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1 RESUMO

A retencdo de clorofila tem afetado a producdo de sementes de soja no
Brasil, principalmente na regido dos cerrados. Como consequiéncia, tem-se a reducdo da
qualidade dos lotes, constatada por queda na germinacdo e vigor, com prejuizos no
estabelecimento de populacéo adequada de plantas, no momento da semeadura.

A degradacéo da clorofila pode ser afetada pelo estadio de maturacéo,
por condi¢cdes de secagem, aplicacdo de produtos quimicos dessecantes e pelas condicfes
climaticas, especialmente durante as fases de acimulo de reservas e maturagdo das sementes.
O processo de maturacao, além de ter grande efeito na degradacdo da clorofila, influencia a
producdo de enzimas especificas da germinacdo. A presenca do pigmento verde pode estar
relacionada a producdo de radicais livres que causam danos oxidativos, os quais afetam a
longevidade das sementes.

Este estudo teve como objetivo averiguar a relacdo entre a clorofila, a
qualidade fisiologica e os danos oxidativos que afetam o potencial de conservacdo das
sementes de soja.

A pesquisa foi conduzida no Departamento de Producdo Vegetal —
Agricultura, da Faculdade de Ciéncias Agronémicas, UNESP, Campus de Botucatu. Os
tratamentos constaram de 67 lotes de soja, de diferentes cultivares, provenientes de areas dos

Estados do Mato Grosso, de S&o Paulo e do Parana, com variagdes nos graus de retencéo de



clorofila. Para cada lote foi determinada a porcentagem de sementes verdes, utilizando-se
método visual de classificagdo de cores com auxilio da carta de Munsell, e o teor de clorofila,
através de extracdo quimica pelo método de Arnon (1949) adaptado no presente estudo. O
Fluorémetro foi utilizado para avaliar a atividade fotossintética das sementes com presenca de
clorofila. Avaliou-se, também, os danos oxidativos sofridos por cada lote através da
determinacdo de lipoperdxidos. Todos os parametros foram relacionados com a qualidade das
sementes avaliada em trés épocas: inicial, logo ap06s o recebimento das sementes e apos trés e
seis meses de armazenamento. Os dados obtidos foram analisados por teste de correlacdo e por
curvas de distribuicdo de frequéncias ndo acumuladas, associadas a estatistica descritiva.

A anadlise dos lotes agrupados por regibes nao foi consistente em
conseqiiéncia do conjunto de dados avaliados. Com o uso do fluorémetro foi possivel atestar
gue sementes maduras de soja com retencdo de clorofila ndo possuem atividade fotossintética.
A ocorréncia de sementes verdes em lotes de soja é indicativo de menor qualidade, sem
relacdo clara, no entanto, entre o contetdo de clorofila das sementes e a qualidade fisioldgica
dos lotes. Constatou-se, também, que o teor de clorofila de um lote ndo tem relacéo direta com
a peroxidacao de lipideos e a consequente reducdo da qualidade; contudo, o contetdo de
lipoperdxidos possui relacdo direta com os danos oxidativos causados as sementes e com a

reducdo da qualidade dos lotes de soja apds o armazenamento.

Palavras-chave: Glycine max,clorofila, peroxidacédo de lipideos, qualidade de sementes.
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2 SUMMARY

The retention of chlorophyll has affected the production of soybeans in
Brazil, mainly in the cerrado biome. As a result there has been a reduction in the quality of the
lots, evidenced by a decrease in germination and vigor, with losses in the establishment of
appropriate plants population at sowing time.

The degradation of chlorophyll can be affected by ripening stage, by
drying conditions, application of chemical desiccants, and climatic conditions, especially
during periods of reserve accumulation and seed maturation. The maturation process, besides
having great effect on the degradation of chlorophyll, has importance in the production of
specific enzymes of germination. The presence of green pigment may be related to the
production of free radicals that cause oxidative damage, which affects seed longevity.

This study aimed to investigate the relationship between chlorophyll,
the physiological quality and oxidative damage affecting the conservation potential of soybean
seeds.

The research was conducted at the Department of Crop Production -
Agriculture, Faculty of Agronomic Sciences, UNESP, Botucatu. The treatments consisted of
67 soybean lots of different cultivars from areas in Mato Grosso, Sao Paulo and Parana, with
variable degrees of chlorophyll retention. For each batch was determined the percentage of
green seeds using a visual method of classification with the aid of the Munsell color card, and
the chlorophyll content by chemical extraction, using the method of Arnon (1949) adapted in
this study. The fluorometer was used to evaluate the photosynthetic activity of the seeds with
chlorophyll retention. We evaluated also the oxidative damage suffered by each lot by
determining lipoperoxide. All parameters were related to the quality of seeds valued at three



times; initial date, soon after receiving the seed and after 3 and 6 months of storage. The data
were analyzed by correlation test and by analysis of distribution curves of not accumulated
frequencies, associated with the descriptive statistics.

The plots grouped by regions analysis was not consistent as a result of
the data set evaluated. Using the fluorometer was possible to demonstrate that mature seeds of
soybean showing retention of chlorophyll have no photosynthetic activity. The occurrence of
green seeds in soybean lots is indicative of lower quality, however, no clear relationship was
found between chlorophyll content and seeds quality. It was also noted that the chlorophyll
content of a lot has no direct relationship to lipid peroxidation and the consequent reduction in
quality, however, the contents of lipoperoxide, has direct relation with the oxidative damage

caused to seed and the degradation of soybeans lots after storage.

