. Wilson & McDonald (1986) foram consistentes no relato de que a
peroxidacdo de lipidios é uma das causas de deterioragdo das sementes e esta correlacionada com o
declinio de vigor e viabilidade.

Ainda em seus estudos Endo et al. (1984) observaram que a clorofila foi oxidada pela enzima
lipoxigenase na presenca de &cidos graxos insaturados. Oxidagdes de &cidos graxos insaturados séo
apontadas como reacdo priméaria no processo de envelhecimento, por produzirem radicais livres que
atacam posteriormente lipidios, proteinas e &cidos nuclécos numa reagcdo em cadeia (Harrington, 1973;
Vertucci & Leopold, 1987). Reagdes de oxidagdes, no processo de envel hecimento envolvem enzimas,
tal como lipoxidase e, enzimas oxidativas podem funcionar em baixa atividade da agua (Vertucci &
Leopold, 1987). Fatos estes que tornam mais compreensivel o declinio do potencial fisiolégico das

sementes esverdeadas com o periodo de armazenagem.
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No teste de tetrazdlio (Tabela 2), o decréscimo da qualidade foi notério em sementes com
cotilédones esverdeados, que sdo caracterizados no teste como deterioracdo por umidade (DU)
corroborando com os relatos de Costa et al., 2001. O indicativo de altos porcentuais de deterioracéo por
umidade na subclasse DU 4-5 - fator principal diferenciando os indices de vigor e viabilidade (Zorato,
2001), fornece subsidios quanto ao potencial de armazenagem ou mesmo reducdo do potencial
fisolégico no momento da semeadura. Com a manifestagdo de um dano de processo evolutivo, é
possivel justificar a reducdo da qualidade, principamente de vigor, com o passar do tempo de
armazenagem.

Ficou nitido que a abrangéncia da deterioracdo por umidade é preocupante nas diferentes
regides das sementes esverdeadas, desde que observadas as variabilidades nas tonalidades de verde.
Existe a concordancia da importancia vital do eixo embrionério (plimula e radiculd) nas sementes,
porém, os cotilédones quando detentores de pigmento verde mais intenso ficam seriamente
comprometidos, com grande quantidade de células deterioradas, 0 que pode provocar danos na
translocagdo de reservas para 0 eixo embrionario, no momento da germinacdo. Nos apontamentos de
Adams et al. (1983), a deterioracdo dos cotilédones pode implicar em prejuizos das enzimas isocitrato
liase e malato sintase, que sdo consideradas enzimas especificas de germinagdo, devido a0 seu
exclusivo papel na via do glioxalato. Essa via emprega enzimas e reacOes que ocorrem no ciclo do
acido citrico (Krebs), para habilitar a sintese liquida de glicose a partir de triacilgliceréis armazenados.
As duas enzimas especificas, ndo pré-existem numa formainativa em cotilédones, mas sdo sintetizadas
durante a germinagdo (Smith et al., 1974).

No teste de comprimento de plantulas (Figura 7), embora a andlise estatistica ndo tenha
evidenciado diferenca significativa entre os tratamentos, foi observado visuamente, prejuizo no
desenvolvimento de plantulas, oriundas de sementes com maior porcentagem de sementes de
pigmentacdo verde. Dan et al. (1987) verificaram maior comprimento de plantulas em lote de maior

vigor e justificaram esse fato, em razéo dessas pléantulas serem mais h&beis na utilizacdo de material de
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reserva existente nos cotilédones. Sementes com cotilédones esverdeados podem sofrer efeitos
deletérios causados por deterioracdo advinda da ndo-degradacdo de cloropigmentos, que de acordo com
Fukushima & Lanfer-Marquez (2000) sdo susceptiveis a muitas reacfes de degradacBes como
epimerizacdo, pirolise, hidroxilagdo, oxidacdo, fotooxidagao ou feofitinizacdo.

A influéncia ambiental no teste de emergéncia em campo (Tabela 1), também foi observada e
marcaram diferencas significativas entre os trés tratamentos, porém, nos tratamentos com sementes
esverdeadas, foi salientado o fator negativo da retencdo de clorofila. As sementes com residuos de
pigmentos verdes apresentaram menor nimero de plantulas emergidas e, de forma visivel, maior
desuniformidade no crescimento das plantulas, em relacdo as sementes originais e amarelas.
Cotilédones esverdeados mostraram sintomas tipicos de deterioracdo e a extensdo dessa, variou de
parcial até quase total nas sementes. Dependendo dessa abrangéncia, a semente deteriorada originou
plantula fraca, com possibilidades de ndo sustentar a continuidade do desenvolvimento da planta, ou
guando ndo, se tornou uma planta dominada entre as demais. De acordo com Kagawa et al. (1973), sob
condi¢cbes normais as plantulas emergem e os cotilédones se expandem em folhas completamente
funcionais, enquanto as reservas lipidicas sd80 exauridas. Assim, o comeco do metabolismo
fotossintético esta reciprocamente relacionado ao declinio do metabolismo do lipidio, que foi
translocado dos cotilédones e usados até que a plantula se torne autotréfica. Naluz dessas observacoes,
torna-se justificavel a interrupcéo do desenvolvimento da pléantula cuja origem foi de semente com
cotilédones esverdeados, a qual apresentou o processo de deterioracdo avancado, inviabilizando sua
continuidade. Observando que essa interrupcdo do desenvolvimento € dependente da nuance de
clorofila nos cotilédones, ou sgja, quanto mais intensa a colorag@o do pigmento, maior a possibilidade
de deterioracdo rapida da semente.

A viabilidade, através da condutividade elétrica (Tabela 1), confirmou a expectativa de menor
integridade de membranas das sementes que degradaram parcialmente a clorofila. O tratamento de

sementes esverdeadas apresentou maior quantidade de lixiviados, em relacdo as sementes originais e
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amarelas. Conforme visualizado por Adams et a. (1983), em sementes de soja que sofreram processo
de maturagdo e secagem répida e que ndo degradaram a clorofila, grande quantidade de fosfato
inorgéanico, acucares e proteinas solUveis foram lixiviados durante a embebicdo, em relacdo as que
secaram lentamente. Esses autores consideraram ainda que, a secagem rpida pode romper membranas
celulares e estruturas internas. Como observado por Wilson & Leopold (1986) a clorofila pode reagir
com compostos intermediarios de peroxidacdo de lipidios e a consequiéncia priméria dessa peroxidacdo
em tecidos pode ser a diminuicdo da competéncia respiratéria, assim como, o declinio gera da
integridade de membranas. Vieira & Krzyzanowski (1999) também relacionaram a quantidade de
lixiviados na solucéo de embebicdo a integridade das membranas celulares. As membranas tornando-se
permeédvels, pode ndo ocorrer a sintese de enzimas, a elongagdo celular e a divisdo da célula
(Harrington, 1973).

