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RESUMO

WENDT, Leticia, Universidade Estadual do Oeste do Parana, maio — 2015. Testes de vigor e
a relacdo com a emergéncia de plantulas de soja a campo. Orientador: Marlene de Matos
Malavasi. Coorientador: Ubirajara Contro Malavasi; Jodo Alexandre Lopes Dranski.

Uma das prioridades das empresas produtoras de sementes € a reducdo do tempo para decidir
sobre o destino de lotes e os testes de vigor, atendem esses objetivos, com resultados rapidos e
precisos. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo identificar os testes de vigor que
melhor predizem o estabelecimento de plantulas de soja em campo. Foram avaliados seis lotes
de sementes da cultivar CD 2737 RR, com quatro repeti¢des, implantados em laborat6rio no
delineamento inteiramente casualizado e no campo em delineamento em blocos casualizados.
As variaveis analisadas foram [CO,], indice de vigor - SVIS® (Seed Vigor Imaging System),
envelhecimento acelerado (EA), tetrazélio (TZ), condutividade elétrica (CE), emergéncia de
plantulas em campo (EP) e indice de velocidade de emergéncia (IVE). Os dados foram
submetidos a analise da variancia e ap0s, ao teste de normalidade de Lilliefors, e as médias
agrupadas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott. O desempenho em
campo de sementes de soja é determinado pelos testes de tetrazolio, envelhecimento

acelerado, condutividade elétrica e analise da concentracdo de CO..

Palavras-chave: Glycine max (L.) Merrill. Potencial fisioldgico. Estabelecimento em campo.
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ABSTRACT

WENDT, Leticia, Universidade Estadual do Oeste do Parana, may — 2015. Vigor tests and
relationship with emergency seedlings soy a field. Advisor: Dra. Marlene de Matos
Malavasi. Co-Advisors: Ubirajara Contro Malavasi; Jodo Alexandre Lopes Dranski.

One of the priorities of the seed companies is to reduce the time to decide on the fate of lots
and vigor tests, meet these objectives, with fast and accurate results. Given the above, this
study aimed to identify the vigor tests that better predict the establishment of field soybean
seedlings. We evaluate six seed lots of cultivar CD 2737 RR, with four replications, implanted
in the laboratory in a completely randomized design and in the field in a randomized block
design. The variables analyzed were [CO,], vigor index - SVIS® (Seed Vigor Imaging
System), accelerated aging (EA), tetrazolium (TZ), electrical conductivity (EC), emergency
field in seedlings (EP) and speed index emergency (IVE). Data were submitted to analysis of
variance and after, the Lilliefors normality test, and the averages grouped to the level of 5%
probability by Scott- Knott test. The performance in soybean field is determined by the

tetrazolium test, accelerated aging, electrical conductivity and analysis of CO, concentration.

Keywords: Glycine max (L.) Merrill. Physiological potential. Establishment in the field.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior produtor de soja, com uma producdo de cerca de 90
milhGes de toneladas, abrangendo uma area total de 27 milhdes de hectares (CONAB, 2014).
Para atender essa producdo, a demanda por sementes ultrapassa 1 milh&o de toneladas (FAO,
2015). Nesse seguimento, € essencial a producdo de sementes com qualidade satisfatoria para
0 estabelecimento adequado da cultura e obtengdo de rendimentos aceitaveis (BORNHOFEN,
2015).

A soja esta economicamente entre as culturas mais importantes do Brasil, por isso
justifica-se a busca de tecnologias para melhorar o desempenho das sementes em campo. Nos
ultimos anos, a tecnologia de sementes tem avancado progressivamente e o potencial
fisiolodgico, impulsionado pelos avancos tecnoldgicos influenciados pela pesquisa, segue 0
mesmo andamento (NUNES et al., 2014).

A avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes € essencial em programas de
controle de qualidade, pois deve empregar eficiéncia, baixo custo e métodos replicaveis. Esta
avaliacdo é frequentemente realizada através do teste de germinacdo e deve ser
complementada com testes de vigor, especialmente porque somente o teste de germinacao
pode superestimar o potencial das sementes. Os testes de vigor tém sido utilizados
principalmente para identificar diferencas associadas ao desempenho das sementes durante
armazenagem ou apds a semeadura, tentando destacar lotes eficientes para o estabelecimento
de plantas no campo (SILVA; CICERO, 2014).

Os testes de vigor sdo mais sensiveis para identificar estdgios menos avancados de
deterioracdo das sementes, podendo facilitar a tomada de decisGes sobre o destino dos lotes de
sementes. Uma das limitacGes dos testes de vigor esta relacionada com o tempo necessario
para execucdo e a subjetividade na sua avaliacdo (PINTO et al., 2015).

Vaérios testes sdo utilizados rotineiramente para a avaliacdo do vigor de sementes de
soja, destacando-se o0s de envelhecimento acelerado, tetrazélio, condutividade elétrica,
crescimento de pléantulas e classificagdo do vigor de plantulas (VIEIRA et al., 2003).
Entretanto, nos ultimos anos, a pesquisa em tecnologia de sementes tem priorizado
procedimentos computadorizados para a avaliagdo do vigor de sementes.

Um procedimento para a avaliagdo automatizada do vigor de sementes foi
desenvolvido por Sako et al. (2001), utilizando imagens digitalizadas de plantulas de alface.
Nesse sistema, denominado Seed Vigor Imaging System - SVIS®, o vigor é quantificado por

meio de um indice, calculado com base nos valores biométricos e germinativos de plantulas.



A metodologia foi adaptada para diversas espécies de vegetais, como a de soja
(HOFFMASTER et al., 2003, HOFFMASTER et al., 2005; MARCOS Filho et al., 2009).