Keywords: Glycine max, chlorophyll, lipid peroxidation, seed quality.



3 INTRODUCAO

A soja pode ser considerada, hoje, a principal cultura dos setores
agricola e agroindustrial do pais por representar parte expressiva das exportacdes brasileiras.
Para atender o crescimento da producdo de soja, 0 mercado necessita de grande quantidade de
sementes de alta qualidade.

A qualidade de sementes de soja, principalmente em regides tropicais e
subtropicais, pode ser influenciada por diversos fatores que ocorrem antes e durante a colheita,
e nas etapas posteriores da producdo, como na secagem, no beneficiamento, no
armazenamento e no transporte. Na fase de campo, periodos de seca, danos por insetos,
extremos de temperatura durante as fases de histodiferenciacdo e maturacdo da cultura,
resultam na maturacdo forcada das sementes, acarretando baixos rendimentos e ocorréncia de
sementes esverdeadas, com consequente reducdo da qualidade (FRANCA NETO et al., 2005).

A retengdo de clorofila em sementes de soja produzidas no Brasil tem
ocasionado serios problemas aos produtores nos ultimos anos, em razdo do fato estar
associado a baixa qualidade dos lotes, com decréscimo do poder germinativo e do vigor,
afetando, de forma significativa, o estabelecimento de estandes iniciais. Estudo de Zorato et al.
(2007) mostrou haver relagéo inversa entre o indice de sementes esverdeadas e a intensidade
da tonalidade verde dos cotilédones com a qualidade fisiologica de sementes de soja.

Os cotilédones esverdeados, consequiéncia da degradagdo parcial da

clorofila, resultam em prejuizos para o setor sementeiro de soja e, também, para a indUstria de



6leos comestiveis. O 06leo proveniente da extracdo de grdos verdes sofre reducdo em sua
estabilidade oxidativa, levando o produto ao processo de rancificacdo e, conseqlientemente, a
reducdo da vida util de prateleira. Além disso, a coloracdo escura desse 6leo é indesejavel
comercialmente, e a remocdo dos pigmentos verdes por adsorcdo em agentes clarificantes
eleva o custo de refinagéo.

O teor de clorofila em sementes maduras de soja é determinado pelo
gendtipo e, portanto, variavel entre as cultivares. Esse nivel, conforme o estadio de maturagéo
das sementes pode ser influenciado pelas condi¢bes de secagem, ou pelas condi¢des climaticas
que afetam o amadurecimento normal em condig¢Ges de campo (SINNECKER, 2002).

CondicgOes adversas a que ficam expostas as plantas no campo podem
determinar variacdo e desuniformidade da maturacdo das sementes, com agravamento do
processo de deterioracdo decorrente de bloqueios metabolicos impeditivos das transformacdes
bioquimicas que ocorrem normalmente no final do processo de maturagdo como, por exemplo,
a degradacdo da clorofila presente nas sementes.

Apesar da evidente importancia da degradacdo da clorofila em
sementes oleaginosas, 0S mecanismos responsaveis pelo processo, tanto durante a maturacdo
em campo quanto durante o armazenamento, ainda s&o pouco elucidados. Faltam informacdes
que permitam atribuir, de forma clara, relacdo entre clorofila e qualidade de sementes de soja.

Diante da escassez de informacGes na literatura, o estudo realizado
objetivou averiguar possivel relacdo entre a clorofila, a qualidade fisiologica das sementes de

soja e os danos oxidativos que afetam o potencial de conservacdo dos lotes.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Respostas fisiologicas durante a maturacao de sementes

A semente, desenvolvida a partir do dvulo fecundado, é formada por
tecidos maternos e por tecidos embrionarios. O processo de desenvolvimento da semente é
controlado geneticamente e compreende uma série de etapas, verificadas a partir da
fecundacdo, até que se tornem maduras e independentes da planta-mae.

O desenvolvimento da semente, da fertilizacdo a semente madura, pode
ser dividido em trés fases. A fase | é caracterizada pelo crescimento inicial, devido a divisdo
celular e a um aumento répido no peso fresco da semente. Na fase Il ocorre acimulo de
material de reserva na semente. O teor de agua diminui enquanto a matéria seca substitui a
agua nas celulas. Finalmente, a fase Il compreende a dessecacdo ou a desidratacdo das
sementes, em funcdo do declinio rapido do teor de agua e da diminuicdo do peso fresco.
Ocorre, entdo, reducdo gradual no metabolismo da semente e 0 embrido passa para um estado
quiescente (BEWLEY & BLACK, 1994).

A concentragdo de agua (g H,O/g peso fresco) é muito alta durante a
fase | e declina até que a maturidade fisioldgica da semente seja atingida. A semente de soja

contém niveis moderados de 0Oleo e altos niveis de proteinas e tem alta concentracéo de agua,



ao redor de 800 g/kg, no inicio do desenvolvimento e declina expressivamente até atingir
valores ao redor de 550 g/kg na maturidade fisioldgica (EGLI, 1998).

A agua desempenha papel fundamental na producdo vegetal, de
maneira que sua deficiéncia, ou seu excesso, afeta de forma decisiva o0 crescimento e 0
desenvolvimento das plantas. A sequéncia de modificacbes no teor de agua da semente
constituiu-se em caracteristica relativamente eficiente para estudar o desenvolvimento da
semente e empregada, com freqliéncia, na determinacéo da maturidade fisiologica (VILLELA
& MARCOS FILHO, 1998).