No peso de mil sementes (Tabela 1), a andlise estatistica computou diferencas significativas
entre os tratamentos de sementes esverdeadas em relacdo as sementes amarelas, nos dois lotes
estudados. Foram observados prejuizos em peso médio de 3,17 gramas (lote A) e 7,95 gramas (lote B),
para as sementes com cotilédones esverdeados, valores esses que manifestam o elo da clorofila, além
do aspecto fisiologico, também com o aspecto fisico das sementes. Medina et al. (1997), também
obtiveram menor peso em sementes de soja esverdeadas e verdes quando comparadas com as sementes
amarelas. Jalink et al. (1998) verificaram que amostras com baixo sina de fluorescéncia apresentaram
maior peso e apontaram as explicagdes de que as sementes ganharam peso durante a Ultima fase do
processo de maturagdo ou, as sementes mais pesadas degradam a clorofila de forma mais efetiva, ou
ainda, as sementes de baixo sina de fluorescéncia estavam mais velhas na planta e tiveram
desenvolvimento sob condi¢fes mais favoraveis. Egli (1975) observou 0 aumento de peso nas sementes
relacionado a capacidade da comunidade de plantas fixar carbono durante o periodo de enchimento ou
a translocacdo do carboidrato armazenado para outras partes da planta. Dornbos et al. (1989)

evidenciaram que a massa da semente, um componente primario de producdo, € determinada pela taxa
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de desenvolvimento da semente e pela duracéo do periodo de enchimento. Consideraram, também, uma
possivel relacdo entre massa de semente e o vigor quando essa massa € reduzida pelo estresse
ambiental. Fato esse, adequado para explicar menor vigor das sementes esverdeadas.

Com os resultados, abordagens e informacfes neste estudo, 0 que se pode enfatizar € a
importancia das condi¢des ambientais, durante as fases reprodutivas, e de forma especial, na deposi¢éo
de reservas das sementes e processos de amadurecimento, épocas que também as clorofilas sdo

degradadas.



CONCLUSOES

Diferentes quantidades de sementes esverdeadas interferem, em maior ou menor

intensidade, na qualidade fisiol 6gica de soja.

Em sementes detentoras de pigmento verde, o indice de deterioracdo por

umidade, na subclasse DU 4-5 do teste de tetrazdlio, avalia o risco do potencial

fisiologico do lote.

Clorofila éindicativo de reducdo na qualidade fisiol 6gica em sementes de soja.
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TABELA 1. Médias obtidas nos testes de ger minacéo, envelhecimento acelerado 24 horas, emergéncia em campo, condutividade
e peso de mil sementes, em dois lotes de sementes de soja A e B com 11,8% e 37,4%, respectivamente de sementes
esver deadas, segmentados em: semente original, semente amar ela e semente esver deada.

Germinacéo Env. acelerado 24 Emergéncia em campo Condutividade Peso de mil sementes
horas (%) (90 pA/semente) (gramas)
Tratamentos Plantulas normais (%)  Plantulas normais (%) Viabilidade (%)

Lote A Lote B Lote A Lote B Lote A Lote B Lote A LoteB Lote A LoteB
Semente amarela 86 A 69 A 84 A 66 A 88 A 76 A 86 A 71A 160,25 A 160,78 A
Semente original 78B 56 B 77 A 51A 8lB 56 B 82A 49B 159,30 AB 154,85 B
Semente esverdeada 51C 31C 41B 26B 60C 34C 53B 25C 157,08 B 152,83 B

CV (%) 3,01 491 6,88 9,46 3,64 2,93 6,80 7,21 0,88 0,90

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si peloTeste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Lote A (original): 11,8% de sementes esverdeadas e
Lote B (origina): 37,4% de sementes esverdeadas.
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TABELA 2. Médias obtidas de vigor, viabilidade e deterioracdo por umidade na subclasse DU 4-5, no teste de
tetrazdlio, em dois lotes de sementes de soja A e B com 11,8% e 37,4%, respectivamente de
sementes esverdeadas, segmentados em: semente original, semente amarela e semente

esver deada.
Tratamentos )
Tetrazélio (%)
Vigor Viabilidade DU 4-5

Lote A Lote B Lote A Lote B Lote A Lote B

Semente amarela 68 A 46 A 81A 68 A 8B 16 A

Semente origina 60 A 36 A 78 A 60 AB 12B 17 A

Semente esverdeada 4B 18B 68 A 45B 20A 22A
CV (%) 4,90 9,27 6,60 9,45 12,05 10,94

Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si peloTeste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Lote A (original): 11,8%
de sementes esverdeadas e Lote B (original): 37,4% de sementes esverdeadas.



FIGURA 1. Vagem com semente visivelmente FIGURA 2. (A) Sementes com maior intensidade
esverdeada e outra semente de cor normal de cor verde; (B) sementes de coloracdo normal de
(amarela). amadurecimento; (C) sementes com cor verde

menos intensa.
l‘ '.‘ -:-.u
¥

FIGURA 3. Sementes que foram retirados os
tegumentos par a observacao das diferentes nuances
de cor verde (clorofila) presentes nos cotilédones.

FIGURA 4. Teste de germinacgdo: (A) sementes de
coloracdo normal (amarela); (B) sementes com
intensidade de cor verde mediana; (C) sementes
com cotilédone esverdeado menos intenso; (D)
sementes com cotilédone esverdeado mais intenso;
(E) sementes com cotilédones de tonalidade verde
muito intensa.



Comprimento de plantulas (cm)

FIGURA 5. Teste de germinacao: (A) plantula
oriunda de semente com cotilédones esverdeados,
(B) plantula oriunda de semente com cotilédones de
coloracdo normal (amarela).
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FIGURA 6. Dados médios em porcentagem de
comprimento de plantulas (cm), em dois lotes de
sementes de soja A e B com 11,8% e 37,4%,
respectivamente de sementes esverdeadas,
segmentados em: semente original, semente
amar ela e semente esver deada.

CV (%) LoteA=1091 el oteB =21,62




CAPITULO 2

SEMENTESESVERDEADASEM SOJA: TESTESALTERNATIVOSPARA DETERMINAR
SUA QUALIDADE®

MARIA DE FATIMA ZORATO’, SILMAR TEICHERT PESKE®, CLAUDIO TAKEDA?® E JOSE DE
BARROS FRANGA NETOY

RESUMO - A comercializagdo antecipada de soja € uma realidade em Mato Grosso. Isso implica na
necessidade de testes réapidos, confiaveis e que permitam minimizar riscos futuros, principalmente,
guando existe um agente complicador a armazenabilidade, como € o caso de sementes com retencéo de
clorofila. Mudancas associadas a deterioragdo com consequente perda de vigor e viabilidade séo
notadas nesse tipo de semente, fazendo-se necessario o conhecimento da localizag&o e abrangéncia dos
pontos deteriorativos. Objetivando avaliar testes que sejam factiveis e tenham potencial de determinar a
qualidade de sementes esverdeadas, foi realizado este estudo. FMT-Tucunaré, ciclo semi-precoce, e E-
313, FMT-Arara Azul e M-SOY 9350, ciclo tardio, que apresentavam 25,7%, 26,8%, 22,6% e 15,6%,
respectivamente, de sementes esverdeadas, foram as cultivares estudadas. Para cada cultivar foi
utilizada uma amostra testemunha, isenta de pigmento verde. Cada amostra constituiu um tratamento.
A quaidade foi avaliada em duas épocas (inicial, maio/2001 e final, novembro/2001), através dos
testes de germinacdo, tetrazélio, emergéncia em areia, envelhecimento acelerado (24 horas e 48 horas)
utilizando tetrazolio em substituicdo a germinagdo e massa seca de plantulas. No teste de tetrazdlio, a
subclasse DU 4-5 indica a deterioracéo por umidade, como principal problema fisioldgico evolutivo e o
tetrazdlio em substituicdo a germinacéo no teste de envelhecimento acelerado, 24 horas, pode avaliar o
risco do potencial fisiolégico do lote, em sementes esverdeadas.