Outro procedimento automatizado que pode permitir a obtencao de resultados sobre o
vigor de lotes de sementes é a quantificacdo da taxa respiratoria, com base na determinacédo da
concentracdo de CO,. Como alternativa, Dranski et al. (2013) desenvolveram um sistema,
testado inicilamente com sementes de canola, que permite quantificar a liberacdo de CO,
através de um analisador de gas infravermelho (IRGA). O uso de um IRGA permite a
amostragem ndo destrutiva das sementes.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia comparativa

entre diferentes testes na avaliagdo do vigor de sementes de soja com germinacao semelhante.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A resisténcia das sementes de alta qualidade a condicGes adversas de campo, ou seja,
capazes de emergirem plantas normais e de alta producdo, tem grande importancia na
agricultura. Por esse motivo, a identificacdo de testes de vigor que propiciem uma margem
segura quanto ao comportamento das sementes em campo vem sendo uma busca continua.
(GHASSEMI GOLEZANI et. al., 2010). Além disso, as empresas de sementes dependem de
testes de vigor para assegurar a alta qualidade dos lotes de sementes para os produtores
(JESUS et al., 2014).

As condicBes adversas impdem uma desuniformidade entre o teste padrdo de
germinacdo e os resultados de campo, firmando-se uma necessidade na identificagdo um teste
que forneca condicdes equiparadas de germinacdo em campo, com todas as adversidades que
possam afetar seu desempenho (PERES, 2010).

Para uma analise completa e eficiente de um lote de sementes, em termos de prever o
quao bem sucedido seré o estabelecimento de uma populacao vigorosa de plantas no campo, é
necessario para complementar as informac6es fornecidas pelo teste de germinacao utilizar os
testes de vigor (KIKUTI; MARCOS FILHO, 2012).

No entanto, nem todos os testes de vigor representam claramente a emergéncia em
campo, tornando-se necessario avalia-los de uma forma que reflita o desenvolvimento das
sementes no campo através de exames laboratoriais (SANTORUM et al., 2013).

No esforco para se determinar as respostas para as principais davidas referentes ao
desempenho das sementes, passaram a ser atribuidas exclusivamente ao “alto” ou ao “baixo
vigor”. Assim, o vigor tornou-se a principal justificativa para o sucesso ou o fracasso do
estabelecimento do estande em campo (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

Os testes de vigor devem diferir, com seguranca, os lotes de alto e de baixo vigor, de
maneira proporcional a emergéncia de plantulas em campo, destacando-se que os testes de
vigor ndo foram criados para predizer qual sera a porcentagem de emergéncia de plantulas
apos a semeadura. Consequentemente, a avaliacdo consistente de vigor envolve tanto a
utilizacdo de procedimentos bem definidos como a interpretacdo correta do significado dos
resultados (MARCOS FILHO, 2011).

Segundo Matthews et al. (2011), os testes de vigor sdo baseados em conceitos
diferentes, tais como a resisténcia ao stress, velocidade de germinagdo, integridade da

membrana e desenvolvimento de plantulas.



Até o momento, ndo existe um teste universalmente aceito para avaliar o vigor de
sementes de uma determinada espécie ou de um conjunto de espécies, procurando atingir
objetivos pré-determinados. Dentre os testes disponiveis, podem ser destacados os utilizados
rotineiramente nos laboratérios de analise de sementes: a avaliagdo do crescimento de
plantulas, os testes de frio, envelhecimento acelerado, tetrazolio e condutividade elétrica
(MARCOS FILHO, 2011).

Para a escolha de quais testes de vigor a se utilizar deve-se considerar aqueles métodos
rapidos e eficientes que representem o potencial de emergéncia em condi¢fes de campo e que
auxiliem principalmente na tomada de decisdes quanto ao destino das sementes produzidas
(BITTENCOURT et al., 2012).

O uso de uma metodologia adequada pode estimar o vigor, predizer o desempenho da
semente no campo e a necessidade de descartar lotes, reduzindo os riscos e perdas e melhorar
a concorréncia no mercado. Nesta situacdo, existe uma necessidade crescente de métodos
eficientes para avaliar a qualidade fisiologica de sementes e, assim, determinar quais as
decisbes tomadas em relacdo a coleta, processamento, armazenamento e comercializacao da
cultura (SANTORUM et al., 2013).

Porém, a escolha de um teste de vigor adequado se torna complexo devido as
dificuldades encontradas e que vem sendo pesquisadas de maneira incessante. Pinto et al.,
(2014) destacaram como principais limitacbes de um teste de vigor o tempo gasto para
realizacdo e a subjetividade na avaliacéo.

A alternativa para reduzir o tempo gasto com a realizacdo manual, bem como
eliminacdo da subjetividade do teste, seria a automatizacdo desse processo, pois além de
rapidez fornece resultados mais precisos (MARCOS FILHO et al., 2009). De acordo com
Dias et al. (2014), hd um grande interesse no desenvolvimento de métodos e equipamentos
gue permitam uma avaliacdo rapida e automatizada de qualidade das sementes.

Neste caso, existem pesquisas na literatura que buscam métodos alternativos para
avaliacdo automatizada de vigor de sementes. Sako et al. (2001) desenvolveram um sistema
denominado Seed Vigor Imaging System — SVIS® para avaliar plantulas de alface, utilizando
imagens digitalizadas. Recentemente, Dranski et al. (2013) aprimoraram um sistema acoplado
a um analisador de gas infravermelho (IRGA), para avaliar o vigor de sementes de canola, que
permite a quantificacdo de CO, emitido da amostra de sementes.



2.1 QUALIDADE DE SEMENTES DE SOJA

A soja é a leguminosa mais cultivada atualmente no mundo. No Brasil, ¢ a commodity
de maior importancia no cenario agricola, principalmente em virtude do volume produzido e
exportado, 82 milhdes de toneladas e 42 milhdes de toneladas respectivamente (USDA,
2014). Dessa maneira, para obtencdo de rendimentos satisfatorios a producdo de sementes
com qualidade é fundamental (BORNHOFEN et al., 2015).

A semente de soja, para ser considerada de alta qualidade, deve ter excelentes
caracteristicas fisioldgicas e sanitarias, como altos niveis de vigor, germinacdo e sanidade,
bem como garantia de pureza fisica e varietal. Estes fatores respondem pelo desempenho das
sementes no campo, culminando com o estabelecimento da populacdo de plantas requerida
pela cultivar, aspecto fundamental que contribui para que sejam alcancados niveis altos de
produtividade (FRANCA NETO et al. 2010).

O periodo de viabilidade da semente depende tanto de caracteristicas genéticas quanto
de efeitos ambientais, durante as fases de desenvolvimento, colheita, processamento e
armazenamento (GRIS et al., 2010).