Nas consideracdes de alguns autores citados por Adams et al. (1983), a
maturacdo em sementes de soja é a fase final da producdo. Ela ocorre naturalmente quando a
semente alcanca 0 maximo de peso seco no estadio descrito como maturidade fisiologica.
Todavia, a maturacdo nao depende apenas da planta-mde, ou apenas do estadio de
desenvolvimento da semente. A maturacdo é uma fase metabolicamente ativa, envolvendo
proteina, utilizacdo de amido e producdo de aglcares soluveis.

Indicadores visuais da maturidade tém sido desenvolvidos para muitas
culturas e eles sdo freqlientemente baseados em mudancgas na cor ou nas caracteristicas da
semente. De acordo com Marcos Filho (1980), uma populacdo de sementes de soja esta
madura quando a coloracdo amarela e hilo heterocromo (coloragdo diferente da do
tegumento), ocorrem em aproximadamente 95% das sementes. E muito dificil, segundo Egli
(1998), detectar diferencas significativas no campo entre lotes colhidos no estadio de
maturacdo R7.1 (inicio a 50% de amarelecimento de folhas e vagens) e a total maturidade
R8.1 (inicio a 50% de desfolha).

As modificagdes do vigor da semente ocorrem paralelamente a
evolucdo da transferéncia de matéria seca da planta para as sementes, ou seja, a proporcao de
sementes vigorosas aumenta com o decorrer da maturagdo, com um maximo em época muito
proxima ou coincidente com o maximo acumulo de reservas (MARCOS FILHO, 2005).

Apesar de muitas pesquisas ressaltarem maior germinagéo e vigor da
semente na maturidade fisioldgica, Ellis & Pieta Filho (1992) ofereceram uma mudanca nessa
concepgdo. Eles sugeriram que o maximo potencial fisioldgico das sementes de cevada e de
trigo ocorre apos 0 maximo acumulo de matéria seca, razdo para proporem 0 termo

“maturidade de massa” para separar a ocorréncia da maxima massa de matéria seca do



maximo vigor das sementes. Assim, segundo os autores, a semente esta fisiologicamente
madura somente quando o0 méximo vigor é alcancado.

Os efeitos ambientais durante o desenvolvimento das sementes podem
ter grande potencial em causar alteracdes bioquimicas na composicdo da semente madura. O
estresse hidrico durante a formacdo das sementes acelera a senescéncia de folhas e encurta o
periodo de maturacdo das sementes de soja. As sementes, na ocorréncia de estresse hidrico da
planta, podem ndo completar a mesma sequéncia de desenvolvimento como em plantas sem
deficiéncia e a composicdo quimica desde o estadio de desenvolvimento pode ser afetada na
semente madura. Pouco se sabe sobre a interacdo entre a duracdo do periodo de formacéo da
semente e a sua composi¢ao na maioria das espécies cultivadas (EGLI, 1998).

O intervalo entre a maturidade fisiologica e a colheita € como um
periodo de armazenamento no campo em que a ocorréncia de chuvas e condicdes oscilantes de
temperatura e umidade relativa do ar causam o intumescimento diferenciado dos tecidos
externos das sementes em relacdo aos internos. Esse processo pode ocasionar rugas e
rachaduras no tegumento e fissuras no eixo embriondrio e nos cotilédones, sintomas tipicos de
deterioracdo severa. Essa deterioracdo geralmente esta associada a maior predisposicdo das
sementes aos danos mecanicos e ao ataque de pragas e patogenos (COSTA et al., 1987).

Apo6s a maturidade fisiologica, alteracGes degenerativas comegam a
ocorrer nas sementes, de modo que a qualidade fisioldgica pode ser mantida ou decrescer,
dependendo das condi¢bes ambientais no periodo que antecede a colheita, da conducdo dos
processos de colheita, de secagem, de beneficiamento e das condi¢cbes de armazenamento
(DELOUCHE & BASKIN, 1973; MCDONALD, 1975).

Abdul-Baki & Anderson (1973) definiram deterioracdo como toda e
qualquer transformacdo degenerativa ocorrida na semente, tratando-se de um processo
continuo, de progresso variavel entre espécies, entre lotes de sementes da mesma espécie e
entre sementes do mesmo lote. Essas transformacgdes podem ser de origem bioquimica, fisica
ou fisiologica (DELOUCHE & BASKIN, 1973).

As reacOes oxidativas sdo, em parte, responsaveis pela deterioracdo das
sementes (PRIESTLEY et al., 1985; WILSON & MCDONALD, 1986) e ocorrem por
peroxidacdo. A oxidacdo de acidos graxos insaturados é citada, na maioria das vezes, como a

primeira reagdo do processo de envelhecimento, produzindo radicais livres que atacam
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lipideos, proteinas e &cidos nucléicos (HARRINGTON, 1973). De acordo com a literatura,
tem sido relatado o envolvimento de enzimas nas reacOes oxidativas do processo de
envelhecimento, como as lipoxigenases que mantém sua atividade em sementes de soja,
mesmo em baixos niveis de 4gua (PRIESTLEY et al., 1985).