Termos para indexacado: Glycine max, deterioragéo, clorofila, vigor.

® Aceito para publicagdo em: / / ; parte da tese de Doutorado apresentada pelo primeiro autor a0 Programa de Pés-
Graduac&o em Ciéncia e Tecnologia de Sementes, FAEM, UFPel.
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GREEN SOYBEAN SEED: ALTERNATIVE TESTSTO DETERMINE THE QUALITY

ABSTRACT - The anticipation of the commercialization of soybean seed in the Mato Grosso is a
reality. This implies the necessity of areliable quick testing method for seed, which will minimize and
help future risk control, principally when there is a complicating agent to storage, such is the case with
seed that has chlorophyll retention. Changes associated with deterioration, and the consequent loss of
vigor and germination are noticeable in this type of seed, and as a consequence there is a necessity to
know the location and extension of these deteriorative points. Focusing on the objective of evaluation
with feasible tests, that have the potential to determine the green seed quality, this study was carried out
using: FMT-Tucunare, with an early maturing cycle, E-313, FMT-Arara Azul, and M-Soy 9350, with
late maturing cycles, which presented 25,7%, 26,8%, 22,6% and 15,6%, respectively, of green seed
were the cultivars in this study. As a control, within each cultivar, there was a lot without green
pigmention, and a new lot with each treatment. The quality of the seed was evaluated in two periods
(initial, may/2001 and final, November/2001) through germination tests, tetrazolium, emergence in
sand, accelerated aging (24 hours and 48 hours) using tetrazolium to replace germination, plus of dry
matter. In the tetrazolium test, the subclass DU 4-5 indicated that the deterioration due to humidity, the
main physiological problem that evolves in green seeds. The tetrazolium test, in substitution to

accelerated aging germination test, 24 hours can be utilized in determining the quality of green seeds.

Index terms: Glycine max, deterioration, chlorophyll, vigor.

46



INTRODUCAO

O comércio de sementes de soja (Glycine max (L.) Merrill) tem sido realizado de forma
antecipada em Mato Grosso. 1sso implica na necessidade de programas de verificagcdo da qualidade que
sejam habeis na utilizac8o de testes rpidos, confiaveis e que permitam minimizar riscos futuros.

Na regido dos cerrados tem surgido um agente complicador a armazenabilidade de sementes de
soja. Trata-se do declinio de clorofila e seus derivados nos cotilédones, que nas observactes de Noodén
(1984) sofre ainterferéncia das condigdes ambientais durante a fase de maturagéo.

Os cotilédones sdo considerados essencialmente folhas modificadas representando as primeiras
folhas da planta (Raven et al., 2001). Portanto, as mudancas na pigmentacéo durante a maturacdo das
sementes podem estar ligadas a0 processo de amarelecimento na senescéncia foliar, que compreende
um ndmero de alteragles fisioldgicas e bioquimicas (Thomas & Smart, 1993). Entretanto, 0 processo
bioguimico ndo é bem conhecido e, devido ao desenvolvimento de vagens e a senescéncia foliar estar
proximamente entrel acados, muitas vezes, torna-se dificil separa-los (Noodén, 1984). A degradacéo de
clorofila esta ligada a um uso forgado de todos os componentes do processo de senescéncia, tais como,
degradacdo de proteina, mudancas na atividade de enzimas e nos padrfes de izoenzimas (Thomas &
Stoddart, 1975).

A medida que os cotilédones iniciam sua expans3o, inicia-se também a deposicdo de reservas e,
sendo parte do embrido, € um tecido vivo que dispde de todo aparato enzimatico necessario para
promover a degradacdo e o transporte de suas proprias substancias de reserva, visando nutrir o
crescimento do eixo embrionario na germinacdo (Carvalho & Nakagawa, 2000). A0 mesmo tempo em
gue as reservas estao sendo depositadas no embrido em desenvolvimento, o contelido de DNA e RNA
aumenta durante essa fase de expansdo e também ocorre a deposicdo das moléculas de RNA
mensageiro (MRNA), codificando as enzimas que degradardo as reservas armazenadas, durante o

processo de germinagdo. Quando o embrido alcanca seu tamanho méximo e a deposicdo de reservas €
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completada tem-se, entdo, o inicio da maturacéo e da desidratacéo das sementes (Bryant, 1989; Bewley
& Black, 1994).

Adams et al. (1983) colocaram alto grau de importancia no processo de maturagdo de sementes
de soja, sob a desidratacdo lenta com efeitos distintos na degradacéo de clorofila, situagdo essa que
permite a producdo de isocitrato liase e malato sintase, enzimas especificas de germinago, em raz&o de
seu papel no ciclo do glioxalato. Nesse ciclo, os lipidios insolGveis das sementes sdo convertidos em
acucares solUveis (sacarose), forma em que sdo deslocados para 0s meristemas radiculares e apicais
(Cioni et a., 1981).

Algumas mudangas associadas com deterioracdo tais como, diminuicdo de germinagdo, reducdo
da taxa de crescimento de plantulas, diminuicdo da tolerancia as condi¢cdes adversas de ambiente e
perda de germinabilidade, ocorrem quando as sementes ficam armazenadas (Anderson, 1973). Para
avaliar essas mudancas é realizado o teste de envelhecimento acelerado, que prediz o potencial de
armazenamento dos lotes, submetido a ambiente adverso de temperatura e umidade relativa, com base
na velocidade de deterioragdo das sementes (Marcos-Filho, 1999). Embora, Priestly & Leopold (1983)
observaram 0 mecanismo de envelhecimento acelerado sendo diferente do envelhecimento fisioldgico
natural em sementes de soja.