A época de semeadura tem maior efeito na producdo de sementes do que qualquer
outra técnica cultural (KANDIL et al., 2012). Em termos econdmicos, a pratica de manejo que
pode alterar de forma significativa a quantidade e qualidade do rendimento final, é a época de
semeadura (BORNHOFEN et al., 2015).

No campo as principais causas de deterioracdo da semente estdo relacionadas com
estresses climaticos e nutricionais, associados com danos causados por insetos e
microrganismos. Um dos fatores mais agravantes que afetam a qualidade de sementes de soja
é a deterioracdo por umidade que ocorre ap6s a maturidade fisioldgica. (FRANCA NETO et
al., 2010).

De maneira geral, as sementes atingem a maturidade fisiolégica com teores de umidade
superiores a 30%, inviabilizando a sua colheita mecanica (CARVALHO E NAKAGAWA,
2012). Deste modo, recomenda-se, para producdo de sementes de soja, a realizacdo da
colheita no momento mais proximo possivel da maturidade fisiolégica da cultura (BEZERRA
etal., 2014).

Na época de pos-colheita, as sementes carecem de armazenamento em condicdes e
embalagens adequadas, para a preservacdo da qualidade até o momento da semeadura. Em

algumas regides do Brasil, as condigfes ambientais sdo adversas para 0 armazenamento de



sementes, em razdo de altas temperaturas que podem estar associadas com elevada umidade
relativa do ar (LIMA et al., 2014).

O beneficiamento também é componente fundamental na pds-colheita, em qualquer
programa de producdo de sementes e tem, como objetivo, aprimorar a qualidade das sementes
(JUVINO et al., 2014).

De acordo com Marcos Filho (2013), o embrido da semente de soja é protegido por um
tegumento relativamente fragil, o eixo embrionario é superficial e suscetivel a injurias
mecanicas provocadas por outros agentes externos demonstrando que a semente pode sofrer
injurias mecénicas durante as etapas do beneficiamento.

O controle de qualidade de sementes tem extrema importancia, pois abrange todas as
fases de producdo: campo, colheita, secagem, beneficiamento, armazenamento e
comercializacdo. Além disso, um sistema de controle de qualidade deve ser agil, dindmico e
eficaz, visando assegurar que a semente comercializada tenha qualidade elevada, conforme a
demanda do setor produtivo de soja. Em sintese, para se produzir uma semente de soja com
alta qualidade, € indispensavel o conhecimento e o investimento em tecnologias de producéo
(FRANCA NETO et al., 2010).

2.2 ANALISE COMPUTADORIZADA DE IMAGENS DE PLANTULAS — SEED VIGOR
IMAGING SYSTEM (SVIS®)

A andlise de sementes é considerada uma atividade dindmica constantemente evoluida,
caracterizada pelas melhorias continuas do desenvolvimento de processos e padronizacéo
(NUNES et al., 2014). Atualmente, a analise de imagens de sementes e plantulas tem-se
mostrado eficiente para a avaliagdo dos componentes fisioldgicos e fisicos de sementes, que
influenciam na qualidade dos lotes (Silva et al., 2013).

Uma das primeiras tentativas para utilizacdo da analise computadorizada foi no inicio
da decada de 90, onde se realizou a avaliagdo do comprimento de raiz primaria de alface e
cenoura por meio de anélise de imagem (McCOMARC et al., 1990). Howarth e Stanwood
(1993), avaliaram em sementes de alface e sorgo.

A utilizacdo do sistema automatizado para avaliagdo do vigor de sementes e plantulas
Seed Vigor Imaging System - SVIS® foi desenvolvido por Sako et. al. (2001) utilizando
imagens digitalizadas de plantulas de alface. De acordo com Marcos Filho 2010, a utilizagdo
de plantulas de alface foi justificada por apresentar plantulas eretas, bem como hipocétilo e

raiz bem definidos.



Na mesma época Geneve e Kester (2001), trabalharam com sementes de floriferas e
concluiram que o uso do scanner constitui ferramenta importante para monitoramento da
germinacao.

Ainda trabalhando com sementes de alface, Kikuti e Marcos Filho (2012) avaliaram as
caracteristicas do sistema automatizado de analise de imagens (SVIS®) e concluiram que
indice de comprimento de plantulas e comprimento da raiz primaria forneceram resultados
semelhantes aos testes comumente utilizados para esta especie. Somando-se o fato de que o
“software” proporciona rapidez dos resultados e tem interferéncia humana reduzida.

Dentro deste contexto, Marcos Filho et al. (2009) avaliaram o SVIS® na diferenciacéo
de lotes de sementes de soja, 0s autores concluiram que o sistema é suficientemente sensivel
para determinar o vigor das sementes, sendo os resultados comparados ao teste utilizado com
frequéncia e de modo eficiente em soja, o envelhecimento acelerado. De acordo com Wendt
et al. (2014), o sistema SVIS® foi eficiente para identificar diferencas de vigor entre os lotes
de sementes de soja avaliados.

Nesse sistema, o vigor é quantificado por meio de um indice calculado com base nos
valores biométricos e germinativos de plantulas. O sistema foi adaptado com sucesso para
outras especies, como milho (OTONI; McDONALD, 2005), meldo (MARCOS FILHO et al.,
2006), soja (MARCOS FILHO et al.,, 2009), crotalaria (SILVA et al., 2012), pepino
(CHIQUITO et al.,, 2012), e a avaliacdo do efeito do condicionamento fisiolégico em
sementes de milho doce (GOMES JUNIOR et al., 2009) e mutamba (BRANCALION et al.,
2010).

A Ohio Crop Improvement Association realizando andlises com imagens
computadorizadas de plantulas (SVIS®) em sementes de soja desenvolveu uma escala em que
sementes de alto vigor originam indices de 800 a 1000 em plantulas com trés dias de idade,
enguanto plantulas de baixo vigor geram valores inferiores a 300 (MARCOS FILHO, 2010).
Ja a Ohio State University considera plantulas de soja com trés dias de idade em vigor
excepcional (800-1000), alto (600-799), bom (400-599), baixo (200-399) e graos (<200).

A realizacdo dessa pesquisa permite o desenvolvimento de escalas e indices
especificos para cada espécie, com a utilizacdo de metodologias coerentes, representa um
avanco significativo na determinacdo de desempenho de pléantulas, além de permitir a
ampliacdo do conhecimento de areas da fisiologia e de avaliacdo do potencial fisiologico das

sementes.