Muitas outras mudancas fisioldgicas provavelmente ocorram durante a
maturacdo da semente, embora haja pouca informacdo das exigéncias para a producdo de
sementes maduras e viaveis. Para Mcintyre (1987), a drastica reducdo do grau de umidade das
sementes, ap0s a maturidade fisioldgica, torna-se suficiente para explicar a inibicdo do
crescimento e o declinio associado a atividade metabodlica. Egli (1990) encontrou dados
sugerindo que o acimulo de matéria seca pelas sementes de soja pode continuar enquanto
houver uma rede de absorcao de agua para dirigir a expansdo celular. Na auséncia dessa rede,
um actmulo continuo de matéria seca causa a dessecacdo que desencadeia a maturacéo.
Também apontou mecanismos da semente, desencadeadores do final de seu desenvolvimento,
podendo operar independentemente de mudancas na disponibilidade de assimilados.

Ha significativos indices de correlacdo entre os niveis de clorofila e a
maturidade das sementes na época da colheita (CENKOWSKI et al., 1989 a e b; LIU, 1996).
Na prética, a presenca de sementes verdes € resultado de condicfes climaticas desfavoraveis
e/ou de procedimentos de colheita antecipada para reduzir as perdas (LEVADOUX et al.,
1987; CENKOWSKI & JAYAS, 1993). Na maturidade fisioldgica, sdo elevados os teores de
clorofila e de agua, mas o pigmento pode ser degradado naturalmente se as sementes forem
secas lentamente a temperatura ambiente (SINNECKER, 2002).

Adams et al. (1983) mostraram, a maturacdo, por meio de desidratacéo
lenta, processo necessario para producdo de sementes de soja de alta qualidade, para obtencéo
de efeitos distintos na degradacdo de clorofilas e na influéncia do genoma para permitir a
producdo das enzimas especificas de germinacdo, a malato sintase e a isocitrato liase. Em
sementes de soja, essas enzimas sdo chaves na regulacdo do ciclo do glioxalato, onde os
lipidios insoluveis das sementes sdo convertidos em agucares soluveis (sacarose), forma em
que sdo translocados para os meristemas radicular e apical (CIONI et al., 1981; BEWLEY &
BLACK,1994).
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Corroborando tais informag0es, Jalink et al. (1998) apontaram o estado
da maturidade como um importante aspecto da qualidade de sementes, e que as imaturas ou
ndo totalmente maduras sao geralmente de menor qualidade que as sementes maduras.

Pouco é conhecido sobre a funcdo da clorofila em sementes.
Quebedeaux e Chollet (1975) observaram declinio progressivo da concentracdo de clorofila
em vagens de soja com o aumento do peso das sementes entre a antese e a maturagéo.
Sugimoto et al (1987) mostraram haver atividade fotossintética em cotilédones imaturos de
soja quando em desenvolvimento; a intensidade de luz que atinge os cloroplastos teria a
importancia reduzida com o acimulo de substancias de reserva durante a maturacéo,
resultando em perda gradual da atividade fotossintética.

A funcdo da clorofila na vagem foi investigada por Andrew e Svec
(1975). Os autores constataram que, embora a taxa bruta de fotossintese das vagens por peso
fresco tenha sido ligeiramente inferior a das folhas, a concentracéo de clorofila € muito maior
nas folhas; todavia, a taxa fotossintética nas vagens foi maior que nas folhas, quando expressa
em base de mg de clorofila. O aumento da taxa fotossintética bruta em base de clorofila,
observada como o aumento do tamanho das vagens, pode ser importante durante o periodo de
acumulo répido de matéria seca nas sementes. Bewley e Black (1994) afirmaram que em
algumas leguminosas, por exemplo, ervilha e algumas cultivares de soja, a sacarose produzida
pela fotossintese nas folhas e vagens pode ser temporariamente armazenada como amido nas
vagens antes de ser remobilizada e transferida para as sementes em desenvolvimento.

Portanto, a clorofila presente em vagens e sementes de soja em
desenvolvimento parece estar ativa desempenhando funcdo na geragdo de energia e acimulo

de reservas.

4.2 Retencao de clorofila em sementes

A quantidade de clorofila, para maioria das espécies agricolas,
decresce no tegumento da semente, durante a maturagdo, a0 mesmo tempo em que a cor da

semente muda de verde para a cor caracteristica de cada espécie ou cultivar. Esse processo €
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chamado ““degreening”, que significa perda da cor verde (WARD et al., 1995; JALINK et al.,
1998).

De acordo com Sinnecker (2002), a soja, no estadio de maturacdo R6,
contétm um elevado teor de clorofila e, entre R6 e a maturidade fisiologica, ocorre a
degradacéo praticamente total da clorofila, restando apenas quantidades residuais.

Em circunstancias normais, durante a maturacdo das sementes, a
enzima clorofilase degrada a clorofila em sementes de soja. No entanto, em condi¢bes
climaticas de altas temperaturas e deficiéncia hidrica as sementes amadurecem mais rapido do
que o habitual, cessando a atividade da enzima antes que toda a clorofila tenha sido degradada
(BOHNER, 2010).

Os efeitos dos estresses ambientais, principalmente os causados pela
temperatura, ainda ndo sdo completamente conhecidos. Estudos sobre o assunto sugerem que a
elevacdo de temperatura, até atingir valores superiores a 30°C, provocam a translocacdo muita
rapida das reservas da planta para as sementes, impedindo a degradacdo completa da clorofila,
provocando a formacdo de sementes esverdeadas, de baixa qualidade e com desempenho
comprometido (MARCOS FILHO, 2005).