Os sintomas do envelhecimento das sementes podem ser medidos baseados no progresso desse
envelhecimento, resultados de mudancgas em reagdes bioquimicas que ocorrem nas sementes com o
passar do tempo (Harrington, 1973). Para observagdes de alteracfes bioquimicas nos tecidos, diversos
testes foram desenvolvidos para medir um ou um grupo de reacdes que declinam em atividade com a
idade das sementes. O teste de tetrazdlio, que mede a atividade das enzimas desidrogenases é 0 mais
comumente usado (Harrington, 1973; Franca Neto et al., 1998). O grau de atividade das desidrogenases
€ a base de um teste in situ para a viabilidade das sementes em poucas horas de embebicéo (Chauhan,

1985).
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Pontos de crescimento (meristema da radicula e plumula) do eixo embrionério sdo atamente
susceptiveis aos efeitos do envelhecimento em termos de reacéo do tetrazdlio e, logo, concebidas como
regifes de “células chaves” que representam uma pequena fragdo do total da semente e essenciais para
apreservacao da viabilidade da mesma (Roberts, 1973; Banerjee, 1978; Purkar & Negi, 1982). Quando
0 processo deteriorativo nas “células chaves” excedem um certo limiar, resulta num estado de néo-
retorno e a semente inteira € incapaz de germinar, apesar da disponibilidade da reserva alimenticia
(Chauhan, 1985). Harrington (1973) considerou somente o eixo embrionario, incluindo células
meristeméticas da radicula e plumula, sendo essencial para uma semente produzir uma plantula e, caso
essas células estejam mortas ou ndo-funcionais, nenhuma quantidade de células de outras partes da
semente possibilitara desenvolvimento de uma pléantula normal .

Baseando-se nos principios dos testes de envelhecimento acelerado e de tetrazdlio é possivel
uma associagao de protocol os que estabel eca a localizagdo e a sequiéncia dos pontos de deterioracdo nas
sementes, num intervalo de tempo menor que o rotineiro, no qual se utiliza o teste padréo de
germinagao.

Em soja envelhecida de forma artificial e imediatamente submetida ao tetrazdlio, os 6rgéos mais
sensiveis ao envelhecimento foram plumula e radicula, enquanto os cotilédones foram altamente
resistentes (Chauhan, 1985).

A visualizagdo dos pontos deteriorativos iniciais, que conduzem a morte das células nas regides
vitais das sementes e a reducdo do periodo utilizada para obtencéo de resultados no envelhecimento
acelerado, seguido por tetrazdlio, além de soja, tem sido estudada em vérias espécies. Em cebola e
cevada, Banerjee (1978) observou a deterioracdo se iniciando no eixo embrionario e avangando em
direcdo a porcdo mediana, regido em gque a morte dos tecidos condiciona a perda total da capacidade
germinativa das sementes. Em trigo e ervilha, Purkar & Negi (1982) verificaram a primeira indicacdo
de deterioracdo comegando no dpice da raiz e progredindo pela regido do hipocétilo e mesocdtilo.

Quase simultaneamente, comegou a deterioragdo no par de cotilédones que também progrediu através

49



do mesocdtilo. Em sorgo, os primeiros tecidos apresentando deterioragdo foi na extremidade do
escutelo (Krishnasamy, 1985) e, em arroz (Krishnasamy & Seshu, 1989) a deterioragéo se iniciou no
coledptilo e progrediu para o epiblasto, escama lateral, escama ventral, coleoriza, plumula, radicula,
mesocdtilo e escutelo.

A reducdo do periodo pode se traduzir em decisdes rapidas e mais confidveis na producdo de
sementes de soja, caso sgja evidenciado os efeitos dos pigmentos verdes no potencia fisioldgico. A
execucdo do teste de envelhecimento, em soja, de acordo com Costa et al. (1984) € de sete dias.
Entretanto, no envelhecimento acelerado empregando-se o teste de tetrazdlio em substituicdo a
germinagao, os resultados podem ser alcangados em dois dias (48 horas). Em milho, Bittencourt (1999)
observou ser possivel a reducdo de oito para trés dias, 0 tempo necessario para finalizacgo do teste,
além de possibilitar informactes semel hantes as fornecidas pelo teste de germinacéo.

A quadidade fisiologica de sementes esverdeadas demanda informacBes sobre vigor e
viabilidade que sejam compativeis com a emergéncia em campo, na época de semeadura.

O presente estudo teve como objetivos avaliar a sensibilidade de interagdo dos testes de
envelhecimento acelerado e do tetrazdlio usado em substituicdo a germinagdo, assim como, aplicar e
dar amplitude a técnicas com protocolos descritos em literatura, que sgjam factiveis e possam

determinar a qualidade das sementes de soja apresentando sinais de clorofila nos cotilédones.
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MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado com lotes comerciais em sementes de soja de cultivares pertencentes aos
grupos de maturacdo semi-precoce (FMT-Tucunaré) e tardio (E-313, FMT-Arara Azul e M-Soy 9350),
produzidas na safra agricola 2001/02, oriundas de campos de producdo da regido Sul do Estado de
Mato Grosso.

A escolha de lotes foi baseada na presenca visual de pigmentacdo verde existente nos
cotilédones das sementes. 25,7%; 26,8%; 22,6% e 15,6% respectivamente, nas cultivares descritas
acima. Outras fontes de base foram os resultados de verificacdo da qualidadeinicial, através do teste de
tetrazdlio e do teste de germinac&o. Para testemunha, utilizou-se para cada cultivar, amostra de um lote
de sementes oritindo de campo que ndo produziu sementes esverdeadas. Portanto, ndo prejudicado com
estresse ambiental durante as fases de deposicéo de reservas (Rs) e de maturacdo fisioldgica (Ry),
periodos considerados importantes na degradacéo da clorofila.

As amostras testemunhas e as amostras com sementes esverdeadas constituiram os tratamentos
e esses continham aproximadamente 1,2 kg de sementes cada um.

O critério utilizado para a obtencdo da média porcentua de sementes esverdeadas nos lotes foi a
seguinte: sob lupa circular de seis aumentos (6x), foram separadas 10 subamostras de 100 sementes
cada, em quatro repetiches, e contabilizada a presenca de sementes com pigmento verde nos
cotilédones (sem nenhum tratamento, a exemplo de pré-umedecimento). Foi considerada toda e
gualquer nuance de pigmento nos cotilédones e entdo, retirada a semente para contagem. Em caso de
duvida, foram retirados os tegumentos para melhor visualizagdo e confirmagdo dos vestigios (sinais)
verdes (Figuras 1 e 2). Os resultados, expresso em numeros inteiros, foram computados para as 10
subamostras e realizada a média porcentual para cada repeticao.

Os tratamentos foram submetidos as andlises de qualidade no laboratério da Associacgdo dos

Produtores de Sementes de Mato Grosso — APROSMAT, RondonopolissMT, em duas épocas distintas:
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inicio de armazenamento, quando da formac&o de lotes, correspondente a fase de pds-beneficiamento,
em maio/2001, e época fina de armazenamento, correspondente ao periodo de semeadura, em
novembro/2001. As sementes permaneceram armazenadas em condi¢des controladas de temperatura
(20°C + 2°C) e umidade relativa (50%).