O procedimento para avaliacdo do vigor de sementes por meio do SVIS® é simples e
rpido. O tempo necessario para gerar um indice de vigor a partir de imagens de plantulas
com trés dias de idade € menor que o requerido para executar o teste manualmente
(HOFFMASTER et al., 2005). Gomes Junior et al. (2014), verificaram a mesma eficiéncia
para sementes de feijdo.

De acordo com Gomes Junior et al. (2009), os resultados para uma amostra de 50
sementes podem ser obtidos de dois a trés minutos. Outras vantagens desse sistema incluem a
eliminacdo do erro humano, aumentando a confiabilidade dos dados para fins de comparacéo
e a possibilidade de arquivamento das imagens para analise posterior (ALVARENGA et al.,
2012). Essa metodologia tem sido utilizada rotineiramente por laboratorios de entidades
certificadoras de sementes e de empresas produtoras nos Estados Unidos da América,
particularmente no estado de Ohio, sendo considerado procedimento promissor para avaliacao
segura do vigor de sementes de vérias espécies cultivadas McDonald et al. (2003).

Deste modo, a avaliagdo automatizada do crescimento de plantulas, reduzindo a
subjetividade das analises baseadas na observacdo visual do analista, pode constituir-se em
um avanco significativo para a padronizacdo da metodologia, aumentando a confiabilidade
dos resultados obtidos (JULIAO, 2014).

2.3 ANALISE DE CONCENTRACAO DE CO;,

A aplicacdo de testes de vigor rapidos, objetivos e econdmicos torna-se uma
ferramenta fundamental para a avaliacdo da qualidade fisioldgica de lotes de sementes em um
programa organizado de producdo. Dentre as diferentes formas de verificacdo da qualidade
fisiologica em sementes, 0 processo de respiracdo merece atencao, pela alta relacdo entre este
fendmeno e a qualidade da semente (DODE et al., 2013).

Dentre os varios procedimentos utilizados na determinacdo do vigor, uma das
alternativas € submeter as sementes a medicdo da atividade respiratoria em condigdo de
laboratdrio. A respiracdo é a oxidacdo completa de compostos de carbono a CO; e agua,
através de uma série de reacdes, usando oxigénio como aceptor final de elétrons, sendo a
energia liberada e conservada na forma de ATP (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O processo de germinacdo de uma semente inicia-se com a embebicdo de agua,
seguida pelo desencadeamento de uma série de alteragbes metabolicas representadas pela
hidrolise de compostos armazenados na semente (TAIZ; ZEIGER, 2009). Por meio da

absorcdo de agua ocorre a reidratacdo dos tecidos e por consequéncia o0 aumento da respiracdo



e de todas as suas outras atividades metabdlicas, resultado no fornecimento de energia e
nutrientes necessarios para a retomada de crescimento do eixo embrionério (PEREIRA,
2012).

A respiracdo aerobica € um processo biologico pelo qual compostos organicos
reduzidos sdo mobilizados e oxidados de uma maneira controlada. Durante a respiracao,
energia livre é liberada e incorporada na forma de ATP, que pode ser facilmente utilizado
para a manutencdo e desenvolvimento da planta (WEITBRECHT et al., 2011).

A respiracdo € comumente expressa em termos de oxidacdo de acgUcar de 6 carbonos:
CeH1206 + 6 O, + 6 H,O = 6 CO, + 12 H,0. Esta equacdo é oposta a equagdo usada para
descrever o processo fotossintético, e representa uma reacdo duplo redox, onde a glucose é
completamente oxidada em CO,, enquanto que o oxigénio serve como Ultimo receptor de
elétron, sendo reduzido em 4gua (MARCOS FILHO, 2005).

O teor de agua na semente ou no ambiente de armazenamento, temperatura,
permeabilidade das membranas, tensdo de oxigénio, gas carbonico e luz, influenciam na
velocidade respiratoria da semente. A quantificacdo da taxa respiratdria de lotes de sementes
permite a obtencdo de resultados rapidos sobre o vigor, com base na determinacdo da
concentracdo de CO,. A diminuicdo da taxa respiratéria é indicativo do avanco da
deterioracdo, culminando no colapso metabodlico, visto que a restricdo ao acesso a energia
quimica oriunda da sintese de ATP interfere em todos os processos vitais da semente
(MARCOS FILHO, 2005).

E evidente o potencial efeito de aceleracdo da respiragdo e outros processos oxidativos
na deterioracdo das sementes. No entanto, ndo ha informacdo suficiente na literatura para
estabelecer a relagdo entre as taxas respiratérias e de deterioragdo, assim como a interferéncia
do grau de hidratacdo e da temperatura sobre estes processos. O estabelecimento de relacdes
entre o estado energético da agua, a intensidade da temperatura e taxa de respiracao, bem
como a deterioracdo da semente pode trazer contribuicdo substancial para a semente de
conservacao e, portanto, a conservacdo de germoplasma (LAMARCA; BARBEDO, 2012).

A respiracdo envolve a perda de matéria seca, no entanto esta determinacdo requer
grandes quantidades de tecidos vivos e geralmente envolve a sua destruicdo. Os métodos
baseados em trocas gasosas requerem menor quantidade de matéria seca e que ndo destroem
as sementes. Dentre os metodos utilizados podem ser fisicos como o analisador de géas
infravermelho (IRGA) ou fisico-quimico por titulometria (CRISPIM et. al., 1994). Além

disso, podem consistir na determinagdo de O, consumido ou de CO;, liberado.
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Mendes et al. (2009), determinaram que a atividade respiratdria utilizando o aparelho
de Pettenkofer foi eficiente para diferenciar lotes com germinacdo semelhante e diferencas
nos niveis de vigor em sementes de soja e milho. Esse método é comumente utilizado em
pesquisas para avaliar a respiracdo de sementes.

Atualmente, Dranski et al. (2013) desenvolveram um sistema acoplado ao IRGA e
concluiram que o método de quantificacdo de CO,, foi eficiente para classificar lotes de
sementes de canola em 4 classes de vigor.