De forma generalizada, os fatores que predispdem a soja a expressao
de sementes esverdeadas, de acordo com Franca Neto et al. (2005), sdo os estresses bidticos e
abioticos que resultam na morte prematura ou em maturacdo forcada da planta. Dentre os
estresses biodticos estdo doengas como fusariose (raiz), cancro da haste e de folhas e a ferrugem
asiatica e dentre os fatores abioticos sdo citados 0 manejo inadequado, como distribuicdo
irregular de calcério ou de fertilizantes, aplicacdo de dessecantes antes do estadio ideal e
deficiéncia hidrica associada com temperaturas elevadas.

Condicgbes climaticas adversas, como intenso “veranico” durante as
fases de histodiferenciagdo e maturagdo na cultura da soja, resultam na maturacao forgada das
sementes, acarretando baixos rendimentos e ocorréncia de sementes esverdeadas, o que
resultard em acentuada reducéao de sua qualidade (FRANCA NETO et al., 2005). Tal problema
foi relatado na regido dos Cerrado no Brasil Central, na China (THEANJUMPOL, 2002), em
varias regides proximas a Ontario, no Canada e na regido de Kansas, nos Estados Unidos
(BOHNER, 2010).
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O grau de coloragdo verde dependeréd do estadio de desenvolvimento
da planta e da intensidade dos estresses que possam causar sua morte prematura. Se o0 estresse
ocorrer no final da fase de enchimento das sementes, a coloracdo verde permanecera restrita
ao tegumento e podera diminuir durante o periodo de armazenamento; a ocorréncia do estresse
no inicio ou no meio da fase de enchimento determinara a distribuicdo da coloracdo verde por
toda a semente e permanecera estdvel, mesmo apds longo tempo de armazenamento
(WIEBOLD, 2002, citado por MANDARINO, 2005).

Geralmente, a associacdo de fatores em campo torna a taxa de retencao
de clorofila mais significativa. A hipdtese que, de forma provavel, justifica a alteragdo
fisioldgica das sementes na regido dos cerrados brasileiro é a ocorréncia de estresse hidrico,
associados as condi¢Ges de microclima a exemplo da alta temperatura do ar, baixa umidade
relativa, elevada luminosidade e baixa retencdo de umidade nos diferentes solos, no periodo
considerado fundamental para a degradacdo da clorofila, qual seja na passagem do estadio Rg
para R7 de acordo com Fukushima e Lanfer-Marquez (2000).

Plantas de soja submetidas a condi¢cfes de estresses hidrico e térmico,
com inicio em R6, produzem altos indices de sementes verdes, de menores tamanho e massa,
com elevado teor de clorofila e baixa atividade de clorofilase, sem variagdes de ocorréncia de
sementes verdes nas diferentes partes da planta no que se refere a sua posi¢cdo nos tercos
inferior, médio e superior (PADUA, 2006).

Temperaturas elevadas sdo consideradas as principais responsaveis
pela maturagdo “forgada” em soja (FRANCA NETO et al., 2005). Dados obtidos por Padua
(2006) confirmaram tal informacdo uma vez que mesmo em condicdo de méaxima deficiéncia
hidrica, associada a temperaturas amenas, foi baixo o indice de ocorréncia de sementes verdes.

O teor de clorofila em sementes de soja é influenciado, também, pelo
genotipo e pode haver, portanto, variacdo significativa entre as cultivares. Ward (1992) e
McGregor (1991) relataram a influéncia similar do gendtipo e das condigdes climaticas,
principalmente a temperatura no periodo de maturacdo das sementes. Padua (2006) afirmou
existir variacdo de resposta a retencdo de clorofilas em sementes de cultivares de soja
produzidas em condigdes de estresse hidrico e térmico. Em seus estudos, as cultivares MG/BR
46 (Conquista) e BRS 251 (Robusta) mostraram-se suscetiveis e as cultivares BRS 133 e CD

206 menos suscetiveis as condicdes de estresse causadores do esverdeamento.
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Adams et al., (1983) consideraram a temperatura e a umidade relativa
do ar como fatores influenciadores no processo de maturacdo, época em que as clorofilas sdo
degradadas; observaram, também, que sementes de soja passando por desidratacdo de maneira
rapida, ndo perdem a clorofila no mesmo grau como as sementes desidratadas de forma lenta.
Diferentes velocidades de perda de agua das sementes determinaram taxas distintas de
degradacdo da clorofila. Sementes desidratadas de modo lento geralmente tém lpug
clorofila.semente™, enquanto as sementes visivelmente verdes, que foram desidratadas
rapidamente, mantém até 29ug clorofila.semente™ (ADAMS et al., 1983).

Consoante tais informagdes, Sinnecker (2002) constatou o efeito do
estadio de maturagdo, das condicdes de secagem ou das condigdes climaticas na maturacao
normal de plantas de soja no campo. O autor concluiu que, ap6s a colheita da soja, a
degradacdo da clorofila é altamente dependente da temperatura de secagem. Quando esta é
realizada de forma lenta, proximo a temperatura ambiente (25°C), é possivel colher a soja
mesmo dias antes da maturidade fisioldgica (R7), pois a clorofila é completamente degradada.
Por outro lado, em colheitas antecipadas acompanhadas de secagem acima de 40°C, ocorre
retencdo de clorofila.

Ward et al. (1992) obtiveram resultados semelhantes com sementes de
canola, ou seja, interrupcao da degradacdo da clorofila, decorrente de rapida perda de agua na

camara de secagem do secador, resultando em altos niveis de clorofila.