As avaliagbes da qualidade das sementes foram através dos seguintes testes:

Teste de germinacao (G) — realizado na época final/novembro e utilizadas quatro subamostras
de 50 sementes em cada tratamento, por repeticdo. A semeadura foi realizada em rolo de papel-toalha,
marca Germitest, umedecido com quantidade de &gua equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco
e colocado em germinador sob temperatura constante de 25°C + 1°C. As avaliacdes foram efetuadas no
quinto dia apos a instalacéo do teste, seguindo critérios de Brasil (1992) e o resultado expresso em
porcentagem de pléntulas normais.

Teste de tetrazolio (TZ) — redlizado nas duas épocas (inicial e fina), nas quais foram
empregadas duas subamostras de 50 sementes, em cada tratamento, por repeticdo. As sementes foram
pré-umedecidas em papel-toalha, por 16 horas & temperatura média de 25°C. Apds o periodo de
embebicdo, as sementes foram colocadas em copos plasticos, submersas em solucdo 0,05% de sal de
2,3,5 trifenil cloreto de tetrazélio, por 150 minutos, & temperatura de 35° + 1°C , em estufa. Vencido o
periodo de coloracdo, a solucdo foi drenada e as sementes foram lavadas em é&gua corrente. As
avaliacOes de vigor e viabilidade, assim como os principais danos fisiolégicos nas sementes, foram
realizados de acordo com os critérios de Franca-Neto et al. (1998) e Zorato (2001).

Envelhecimento acelerado (EA) + tetrazdlio (TZ) — realizados na época inicia (maio), em
dois periodos. 24 horas e 48 horas. No envelhecimento acelerado foram utilizadas 200 sementes para
cada tratamento, por repeticado, distribuidas em camada uniforme sobre umatela de aluminio fixada no
interior de caixa pléastica tipo gerbox, funcionando como um compartimento individual (mini-camara).

Em cada mini-camara foram adicionados 40 mL de &gua e colocadas a seguir, em camara tipo BOD,
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regulada a 41°C + 1°C (Marcos Filho, 1999). Apds os periodos de exposicdo, duas subamostras de 50
sementes, para cada periodo (24 horas e 48 horas), para cada tratamento, por repeticdo, foram
submetidas a emergéncia em areia. Outras duas subamostras de 50 sementes, para cada periodo (24
horas e 48 horas), para cada tratamento, por repeticéo, foram colocadas diretamente na solucéo de TZ
(protocolo descrito anteriormente, desconsiderando o pré-umedecimento).

Emergéncia em areia (EAR) — realizado em duas situacfes. na época inicial e final, nas quais
foram utilizadas duas subamostras de 100 sementes, para cada tratamento, por repeticdo, nas duas
épocas. As sementes foram semeadas em bandejas de plastico (27cm x 32cm x 6 cm), contendo areia
umedecida a 60% da capacidade de saturagdo de agua. E na época inicial (maio), apds o
envel hecimento acelerado, duas subamostras de 50 sementes, para cada periodo (24 horas e 48 horas),
para cada tratamento, por repeticéo, foram semeadas. As avaliacdes foram efetuadas no quinto dia apos
ainstalacdo do teste e os resultados expressos em porcentual de plantulas normais (Brasil, 1992), sendo
essas também classificadas em porcentual de plantulas fortes, de acordo com Nakagawa (1999).

Massa seca das plantulas (MS) — redizado na época final (novembro), determinado com
guatro subamostras de 10 sementes em cada tratamento, por repeticdo. A disposicdo das sementes foi
no terco superior do papel-toalha, marca Germitest, com o hilo voltado para a parte inferior, posi¢éo
gue facilita o desenvolvimento retilineo da raiz e do hipocétilo. O substrato foi umedecido 2,5 vezes
Seu peso seco em &gua e os rolos colocados inclinados (45°) em germinador, em auséncia de luz, a
25°C + 1°C, durante cinco dias. No final desse periodo, as plantulas normais de cada tratamento e
repeticdo foram retiradas e com auxilio de um bisturi, foram removidos os cotilédones, para a extragéo
dos eixos embrionarios. Esses foram colocados em recipientes de aluminio previamente pesados e, a
seguir, colocados para secar em estufa termoelétrica regulada a 80°C, durante 24 horas. Apds o

periodo, as amostras foram colocadas para resfriamento de 15 minutos em dessecador. As repeticoes,
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pos-resfriamento, foram pesadas em balanca de precisdo com quatro casas decimais e determinada a
massa seca, expresso em mg/plantula (Nakagawa, 1999).

Procedimentos estatisticos - O delineamento experimental foi de blocos casualizados e os
testes efetuados com quatro repeticdes. Os dados obtidos em cada teste foram submetidos a andlise de
variancia e as médias foram comparadas através do teste de Tukey, a 5% de probabilidade e teste de
correlacdo linear simples. Para a realizacdo das andlises foi utilizado o programa estatistico SAS -

Statistics Analysis System (1985).



RESUL TADOSE DISCUSSAO

A interagcdo entre sementes esverdeadas de soja com a qualidade foi destacada nos resultados
obtidos nos diferentes testes e épocas realizadas.

Nas Tabelas 1, 2 e 3 constam os coeficientes de correlacdo simples entre os testes, nas épocas
inicial, entre inicial e final e na final, respectivamente. Houve correlagcéo significativa entre os testes
nas épocas estudadas. Na tentativa de compreender 0 mecanismo de atuacdo das sementes esverdeadas
(SE) no decorrer do tempo, foram correlacionadas as épocas inicial e fina e foi obtida significancia
entre todas as avaliagdes efetuadas.

A Tabela 4 demonstra, de modo geral, ja na fase de pds-beneficiamento (maio), a qualidade
inferior das sementes com cotilédones esverdeados, as quais diferiram significativamente em relagdo as
testemunhas, correspondentes as sementes normais (SN) - sementes sem a presenca do pigmento verde,
nas quatro cultivares, em quase todas as varidveis analisadas. Embora, o potencia fisiolégico da
testemunha da cultivar M-Soy 9350 tenha se apresentado menor e oscilante, desde a fase inicial, em
funcdo de outros tipos de problemas como, incidéncia de percevejos e deterioragdo por umidade
ocasionada por instabilidade climética na época de colheita.

Na Tabela 5 encontram-se resultados da fase final, momento de semeadura (novembro), quando
os tratamentos de sementes com sinais de clorofila tenderam a queda mais acentuada das porcentagens
de plantulas normais e pléantul as fortes nos testes de emergéncia em areia e germinagdo, assim como, do
vigor e da viabilidade do teste tetrazélio (Figura 3), comparativamente aos tratamentos testemunhas.
Isto demonstrou o efeito deteriorante da clorofila em sementes de soja, espécie que possui, de acordo
com Bordingnon & Mandarino (1994), entre 15% a 25% de lipidios. A peroxidagdo de lipidios foi
considerada uma das causas de deterioragcdo das sementes de soja (Wilson & McDonad,1986) e a

clorofila pode reagir com compostos intermediérios de peroxidagdo dos lipidios (Endo et al., 1984).
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Priestly & Leopold (1983) observaram a peroxidacéo ocorrendo ao longo do tempo de armazenamento
com mecanismos de envel hecimento acelerado diferentes fisiologicamente do envelhecimento natural.