Dessa maneira, a quantificacdo da concentracdo de CO,, resultante da respiracdo, pode
ser um indicativo de vigor. As sementes com maior potencial fisiolégico sdo capazes de
minimizarem a deterioragdo das membranas celulares gerando menos CO, em comparagédo a
sementes com menor potencial fisiolégico (BUCKLEY; HUANG, 2011).

Portanto, a determinacdo da atividade respiratoria de sementes de soja pelo método da
quantificacdo de CO,, por meio de um analisador de gas infravermelho (IRGA), e a
correlagdo dos resultados com outros testes de vigor pode-se constituir em uma alternativa

promissora para a ado¢do de mais um teste rapido de vigor.
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3 MATERIAL E METODOS

As avaliagOes para caracterizacdo dos lotes e o teste de concentragdo de CO, foram
realizados no Laboratério de Fisiologia e Tecnologia de Sementes e Mudas da Universidade
Estadual do Oeste do Parand — UNIOESTE, campus de Marechal Candido Rondon. A
emergéncia de plantulas em campo foi realizada na area experimental da UNIOESTE, em
Marechal Candido Rondon-PR, com altitude média de 420 metros, latitude 24°33°40°°S ¢
longitude 54°04°00°°W. As analises computadorizadas de imagens de plantulas foram
executadas no Laboratério de Anélise de Imagens do Departamento de Producdo Vegetal da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ), Universidade de Sao Paulo
(USP), em Piracicaba-SP, constituindo seis lotes de sementes da cultivar 2737RR, produzidas
na safra 2012/2013 em Cascavel — PR.

3.1 CARACTERIZACAO DOS LOTES

3.1.1 Grau de umidade
Determinado pelo método da estufa a 105 £ 3 °C por 24 h, utilizando duas repeticdes
de 50 g de sementes para cada lote (BRASIL, 2009), com resultados expressos em

porcentagem na base Umida.

3.1.2 Teste de germinacao

Conduzido com quatro repeticbes de 100 sementes por lote, em rolos de papel-toalha
umedecidos com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco e
mantidos em germinador com temperatura constante de 25 °C. A contagem final ocorreu no
oitavo dia ap6s a semeadura (BRASIL, 2009), e os resultados foram expressos em

porcentagem média de plantulas normais.

3.2 TESTES DE VIGOR

3.2.1 Teste de tetrazdlio

Foi utilizada a metodologia descrita por Franga Neto et al. (1998). Foram retiradas 100
sementes de cada amostra, pré-condicionadas em papel de germinacdo umedecido com
quantidade de &gua equivalente a 2,5 vezes a sua massa, durante 24 horas, em temperatura
ambiente. Em seguida, as sementes foram acondicionadas em copos plasticos de 50 mL,

sendo adicionada solucéao de 2,3,5-trifenil-cloreto-de-tetrazolio, na concentracéo de 0,075%, e
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acomodadas no escuro, em estufa, com temperatura de 40 °C, por trés horas, sendo

posteriormente lavadas em &gua corrente e analisadas individualmente.

3.2.2 Envelhecimento acelerado

Foi conduzido pelo método de caixas plésticas de germinacdo (AOSA, 2009). As
sementes de cada lote foram distribuidas sobre a tela inox interna a caixa em camada Unica, de
maneira a cobri-la de forma completa e uniforme, e no fundo da caixa colocou-se 40 mL de
agua destilada. As caixas foram tampadas e mantidas em BOD regulada a 42 °C + 2 °C

durante 96 horas e posteriormente foi realizado o teste de germinagao segundo o item 3.1.2.

3.2.3 Condutividade elétrica

Utilizaram-se quatro repeticdes de 50 sementes de cada lote. As sementes foram
pesadas e acondicionadas em copos descartaveis com 75 mL de dgua deionizada, mantidas em
BOD a uma temperatura de 25 °C por um periodo de 24 horas. Em seguida foram realizadas
as leituras da condutividade em um condutivimetro e os resultados expressos em pS cm g™ de
sementes (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

3.2.4 Anélise computadorizada de imagens de plantulas — Seed vigor imaging system (SVIS®)

As plantulas foram obtidas de quatro repeticbes de 25 sementes para cada lote,
colocadas para germinar em duas fileiras situadas no terco superior do papel-toalha, a 25 °C,
durante trés dias. ApoOs esse periodo, as imagens foram captadas em escaner HP Scanjet
G2410, disposto de maneira invertida no interior de uma caixa de aluminio (60,0 x 50,0 x
12,0 cm) e operado pelo software Photosmart®, com resolucido de 100 dpi. As plantulas de
cada repeticdo foram transferidas do papel-toalha para uma folha de cartolina de coloragédo
preta e colocada sobre a plataforma interna da caixa metélica.

As imagens digitalizadas foram analisadas pelo software Seed Vigor Imaging System
(SVIS®), sendo obtido o valor médio do indice de vigor para cada lote, através da equago

proposta por Sako et al., 2001.

IV =PESO¢ x C + PESOy x U
Sendo,
C = crescimento (indice de 0 a 1000),

U = uniformidade de crescimento (indice de 0 a 1000),
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IV = indice de vigor de 0 a 1000

Para a determinacgdo do vigor foi utilizada a classificacdo do indice de vigor proposta
pela Ohio State University, que considera plantulas com trés dias de idade em vigor
excepcional (800-1000), alto (600-799), bom (400-599), baixo (200-399) e gréos (<200).

3.2.5 Andlise de concentracao de CO,

Obtido através do pico de concentracdo de CO, liberado durante a respiracdo com o
auxilio de um analisador de gases (LI-COR 6400 XT). No preparo da amostra, quatro
repeticdes de 25 sementes para cada lote foram acondicionadas em frascos de penicilina de 60
mL e tampa para ejetdveis com volume de agua que possibilitasse atingir um nivel de
umidade de 30% (w/w). Os recipientes foram incubados em camaras tipo BOD a 15 °C. A
concentragdo de topo foi obtida nos intervalos: 1:00; 3:00; 6:00; 9:00 e 11:00 horas de
incubacdo, para obtencdo do periodo de tempo que possibilitasse a maxima segregacdo dos
lotes em funcéo da evolucdo da hidratagdo. Os resultados foram expressos em pmol mol™ de
CO;, por grama de semente (DRANSKI et al. 2013).