4.3 Retencao de clorofila e qualidade das sementes

A ocorréncia de sementes verdes tem sido apontada como um fator
importante na perda de qualidade de lotes de soja. A literatura informa ser maior o impacto do
pigmento verde sobre a qualidade fisioldgica quanto mais elevado for o indice de sementes
esverdeadas e quanto maior a intensidade da tonalidade do verde nos cotilédones das sementes
do lote. Contudo, além do aspecto fisioldgico, as sementes esverdeadas também apresentam
alteracdes no aspecto fisico, com tamanho e massa inferiores.

Nos Estados Unidos e no Canada, a incidéncia de grdos verdes é

observada na canola, trazendo problemas especialmente para a industria de extracdo de 6leo.
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Desta forma, o pigmento verde é considerado um parametro qualitativo em grdos dessa
espécie em tais paises. No Canadd, de acordo com Cenkowski e Jayas (1993), o teor maximo
de clorofila permitido em graos de canola de primeira qualidade é 22 mg/kg (base seca). Na
Suécia, 0 preco da canola também é estabelecido pelo teor de clorofila no 6leo, sendo que
grdos de primeira qualidade correspondem a um 6leo com um méximo de 30 ppm de clorofila
total (DAHLEN, 1973; MOUNTS et al., 1990).

Segundo Bohner (2010), sdo considerados no Canadé dois tipos de soja
verde, tendo em vista a comercializacdo de grdos para extracdo de Oleo. O primeiro
caracteriza-se pela coloracdo verde na parte externa dos graos, enquanto o interior permanece
amarelo, sendo classificado como “Grau 2”. No outro tipo a coloracdo verde é encontrada por
todo o grdo, classificado como “danificado”. As sementes verdes sdo descontadas dos
produtores de soja canadenses, em razdo da presenca de clorofila influenciar negativamente a
qualidade do 6leo extraido.

Estudos sobre os efeitos de véarios niveis de sementes verdes sobre a
qualidade fisioldgica de lotes de diferentes cultivares de soja, indicaram indices superiores a
10% como impossibilitadores da comercializacdo como semente fiscalizada (COSTA et al.,
2001). Ja Péadua et al. (2007) constataram 9% de sementes verdes como a porcentagem segura
para comercializacdo de lotes de soja e que estas sementes, em sua maioria, estdo mortas ou
originam plantulas anormais.

indices superiores de germinacdo foram encontrados por Medina et al.
(1997) nos tratamentos com remocdo das sementes de soja esverdeadas e verdes. A remogdo
de sementes verdes de lotes de soja também foi estudada por Franca-Neto et al. (2007). Os
autores concluiram que a classificacdo das sementes por tamanho, utilizando peneiras de tela
plana, foi eficiente para reduzir a porcentagem de sementes esverdeadas nos lotes de sementes
da cultivar Conquista; a maior porcentagem de sementes verdes (19%) foi constatada dentre a
porcdo de sementes menores (inferior a 6,0 mm), em comparagcdo com as sementes maiores
(7,5 mm), que apresentavam apenas 5% de incidéncia de sementes verdes. A estratificacdo das
sementes permite a selecdo de lotes, tornando possivel descartar aqueles com elevados indices
de esverdeamento. Contudo, a mesa gravitacional foi testada e considerada ineficiente na

separacao de sementes esverdeadas dos lotes.
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Trabalhando com dois lotes de sementes de soja, cultivar Conquista,
com 11,8% e 37,4% de sementes verdes, Zorato et al. (2007) verificaram que as sementes
verdes apresentaram baixa germinacdo, menor uniformidade no desenvolvimento das
plantulas, alta taxa de deterioracdo, menor comprimento de pléantulas, baixo peso de 1000
sementes e baixa emergéncia de plantulas em campo, independentemente do indice de
sementes esverdeadas nos lotes, embora os piores resultados tenham sido observados com
37,4% de sementes verdes no lote.

A ocorréncia de sementes de soja com coloracdo verde-escura intensa
principalmente na area do eixo embrionério, foi relatada por Costa et al. (2001). Sementes
com essas caracteristicas sdo, geralmente, detentoras de elevados indices de deterioracdo por
umidade que podem levar a reducdo da germinacdo, do vigor e da viabilidade.

Padua et al. (2007) constataram reducOes lineares de viabilidade, de
germinacdo e de vigor da semente de soja com o aumento dos indices de semente verde; foi
evidente, neste trabalho, que a semente esverdeada, com maiores indices de lixiviacdo de
solutos, tem seus sistemas de membranas celulares desorganizados, fruto da maturagédo
forcada e da morte prematura da planta.

Em sementes esverdeadas € nitida e preocupante a deterioracdo por
umidade nas diferentes regides das sementes. Existe a concordancia da importancia vital do
eixo embrionério (plumula e radicula) nas sementes; porém, os cotilédones, quando detentores
de pigmento verde mais intenso, sdo seriamente comprometidos, com grande quantidade de
células deterioradas, 0 que pode provocar danos na translocacdo de reservas para 0 eixo
embrionario no momento da germinacdo (ZORATO, 2007). O mesmo autor afirma que o
vigor, avaliado pela condutividade elétrica, confirmou a expectativa de menor integridade de
membranas das sementes que degradaram parcialmente a clorofila.