Um fator observado que contribuiu para dificultar a homogeneidade e tendéncia de dados, nas
fases estudadas, residiu na quantidade de sementes com cotilédones esverdeados presente nas
subamostras, no momento de efetuar os diferentes testes. Exemplificando, para obtencéo da média de
22,6% na cultivar FMT-Arara Azul, entre as 10 subamostras de 100 sementes, dentro da mesma
repeticdo, a variagdo na quantidade de sementes que, visualmente apresentavam pigmentacéo verde,
oscilou entre 7% a 39%. Ou segja, numa subamostra de 100 sementes apenas 7 sementes apresentavam
esverdeamento, ja numa outra subamostra , dentro da mesma repeticdo, 39 das 100 sementes eram de
cotilédones esverdeados. Portanto, com estas variaces detectadas, algumas oscilacdes de resultados
foram compreensiveis porgue a probabilidade, no momento da instalagdo das subamostras nos testes,
fol a mesma tanto para semente normal quanto para semente esverdeada. E, sementes esverdeadas
demonstraram ser potencialmente desfavoravel a qualidade de sementes.

O teste de tetrazdlio, como um teste topografico, delineou melhor a variabilidade referida entre
subamostras, a qual foi estratificada em trés principais niveis de qualidade. Grande propor¢cdo de
sementes esverdeada foram enquadradas na classe 3 (vigor médio) e na subclasse DU 4-5 (viabilidade)
- subclasse essa indicativa de raz&o principal da diferenca existente entre o vigor e a viabilidade da
amostra e, no caso especifico, deterioracdo por umidade (interpretacdo de Zorato, 2001). Por fim,
grande parte de sementes j& deterioradas e mortas foram atribuidas na classe 7 (Figura 4).

A atribuicéo das sementes na subclasse DU 4-5 (viabilidade) ocorreu em fungéo da abrangéncia
das lesBes provocadas pela deterioragdo de umidade nos cotilédones e pontos dessa deterioracéo,
localizados na regido do eixo embrionério (plumula, hipocétilo e radicula). O indice obtido na
subclasse, normalmente apresenta potencial para predizer que o tratamento (amostra), pode perder a
viabilidade com o decorrer da armazenagem e/ou, caso as condi¢des de temperatura do ar ou umidade

do solo forem inadequadas no momento de semeadura, principalmente se a deterioragdo estiver
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localizada na extremidade da radicula com quantidade de células que excedem determinado limite,
comprometendo ou impedindo a divisdo celular e o desenvolvimento do 6rgao.

Conforme ja mencionado, o principa dano propiciando perda de qualidade nas sementes
esverdeadas foi a deterioracdo por umidade. Quando a superficie dos cotilédones apresentava
pigmentacdo mais abrangente e numa tonalidade mais forte de verde, foi notada a deterioragéo
generalizada dos cotilédones e isso pode ter representado relevante perda do potencial fisioldgico, de
forma mais acentuada, o vigor da semente. Costa et a. (2001), consideraram razoavel a hip6tese de
sementes verdes serem detentoras de elevados indices de deterioracdo por umidade e argumentaram
gue, dependendo da intensidade daregi&o afetada, ocorre reducéo de vigor e germinacéo de lotes.

Ainda com referéncia aos resultados da subclasse DU 4-5, no tetrazdlio, na fase inicial (maio),
estes revelaram diferencas significativas nas cultivares FMT-Tucunaré e E-313, quando comparadas as
sementes esverdeadas com as sementes normais. O mesmo n&o ocorreu com as cultivares FMT-Arara
Azul e M-Soy 9350, fato que sugere, a variagdo na quantidade de sementes esverdeadas entre
subamostras e problemas com outros tipos de danos fisioldgicos, respectivamente, como explicagdo
plausivel. Quando analisados os dados de DU 4-5, na época final de armazenamento (novembro), 0s
valores se mostraram, de maneira geral, significativos em trés das quatro cultivares estudadas, quando
comparadas as sementes testemunhas e as sementes esverdeadas sinalizando processo continuo de
deterioragdo em células com pigmentacdo verde. Indicativo esse que tende a ser relevado no setor de
sementes, hga vista, a propensdo de problemas no momento de emergéncia de plantulas e a
consequente reducdo de estandes recomendados para as cultivares.

Com relacdo a associacdo de teste, a utilizagcdo do tetrazdlio em substituicdo a germinagdo no
envelhecimento acelerado, o periodo de 24 horas (época inicial) demonstrou correlagdo significativa,
tanto no vigor (r = 0,94) quanto na viabilidade (r = 0,91), com a emergéncia de plantulas em areia na
época final. Estes dados séo considerados importantes porque o teste de emergéncia em areia acredita

se simular as condi¢bes mais proximas da realidade do campo, local que representa o destino final das
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sementes, além da reducéo de periodo para respostas da qualidade. Embora a correlacdo tenha sido
significativafoi observada expressiva quantidade de tecido lesionado pela deterioracéo por umidade em
células da radicula-hipocétilo, principalmente nas sementes esverdeadas (Figura 5). Esta é uma regido
de “células chaves”, cuja morte de tecidos condiciona a perda total da qualidade das sementes, apontou
Roberts (1973). Talvez na andlise tenha sido super estimada a quantidade de tecidos lesionados no
cilindro central, o que demanda gjustes para adequagdo dessa associacdo de testes que possibilita a
fundamental reducdo do periodo para a avaliacdo dos pontos da deterioracdo em sementes esverdeadas.
Apesar desta associacdo de testes ter se mostrado uma alternativa promissora e mais rdpida devem ser
considerados necessarios mais estudos, assim como treinamentos adequados para delimitar a
deterioracdo nos pontos de crescimento, principalmente na extremidade da radicula (células iniciais do
cilindro central) visando resultados consistentes.

No tetrazdlio, nos dois tempos de exposi¢do, assim como na metodologia usual, em sementes
esverdeadas, aém da sensibilidade da plumula e radicula foi observada nos cotilédones (Figura 6),
saliente deterioracdo, o que contrapde os resultados de Chauan (1985), que verificou resisténcia dos
cotilédones de soja envelhecida artificialmente, contudo, tenha estudado semente sem a presenca de
pigmento verde. Outro aspecto discordante se refere ao apontamento de Harrington (1973), no qual
considerou somente células meristeméticas da radicula e plimula essenciais para produzir uma plantula
normal. Em sementes apresentando residuos de clorofila (pigmento verde), algumas vezes, nas células
dos Orgéos vitais ndo foram encontrados pontos de deterioracdo, todavia, suas células cotiledonares
estavam completamente deterioradas e, mesmo se estas sementes iniciassem 0 processo de germinagéo,
porque tinham células viaveis no eixo embrionario, ocorria a descontinuidade do processo, em fungéo
das reservas dos cotilédones estarem compl etamente comprometidas (Figura 7). Como nos cotilédones
se concentram 0s substratos e enzimas necessarias para o inicio da divisdo celular e crescimento do
embrido, no caso de sementes esverdeadas, as evidéncias sugeriram um metabolismo prejudicado com

o nivel muito elevado de deterioragdo. Bryant (1989) postulou que se houver bloqueio na sintese de
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MRNA, as enzimas especificas de degradacdo das reservas ndo serdo sintetizadas e as reservas
estocadas e depositadas durante o desenvolvimento incluindo, proteinas, carboidratos e lipidios ndo
serdo hidrolisadas para fornecer nutrientes ao embrido em crescimento, até que ele se estabeleca como
uma plantula independente.