3.2.6 Emergéncia de plantulas em campo

Quatro repeticdes de 100 sementes por lote foram semeadas em sulcos de 5,0 m de
comprimento e 3,0 cm de profundidade, com espacamento entre sulcos de 30 cm, em
condicdes de campo, sem irrigacdo, no dia 23 de novembro de 2013. A porcentagem de
plantulas normais emergidas foi computada no décimo quinto dia apds a semeadura
(NAKAGAWA, 1994). As leituras foram realizadas diariamente para o calculo do indice de
velocidade de emergéncia (IVE), computando o numero de plantas emergidas no dia
(MAGUIRE,1962).

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
Para as andlises laboratoriais foi utilizado o delineamento inteiramente ao acaso com
quatro repeticdes. No teste de concentragcdo de CO, foi adotado o arranjo fatorial (6 x 5),
compreendendo os seis lotes e 0s cinco periodos de incubagdo. Para a emergéncia de plantulas
em campo o delineamento foi em blocos casualizados com quatro repeti¢cdes para cada lote.
Os dados foram submetidos ao teste de Lilliefors para verificar a normalidade de

distribuicdo dos residuos e posteriormente submetidos a analise da variancia. As médias
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foram agrupadas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott, com o auxilio do
programa estatistico SAEG (2007).

Com base nos resultados obtidos dos testes de vigor e de estabelecimento em campo,
calculou-se a matriz de correlagdes simples entre as variaveis. Adicionalmente efetuou-se
uma anélise de agrupamento com base nos resultados dos testes de vigor. Para tanto, as
meédias de dissemelhanca entre os testes foram calculadas pela distancia euclidiana mediae o

método de agregacdo de classes foi pelo método das centroides.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados do teste de germinacdo ndo foram identificadas diferencas de
viabilidade entre os lotes (Tabela 1). A semelhanca na porcentagem de germinacdo é
fundamental para o estudo comparativo entre lotes com diferentes niveis de vigor, ja que o
processo de deterioracdo inicia com a reducdo de varios atributos de desempenho e vigor da
semente, resultando, por fim, na perda da capacidade germinativa das sementes (MARTINS et
al.,, 2009). Observa-se que os 6 lotes estdo dentro dos padrbes de germinagdo para

comercializacdo de sementes basica (Brasil, 2013).

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo (G) e grau de umidade (GU) de seis lotes de soja
CD2737RR.

Lote G (%) GU (%)
1 82+ 7,1 9,7 +0,05
2 8057 8,9 +0,07
3 75+509 9,4 +0,07
4 80+7,3 9,2 0,09
5 78+6,3 9,6 + 0,04
6 74+ 4,2 9,6 +0,09

*Desvio padrdo da média.

O grau de umidade entre os lotes de sementes variou de 8,9% a 9,7% (Tabela 1),
externando uniformidade quanto a manutencdo do estado seco, visto que a diferenca entre
lotes com maior e menor teor de agua foi menor que 1%. De acordo com Vieira et al. (2015),
0 intervalo aceito para garantia € de no maximo dois pontos percentuais. A uniformidade do
grau de umidade é importante para obtencdo de resultados consistentes na avaliacdo do
potencial fisioldgico dos lotes (TEKRONY, 2003).

A comparagdo da porcentagem de plantulas normais apos o envelhecimento acelerado
(Tabela 2), ndo resultou em diferencas significativas entre lotes, porém, ao compararmos 0s
resultados de envelhecimento acelerado (Tabela 2) com os resultados de germinacdo (Tabela
1), pode-se perceber que apenas o lote 3 manteve taxa semelhante de plantulas normais ao
obtido no teste de germinacdo, apresentando maior tolerancia quando submetido a uma
situacdo adversa. Sementes com menor potencial fisiologico deterioram-se mais rapidamente,

com reflexos na germinacao apés o periodo de envelhecimento acelerado (LIMA et al., 2015).
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Tabela 2. Envelhecimento acelerado (EA), tetrazdlio-vigor (TZv), condutividade elétrica

(CE), concentracdo (CO,) e seed vigor imaging system-indice de vigor (SVISiv) de seis lotes

de soja CD 2737RR.
Lote EA TZv CE CO, SVISiv
-------- (%) -------- uScmag* umol g™

1 555" 61,0 170,91 a 427171 a 677 a
2 63,5a” 60,5Db 165,49 a 4415,69 a 666 a
3 70,5 a 70,0 a 138,56 b 3560,60 ¢ 626 a
4 65,5a” 69,5 a 149,58 b 3536,41 c 664 a
5 60,7 a” 62,0Db 160,21 a 4175,77 a 651 a
6 59,7 a” 64,0Db 156,78 a 3927,17b 597 a
CV (%) 11,01 2,90 5,61 4,62 10,77

“Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.”Significativo a 5% de probabilidade de
erro pelo teste t.

Na avaliacdo do vigor das sementes, mediante o envelhecimento acelerado e a analise
computadorizada de imagens de plantulas, SVIS® (Tabela 2), os resultados obtidos para os
seis lotes ndo permitiram a diferenciacdo. Observou-se que o teste que avaliou o crescimento
de plantulas apresentou o0 mesmo comportamento ao envelhecimento acelerado, ndo
mostrando sensibilidade suficiente para diferenciar o vigor dos 6 lotes e externando 0s
maiores coeficientes de variagdo (Tabela 2).

Esses resultados se assemelham aos resultados encontrados por Alvarenga et al.
(2012), onde a analise computadorizada de imagens de plantulas SVIS® apresentou
sensibilidade comparavel ao teste de envelhecimento acelerado tradicional. Marcos Filho et
al. (2009), tambem encontraram resultados semelhantes ao avaliarem o vigor de sementes de
soja.

Os valores dos fndices de vigor do teste seed vigor imaging system (SVIS®) obtidos
para os 6 lotes foram entre 597 a 677 (Tabela 2) sendo classificados como de medio a alto
vigor. Esses resultados podem ser explicados pela estreita diferenca entre a viabilidade das
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sementes, uma vez que a analise SVIS® mostrou-se sensivel na determinacéo do vigor de
sementes de soja com maiores variagdes entre lotes (SEKHARAN, 2005; MARCOS FILHO
et al., 2009). Sekharan (2005), trabalhando com lotes de sementes de soja envelhecidas
artificialmente, variando entre 83% e 95% de germinacdo, constatou a eficiéncia de analises
SVIS® para detectar diferencas no potencial fisiolégico. Assim, o pardmetro indice de vigor
pode ser util quando as variagdes entre lotes forem mais acentuadas que as verificadas no
presente trabalho.