Da mesma forma, Adams et al. (1983) constataram, em sementes de
soja com maturacdo e secagem rapidas, que ndo degradaram a clorofila, lixiviacdo de grande
quantidade de fosfato inorganico durante a embebicéo, e de aclcares e proteinas soliveis, em
relacdo as que secaram lentamente. Esses autores consideraram, ainda, a possibilidade de a
secagem rapida romper membranas celulares e estruturas internas. Vieira e Krzyzanowski
(1999) também relacionaram a quantidade de lixiviados na solucdo de embebicdo a

integridade das membranas celulares. Caso as membranas tornem-se permeaveis, pode nao
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ocorrer a sintese de enzimas, a elongagdo celular e a divisdo da célula (HARRINGTON,
1973).

Jalink et al. (1998) apontaram 0 estado de maturidade como um
importante aspecto da qualidade de sementes e que as imaturas, ou ndo totalmente maduras,
sdo geralmente de menor qualidade que as maduras. As modifica¢cdes do vigor da semente
ocorrem paralelamente a evolucéo da transferéncia de matéria seca da planta para as sementes,
ou seja, a proporcao de sementes vigorosas aumenta com o decorrer da maturacao e atinge o
maximo em época muito proxima, ou coincidente, com o maximo acumulo de reservas
(MARCOS FILHO, 2005).

A fluorescéncia da clorofila em tegumento de sementes foi proposta
por Jalink et al. (1998) como um método para determinar a maturidade e a qualidade das
sementes. Nesse estudo, as sementes de repolho (Brassica oleracea) foram divididas em sub-
amostras com base nos sinais de fluorescéncia da clorofila das sementes individuais intactas.
Os resultados mostraram que as sementes com a menor quantidade de fluorescéncia da
clorofila apresentaram a maior porcentagem de germinacdo. No teste de deterioracdo
controlada, as sementes com maior sinal de fluorescéncia da clorofila apresentaram
germinacdo e porcentagem de plantulas normais muito baixas. As vantagens do método de
fluorescéncia para determinar a maturidade da semente e qualidade incluem sua alta
sensibilidade, a natureza ndo-destrutiva, além da alta velocidade em que a fluorescéncia €
gerada e medida.

Suhartanto (2002), trabalhando com sementes de tomate (Solanum
lycopersicum), constatou o importante papel da clorofila durante o desenvolvimento das
sementes de forma que, nesta fase, baixas quantidades de clorofila provocaram a producao de
sementes de baixa qualidade. J4, durante a maturacdo, o nivel de clorofila foi negativamente
relacionado com o desempenho das sementes. No entanto, em situagdes nas quais ocorreram
distdrbios durante o processo de maturacdo, levando a uma degradacéo parcial da clorofila,
ndo houve relagdo clara entre a quantidade do pigmento e o desempenho das sementes. O
autor concluiu, ainda, que embora a clorofila seja requerida durante os estadios iniciais de
desenvolvimento das sementes, sua presenca € altamente indesejavel durante a maturagao.

A inddstria, outro segmento da cadeia da soja, do mesmo modo, tem

apresentado problemas decorrentes de recebimento de grdos ou sementes esverdeadas, em
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razdo da clorofila ser uma molécula prooxidante, reduzir a estabilidade oxidativa do 6leo,
além de diminuir a velocidade do processo de hidrogenacdo por bloguear os centros ativos do
catalisador. Os 6leos com elevado teor de clorofila apresentam coloracdo escura, tornando-se
comercialmente inadequados, devido a alta taxa de rancificagdo e reducdo de sua vida de
prateleira (ENDO et al., 1984; USUKI et al., 1984; WARD et al., 1992 e 1995; JALINK et al.,
1999; SINNECKER, 2002).

Vérios estudos indicaram a relacdo negativa entre a presenca de
sementes verdes e a qualidade de lotes de soja; contudo, ainda ndo existem informacdes claras
sobre o efeito da clorofila, pigmento que confere a coloracdo verdes as sementes sobre a
qualidade das mesmas.

4.4 Degradacéo da clorofila

Clorofila corresponde a um grupo de pigmentos verdes absorventes de
luz e ativos na fotossintese, abundantes nas plantas verdes. Todas as clorofilas tém uma
complexa estrutura em anel que € quimicamente relacionada com os grupos porfirinas
encontrados na hemoglobina e nos citocromos. Ha, quase sempre, uma longa cauda de
hidrocarboneto ligada a estrutura do anel (TAIZ & ZEIGER, 2004). A fotossintese € um
processo conduzido em duas etapas interdependentes e simultaneas: a fotoquimica ou reacao
luminosa e a etapa quimica ou reacdo de fixacdo do carbono. Os mais importantes pigmentos
absorvedores de luz sdo as clorofilas, podendo haver também os pigmentos acessorios, como
os carotendides (B-caroteno e xantofila) e as ficobilinas (ficoeritrina e ficocianina). Os
pigmentos que absorvem a luz estdo arranjados em conjuntos ou feixes funcionais chamados
de fotossistemas (LEHNINGER et al., 1995).

Segundo Bobbio & Bobbio (1989), a clorofila € uma mistura de duas
substancias relacionadas, clorofila a (verde azulada) e clorofila b (verde amarelada),
encontradas sempre na proporc¢do 3:1 (clorofila a: clorofila b), em folhas. Sao ésteres soluveis
na maioria dos solventes organicos (etanol, acetona, benzeno, éter e cloroférmio), mas nédo
sollveis em agua. Sensiveis a luz, ao calor, ao oxigénio e a degradacdo quimica, absorvem luz

vermelha e azul-violeta, refletem luz verde e ocorrem em cinco formas conhecidas (a, b, c, d,



19

e). Tanto em acetona como em éter etilico, ela é maxima a 428-430 nandmetros (nm) e 660-
662 nm. Todas as plantas verdes contém clorofila a e clorofila b (PORRA et al., 1989).