Dentre os testes realizados na fase final de armazenagem, préxima da semeadura (Tabela 5), o
teste de germinacdo e emergéncia de plantulas em substrato de areia, revelaram-se eficientes e
compativeis nas informacdes, conferindo os desempenhos esperados para os tratamentos testemunhas e
de sementes esverdeadas, de acordo com as duas situagdes. O fator negativo destes testes é o tempo
necessario para obtencdo dos resultados (120 horas). Por outro lado, o tetrazdlio como teste
bioquimico, apresentou principalmente para sementes esverdeadas, viabilidades superiores em relacéo
a germinacdo e emergéncia de plantulas, no entanto, os valores encontrados na subclasse DU 4-5,
guando subtraidos das referidas viabilidades indicavam os tratamentos sujeitos a provavel declinio da
qualidade, compatibilizando com os dois testes citados.

Um outro considerdvel efeito da pigmentacdo verde foi verificado na massa seca de plantulas.
As sementes esverdeadas diferiram significativamente em relacéo as normais (testemunhas), nas quatro
cultivares estudadas, demonstrando decréscimo em sua massa seca. De acordo com Dan et al. (1987), a
habilidade da transformagdo de reservas armazenadas nos cotilédones, em componentes solUveis
utilizados na formag&o de novos tecidos e a incorporagdo desses pelo eixo embrionério se relacionam
ao vigor das sementes. Explicacdo factivel para o diminuido vigor encontrado em sementes com

degradacéo parcial daclorofila.
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CONCLUSOES

O teste de tetrazolio em substituicdo a germinacdo no teste de envelhecimento acelerado

(24 horas), pode detectar riscos em lotes de soja com presenca de sementes esverdeadas.

A subclasse DU 4-5 (viabilidade), no teste de tetrazdlio é adjuvante na avaliacéo da
gualidade, em sementes com retencdo de clorofila, pois indica o processo de
deterioracdo por umidade, um dano evolutivo que pode acarretar perdas irreparaveis no

potencial fisioldgico com o transcorrer da armazenagem,.

Em sementes esverdeadas os testes de germinagdo e emergéncia de plantulas em areia,
apesar do tempo de execucdo, tém potencia para determinar indices confiaveis, quando

realizado préximo da semeadura.
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TABELA 1. Correlacdo linear simples (r) entre os testes de avaliacdo da qualidade efetuados no inicio de armazenagem, em quatro
cultivares de soja (FMT-Tucunaré, FMT-Arara Azul, E-313 e M-SOY 9350), com presenca e auséncia de sementes

esver deadas.
Epocainicial
z N Emergéncia Env. Acelerado Env. acelerado . Envelhecimento acelerado  Envelhecimento acelerado
Epocainicia em greia (24 horas) (48 horas) Tetrazdlio (24 horas) + tetrazdlio (48 horas) + tetrazdlio
%PN %PF %PN %PF %PN %PF VG VB DU 4-5 VG VB DU 4-5 VG VB DU 4-5

Em.areia % PF 0,99**
Env.acel. %PN  0,88** 0,88**
24 h. %PF  0,89** 0,90** 1,00**
Env. %PN 0,87** 0,86** 0,90** 0,90**
Acel.48h. %PF 0,84** 0,84** 0,88** 0,89** 0,99**

VG 0,90** 0,90** 0,81** 0,82** 0,82** 0,80**
TZ (%) VB 0,80** 0,81** 0,65** 0,65** 0,65** 0,61** 0,94**

pu4s5 -0,60** -0,58+* -0,71** -0,71** -0,77** -0,80** -0,67** -0,40*
EA+TZ VG 0,91** 093** 086** 087** 083** 080** 091** 0,86** -053**
(24 h.) VB 0,89** 091** 0,80** 0,82** 0,80** 0,76** 0,91** 0,88** -0,51** 0,98**
(%) pu45 -0,85** -0,87** -0,89** -0,90** -0,84** -0,82** -0,83** -0,74** 0,59** -0,91** -0,83**
EA+TZ VG o,87** 0,89** 0,86** 087** 0,86** 083* 084** 0,71** -066** 0,88** 0,84** -0,85**
(48 h.) VB o0,88** 0,88** 081** 0,81** 0,84** 0,81** 088* 0,79** -0,62** 087** 0,84** -0,83** 0,92**
(%) DU45 -048** -051** -0,55** -0,58** -0,51** -0,50** -0,39* -0,24™ 043 -047** -046** 047** -0,66** -0,32"™

** - ggnificativo no teste F, a1% de probabilidade; *- significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns- ndo significativo.
EA + TZ — tetrazdlio (TZ) em substituicdo a germinag&o no teste de envelhecimento Acelerado (EA); PN — plantulas normais; PF — plantulas fortes; VG — vigor; VB — viabilidade; subclasse
DU 4-5 (deterioragdo por umidade).
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TABELA 2. Correlacdo linear simples (r), entre os testes de qualidade realizados no inicio de armazenamento e os testes efetuados
na época final do armazenamento, em quatro cultivares de soja (FMT-Tucunaré, FMT-Arara Azul, E-313 e M-SOY

9350), com presenca e auséncia de sementes esver deadas.
Epocainicial

Emergéncia En\;ilgiggﬂo Envelhecimento Tetrazdlio (%) Envelhecimento acelerado  Envelhecimento acelerado
emareia (24 horas) (%) acelerado (48 h.) (24 horas) + Tetrazélio (%) (48 horas) + Tetrazolio (%)
%PN %PF %PN %PF %PN %PF VG VB DU45 VG VB DU45 VG VB DU 4-5
Emerg. %PN  090** 091** 0,88** 0,89** 0,92** 0,90** 0,90** 0,80** -0,66** 0,94** 0,91** -0,89** 0,90** 0,90** -0,48**
Areia %PF  0,89** 091** 0,86** 087** 092** 091** 0,92** 0,80** -0,700* 0,94** 0,91** -0,88** 0,91** 0,90** -0,51**
VG 0,86** 0,86** 0,86** 0,87** 091** 0,90** 0,90** 0,78** -0,72** 0,89** 0,88** -0,86** 0,87** 0,86** -0,48**

Tz (%) VB o81** 082 0o,76** 0, 77** 0,78* 0,76** 088* 0,84** -0,56** 090** 0,92** -0,79** 0,80** 0,82** -0,37*
bu4-5 -067** -066** -O,77** -O0,77** -0,85** -0,87** -0,63** -042* 0,78* -0,61** -0,57** O0,71** -0,73** -0,66** 0,57**

Germ. %PN  084** 083* o0o81** 081** 090** 087* 084** 0,76** -061** 086** 083* -081** 086** 0,89** -0,37*

** - gignificativo no teste F, a 1% de probabilidade; *- significativo no teste F, a 5% de probabilidade.
TZ - tetrazolio; PN — plantulas normais; PF — plantulas fortes; VG — vigor; VB — viabilidade; subclasseDU 4-5 (deterioracdo por umidade).