Diante os resultados acima apresentados verificou-se que, dentre todos os testes de
vigor conduzidos, o teste de concentracdo de CO, foi o Unico que classificou os lotes em trés
niveis de vigor, mostrando maior sensibilidade para avaliacdo do vigor para lotes com
viabilidade semelhante. Também foi possivel observar que os lotes 3 e 4 apresentaram menor
atividade respiratéria em comparacdo aos demais lotes, evidenciando que os lotes com
resultados superiores nos demais testes de vigor liberaram menos CO,.

Esses resultados corroboram com o estudo de Crispim et al. (1994), onde as sementes
mais deterioradas foram as que apresentaram maior taxa de respiracdo, medida em mg de CO,
por g de matéria seca, quando comparadas com lotes mais vigorosos. Dranski et al. (2013),
encontraram comportamento semelhante, concluindo que a concentracdo de CO, foi
inversamente proporcional a porcentagem de plantulas normais, agrupando os lotes de canola
em quatro classes de vigor.

Tendo em vista que a andlise de variancia € uma andlise univariada, o que dificulta o
agrupamento dos lotes, foi realizado um dendograma utilizando todos os resultados dos testes
de vigor de laboratério a fim de possibilitar a categorizacdo dos lotes de sementes de soja
(Figura 1).



18

400 T+

350 T

300

250 T

200

Dissimilaridade

150 T

100 +

Lotes

Figura 1. Dendrograma da analise de agrupamento apresentando o nivel de dissimilaridade

entre os testes de vigor em soja CD 3727RR.

Por meio do dendograma de analise de agrupamento pode-se observar que ao
desdobrar as centrdides, na parte superior do dendograma, encontram-se 2 grupos. O primeiro
grupo é formado pelos lotes 3 e 4 e 0 segundo grupo com os demais lotes. Esses resultados se
assemelham com os resultados encontrados nos testes de vigor de tetrazélio, condutividade
elétrica e concentracdo de CO, (Tabela 2), que evidenciaram os lote 3 e 4 de maior vigor. A
contribuicdo das varidveis na composicdo dos grupos foi de 20% para conteudo de CO; e
envelhecimento acelerado; 6,7% para os resultados de vigor pelo teste tetrazélio e 26,7% para
a condutividade elétrica e SVIS®.

Com relacdo ao estabelecimento em campo (Tabela 3), observou-se que o lote 4
externou maior porcentagem de plantulas emergidas, com maior velocidade no
estabelecimento em comparacdo ao restante dos lotes. J& os lotes 2, 3, 5 e 6 apresentaram

velocidade de emergéncia superior ao lote 1 e inferior ao lote 4. Para a emergéncia em campo
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os lotes 3 e 4 foram superiores aos demais lotes com semelhancga aos resultados encontrados
nos testes de TZv, CE (Tabela 2).

Tabela 3. Emergéncia em campo (EC) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de seis
lotes de soja 2737 RR.

EC IVE
Lote
%

1 57,0b" 8,19 c

2 60,7 b 9,62 b
3 69,5 a 10,71 b
4 67,7a 12,15a
5 64,2 b 9,98 b

6 63,0b 9,87 b

CV (%) 7,16 14,34

“Médias seguidas da mesma letra minGscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si

pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

Os lotes 3 e 4 foram estatisticamente mais vigorosos que os lotes 1, 2, 5 e 6 mediante
0s testes de vigor de tetrazdlio, condutividade elétrica e concentracdo de CO, (Tabela 2), e por
meio do dendograma (Figura 1), corroborando com os resultados encontrados na emergéncia
em campo na Tabela 3. Essa relacdo é importante, visto que que a eficiéncia dos testes para
avaliacdo do potencial fisiolégico dos lotes de sementes depende dos resultados de
emergéncia de plantulas em campo (TORRES et al, 2012).

Esses resultados corroboram com os resultados obtidos em estudos anteriores, 0s quais
demonstram que os testes de condutividade elétrica e envelhecimento acelerado sdo
adequados para analise de vigor de sementes de soja (Vieira et al., 2003; Silva et al., 2008;
Carvalho et al., 2009).

Vale ressaltar que o teste de germinacdo (Tabela 1) apresentou valores bem superiores
a emergéncia de plantulas em campo (Tabela 3), confirmando as limitacbes do teste de
germinacdo na determinacdo do potencial fisiologico dos lotes de sementes de soja. A
capacidade de emergéncia em campo € a caracteristica mais importante da qualidade das

sementes. O teste de germinacédo refere-se ao potencial maximo de um lote de sementes em
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particular nas melhores condicGes. Para El Abady et al. (2014), o teste de germinacéo néo foi
um bom indicador para a porcentagem real de emergéncia em campo.

Os valores baixos de emergéncia em campo observados na Tabela 3 talvez sejam
relacionados pelas condicdes adversas encontradas durante a conducéo da pesquisa em campo

(Figura 1).
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Figura 2. Precipitacdo pluviométrica diaria acumulada (mm), médias diarias da temperatura
minima e maxima (°C) e umidade relativa do ar (%) na regido de Marechal Candido Rondon,
PR.

Lotes de sementes com alta germinagdo no laboratdrio podem ter baixa emergéncia de
plantulas dependendo das condi¢cdes desfavoraveis no campo. A discrepancia entre 0s
resultados de germinacdo e emergéncia em campo pode ser explicada pelas condi¢fes de alta
precipitagdo durante o periodo de semeadura havendo um decréscimo conforme as pléantulas
emergiam (Figura 1).

Os testes de vigor que se correlacionaram significativamente com a emergéncia de
plantulas em campo foram: envelhecimento acelerado, tetrazolio, condutividade eléterica e
analise de CO; (Tabela 4).
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Tabela 4. Coeficiente de correlagcdo simples entre testes de vigor, envelhecimento acelerado
(EA), tetrazolio (TZ), condutividade elétrica (CE), anélise de concentracdo de CO, (CO2) e
seed vigor imaging system (SVIS), com o desempenho em campo, emergéncia em campo
(EC) e indice de velocidade de emergéncia (IVE), de sementes de soja CD 3727RR.