Epocafinal

TABELA 3. Correlacdo linear simples (r) entre os testes de qualidade, efetuados na época final de armazenamento, em quatro
cultivares de soja (FMT-Tucunaré, FMT-Arara Azul, E-313 e M-SOY 9350) com presenca e auséncia de sementes

esver deadas
Epocafinal
Emergénciaem Areia (%) Tetrazdlio (%)
PN PF VG VB DU 4-5
Emergénciaem Areia %PF 0,99**
VG 0,92** 0,93**
Tetrazolio (%) VB 0,88** 0,87** 0,93**
DU 4-5 -0,72** -0,75%* -0,82x* -0,57**
Germinacdo %PN 0,92** 0,90** 0,89** 0,87** -0,68**

** - gignificativo no teste F, a 1% de probabilidade.
PN — plantulas normais; PF — plantulas fortes; VG — vigor; VB — viabilidade; subclasse DU 4-5 (deterioracdo por umidade).



TABELA 4. Médias obtidas no inicio da ar mazenagem nos testes de emer géncia em areia, envelhecimento acelerado 24 horas,
tetrazdlio, tetrazdlio em substituicdo ao teste de germinacdo em dois periodos (24 horas e 48 horas), em quatro
cultivares de soja, em lotes com presenca de sementes esver deadas (SE) e lotes testemunhas, sementes normais (SN).

Tratamentos (Cultivares)

Testes FMT-Tucunaré FMT-AraraAzul E-313 M-Soy 9350
CV (%)
SN SE SN SE SN SE SN SE
a . Pl. normais 96 A 86 A 86 A 77B 9% A 81B 69 A 49B 5,48
0, [

Emergénciaem areia (%) ' o iec 96 A 84B 82 A 71B 93A 75B 65 A 4B 5,44
Envelhecimento Pl. normais 97 A 74 B N0 A 74 B 94 A 77B 60 A 45B 8,54
acelerado/ 24 horas (%)  Hl. fortes 95 A 71B 88 A 70B 92 A 72B 55A 40B 8,50
Envelhecimento Pl. normais 89 A 56 B 87A 63B 95 A 70B 55 A 30B 5,54
acelerado / 48 horas (%)  Pl. fortes 84 A 48B 82 A 57B 93 A 65B 51 A 28B 581
Vigor 82 A 66 B 61A 57 A 81A 65B 60 A 368B 7,95

Tetrazolio (%) Viabilidade 92 A 87 A 74 A 72 A 88 A 81B 82 A 58B 5,08
DU 4-5 7B 18 A 10A 13A 4B 11A 16 A 16 A 20,45

Envelhecimento Vigor 83 A 70B 64 A 49B 77 A 52B 50 A 18 B 7,75
acelerado + tetrazolio Viabilidade 90 A 85B 77 A 68 B 89 A 75B 69 A 50B 4,54
(24 horas) (%) DU 4-5 6B 15A 12B 17 A 8B 19A 19B 29 A 23,12
Envelhecimento Vigor 79A 52B 59 A 55 A 66 A 49B 42 A 28B 6,80
acelerado + tetrazolio Viabilidade 88 A 72B 4 A 73 A 85 A 69B 72 A 49B 5,78
(48 horas) (%) DU 4-5 5B 17 A 12B 17 A 16 A 15A 27B 18A 18,30

M édias seguidas pela mesma letra maiGscula na linha, para cada tratamento (cultivar), ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Pl. — Plantulas; subclasse DU 4-5 (deterioracdo por umidade).
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TABELA 5. Médias obtidas no final da armazenagem nos testes de emergéncia em areia, germinacao, tetrazolio e peso de
massa seca, em quatro cultivares de soja, em lotes com presenca de sementes esver deadas (SE) e lotes testemunhas,

sementes normais (SN).
Tratamentos (Cultivares)
Testes FMT-Tucunaré FMT-Arara Azul E-313 M-Soy 9350
CV (%)
SN SE SN SE SN SE SN SE
. . Pl. normais 96 A 73B 83A 65B 95 A 67B 67 A 38B 5,33
0, [

Emergénciaem areia (%) ' foiec 2 A 64B 2A 58B 92 A 61B 59 A 31B 6,17
Germinagdo (%) Pl. normais 96 A 2B 89 A 7B 95 A 75B 76 A 34B 4,63
Vigor 87A 61B 69 A 58 A 88 A 69 B 59 A 36B 6,21

Tetrazolio (%) Viabilidade 93 A 84B 81A 76 A 93A 83B 79A 58 B 5,06
DU 4-5 3B 18A 6B 13A 3B 10A 16 A 17A 25,26
Peso da massa seca (mg/plantula) 0,4265 A 0,1753B  0,4148A 0,0928B 0,2908A 0,0760B 0,1970A  0,0348B 13,46

M édias seguidas pela mesmaletra, mailscula halinha, para tratamentos (cultivares), ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Pl. — Plantulas; subclasse DU 4-5 (deterioracdo por umidade).
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FIGURA 1. Presenca de sementes no |ote, com FIGURA 2. Visual de sementes sem os tegumentos para

cotilédones esver deados apresentando diferentes confirmacao da presenca de clor ofila nos cotilédones.
nuances de cor verde (retencdo de clorofila).

FIGURA 3. Aspecto visual de sementes FIGURA 4. Sementes esverdeadas (secas) e 0 visual
esverdeadas e da deterioracao obtidos pelos testes destas sementes completamente deterioradas no teste
de tetrazdlio e emergéncia em areia. Cotilédones detetrazdlio.

deteriorados.



FIGURA 5. Semente esverdeada com
comprometimento da radicula-
hipocétilo com a utilizacdo do teste de
tetrazolio, em substituicdo a
germinacao no teste de envelhecimento
acelerado.

FIGURA 6. Semente esverdeada com processo de
deterioracdo nos cotilédones, no teste de tetrazolio. E
um processo evolutivo. As células verdes que
permanecem nas sementes se oxidam com o periodo
de ar mazenamento.
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CONCLUSAO GERAL

Para as condic¢des em gue este estudo foi desenvolvido, pode-se concluir que:

Clorofila € indicativo de reducdo da qualidade fisiologica em sementes de soja e, diferentes
porcentagens de sementes esverdeadas interferem em maior ou menor intensidade na qualidade,
sendo possivel avaliar o risco do potencia fisiolégico do lote, através da subclasse DU 4-5
(deterioracdo por umidade) e do teste de tetrazdlio em substituicdo a germinacdo no teste de

envel hecimento acelerado no periodo de 24 horas.