EC IVE
EA 0,88** 0,74*
TZ 0,89** 0,81*
CE -0,96** -0,76*
CO2 -0,86* -0,80*
SVIS -0,33™ -0,08™

s Significativo a 5%, a 1% e ndo significativo pelo teste t.

O teste de envelhecimento acelerado que, por sua vez, ndo tinha apresentado diferenca
significativa (Tabela 2), na analise de correlacdo foi detectado significancia quando
relacionado com a emergéncia em campo. Isso pode ter acontecido devido aos dois testes
serem conduzidos em situagdes com maior adversidade, gerando, consequentemente, algum
estresse a semente e dessa maneira, chegando o mais proximo a situagéo real de campo.

Por outro lado, ao analisar a correlagdo de campo com o SVIS® (Tabela 4), podemos
observar que o resultado ndo foi significativo. Esse teste é conduzido em condicdes ideais e
pode ndo expressar 0 mesmo comportamento do campo, mostrando-se insuficiente para
diferenciar o vigor dos lotes estudados. No entanto, a comparacdo de testes de vigor de
laborat6rio com a porcentagem de emergéncia em campo ndo é tarefa simples, dado que, ndo
foi desenvolvida uma metodologia padronizada e totalmente eficiente.

De acordo com Marcos Filho et al. (1984) é desejavel a obtencdo do maior nimero
possivel de informacbes que permitam, no minimo, identificar lotes que possuam maiores
possibilidades de apresentar melhor desempenho em campo, ou melhor, avaliar corretamente
0 potencial de cada lote.

Barbieri et al. (2013), encontraram resultados semelhantes com sementes de soja,
concluindo que os testes de vigor baseados em desempenho de plantulas ndo estratificaram
adequadamente os lotes de sementes com resultados diferentes aos obtidos na emergéncia de
plantulas em campo. Isso demonstra que assim como o teste de germina¢do, 0S mesmos
apresentam limitagOes para o ranqueamento de lotes, necessitando ser complementados com

outros testes de vigor.
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A atividade respiratoria se correlacionou com o teste de emergéncia em campo, ou
seja, a respiracdo foi inversamente proporcional ao estabelecimento de plantulas em campo
(Tabela 4). Esses resultados podem estar associados ao processo de difusdo da agua, pois em
sementes de menor vigor ha maior desorganizacdo nas membranas biolégicas, fenémeno este
detectavel no teste da condutividade elétrica, cuja maior lixiviagdo de solutos é resultado da
perda de compartimentalizacdo celular das sementes dos lotes de menor vigor, gerando
consequentemente, uma maior atividade respiratoria. Nas sementes de menor vigor, ha
desorganizacdo de membranas e, com isso, ocorre maior lixiviacdo, gerando acentuada
atividade respiratoria (DODE et al., 2013).

No entanto, Mendes et al. (2009) e Aumonde et al. (2012), encontraram resultados
inversos aos mencionados anteriormente. Ao estudar a atividade respiratoria de sementes de
soja, Mendes et al. (2009), concluiram que sementes mais vigorosas liberam mais CO,. A
atividade e a integridade das mitocondrias de embrides viaveis aumenta desde o inicio da
embebicdo, 0 que contribui para uma producdo mais eficiente de ATP, refletindo o elevado
consumo de oxigénio e liberacdo de CO, (BEWLEY; BLACK, 1994). Esse estudo confirma
os resultados encontrados por Aumonde et al. (2012), que ao estudarem a respiracdo de
sementes de feijdo-mildo observaram que quanto maior os resultados de viabilidade e vigor,
maior a atividade respiratéria das sementes.

Os resultados da literatura expostos acima demonstram que cada espécie responde de
maneira diferente ao tempo de leitura para quantificacdo de CO,. Sendo assim, fornecendo
espaco para novas pesquisas com espécies ainda ndo estudadas e de interesse econdmico,
visto que a avaliacdo da respiracdo de sementes, embora seja de alto custo inicial, é um teste
rapido para avaliacdo do vigor de sementes.

Analisando os resultados encontrados na Tabela 4, pode-se observar que o teste de
condutividade elétrica foi altamente significativo com o teste de emergéncia em campo.
Sendo assim, além de ser rapido e de facil execucdo, o teste de condutividade elétrica foi
eficiente em classificar lotes em diferentes niveis de vigor, sendo uma ferramenta adequada
em casos onde é necessaria uma tomada de decisdo rapida. Esse resultado esta de acordo com
a Association of Official Seed Analysts (AOSA, 2009), que sugerem testes baseados na
condutividade elétrica para avaliar a qualidade de sementes de soja.

A interpretacdo de testes de vigor geralmente depende de decisbes tomadas pelo
analista, considerando critérios pré-estabelecidos. No entanto, pode apresentar limitagdes,

destacando-se a variacdo de resultados entre analistas e laboratorios, face a possivel
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subjetividade da interpretacdo, como no caso do teste tetraz6lio. Ao mesmo tempo, VAarios
testes consomem periodo de tempo considerado excessivo para a obtengdo dos resultados.
Consequentemente, a automatizacao desses procedimentos, pode contribuir significativamente
para aprimorar a precisdo de resultados, além da obtencdo mais rapida da informacéo. Desse
modo, a andlise de CO, apresentou correlacdo significativa com a emergéncia em campo

podendo ser uma alternativa para avaliar o vigor de lotes de semente de soja.
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5 CONCLUSOES

O desempenho em campo de sementes de soja possui aderéncia com o obtido pelos
testes de tetrazolio, condutividade elétrica e analise de concentragdo de COs.

O Seed Vigor Imaging System - SVIS nao foi sensivel para determinar o desempenho
de plantulas em campo dos seis lotes da cultivar CD 2737RR.

O teste de condutividade elétrica foi altamente significativo com o teste de emergéncia
em campo, além de ser rapido e de facil execucao.

A analise de CO, apresentou correlacdo significativa com a emergéncia em campo,
podendo ser uma alternativa automatizada para avaliar o vigor e aprimorar a precisao dos

resultados de lotes de semente de soja.
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