A degradacéo da clorofila é iniciada durante a senescéncia das plantas,
por fatores enddgenos e pode ser influenciada também por fatores externos como estresse
hidrico, reducdo de luz, mudancas de temperatura, aumento do teor de etileno, ou por fatores
internos, tais como aumento de permeabilidade da membrana e mudanca de pH. Esses fatores
interferem no processo normal, acelerando ou retardando a degradacéo da clorofila (HEATON
& MARANGONI, 1996; TAKAMIYA et al., 2000).

Apesar da importancia da transformacéo da clorofila em seus derivados
durante 0 amadurecimento da soja, pouco se conhece sobre 0 mecanismo de degradagdo do
pigmento na semente, durante o processo de maturacdo e armazenamento. Aparentemente,
trata-se de um processo enzimatico, evidenciado pelo aumento de clorofilideos, embora
acoplado a um mecanismo quimico ndo enzimatico, que resulta em aumento de feofitinas e
outros derivados fitilados (HEATON & MARANGONI, 1996; MANGOS & BERGER, 1997;
SUZUKI et al., 1999; SINECKER, 2002).

Alguns pesquisadores estudaram a degradacdo da clorofila durante o
desenvolvimento de sementes de canola. Johnson-Flanagan e Thiagarajah (1990)
demonstraram mudan¢a da ultra-estrutura dos cloroplastos e degradacdo dos complexos
clorofila-proteina quando o grau de umidade das sementes diminuiu e estas perderam a cor
verde.

Segundo Hendry et al. (1987), o processo de degradacdo da clorofila

envolve dois tipos de reagdes:

a) A degradacdo Tipo | inclui a perda de magnésio e fitol, e as modificacbes das cadeias
laterais da estrutura tetrapirrdlica da clorofila originando feofitinas e feoforbideos
devido a acdo de cinco enzimas. A sequéncia na qual estas enzimas atuam sobre a
clorofila é ainda incerta.

b) A degradacdo do Tipo Il envolve a clivagem do sistema de anel macrociclico e
subsequente degradacdo de fragmentos menores de carbono/nitrogénio. A reagdo do

tipo Il exige luz e oxigénio.



20

Por meio de estudos mais aprofundados, citados por Gossauer & Engel
(1996), considerando a estrutura e os mecanismos do catabolismo da clorofila, tem sido
demonstrado o envolvimento de duas enzimas, a clorofilase e a magnésio-chelatase, neste
processo. Tal fato ficou evidenciado nos estudos de Padua (2006), pela constatacdo de que o
contetdo de clorofilas a, b e total em sementes verdes de soja é inversamente proporcional a
atividade da enzima clorofilase.

Heaton e Marangoni (1996) propuseram um mecanismo de degradacéo
da clorofila em etapas. A primeira etapa corresponde a clivagem do grupo fitol da clorofila
pela agdo da enzima clorofilase, resultando na formagdo de clorofilideo. Paralelamente pode
ocorrer a remocao do fon Mg?* em meio é4cido, formando feofitina. O clorofilideo, por sua vez,
pode ser convertido em feoforbideo pela perda do grupo fitol. Numa segunda etapa ocorre a
clivagem do anel da porfirina, provavelmente pela acdo da enzima oxigenase, formando
compostos fluorescentes e incolores. A acdo desta enzima requer um redutor como co-fator,
tal como glucose-6-fosfato. Os compostos sdo exportados dos cloroplastos para o vacuolo,
onde sdo convertidos em compostos ndo fluorescentes (rusty pigments). Esta etapa consiste
em uma mudanca da localizacdo das duplas ligac6es, levando a uma perda da fluorescéncia. O
produto final é incolor. Nao é conhecido se, nesse momento, os compostos nao fluorescentes
sdo ainda degradados dentro do vacuolo ou se permanecem estaveis até a morte da célula.

Sinnecker (2002) sugere que a degradacao da clorofila em sementes de
soja ocorre primordialmente por um sistema enzimatico, envolvendo as enzimas oxigenases,
que atuam degradando o pigmento verde para compostos incolores, sendo 0 mecanismo o
mesmo independente do estadio de maturacdo. No entanto, apo6s a colheita, a degradacéo da
clorofila é altamente dependente da temperatura do ar de secagem. Em secagem lenta a
temperatura ambiente (25°C), o mecanismo de degradacédo parece ser semelhante ao observado
durante a maturagcdo no campo, enquanto na secagem em estufa a 40°C e 75°C a degradacgdo
ocorre por via enzimatica e quimica e apenas por via quimica, respectivamente.

Nas folhas, os reguladores de crescimento (etileno, auxinas e &cido
abcisico) aumentam a atividade da clorofilase, enzima envolvida na degradacéo da clorofila,
enquanto outros reguladores (citocininas e giberelina) inibem tal atividade (DRAZKIEWICZ,
1994). Embora em geral a giberelina atue retardando a senescéncia (ABELES et al., 1989),
Rodriguez et al (1987) mostraram que o GA; aumentou a degradacdo da clorofila,
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possivelmente pela inducdo de outras enzimas tais como peroxidase, lipoxigenase ou oxidase.
Também € possivel que o aumento da degradacdo da clorofila por GA; seja devido a um
incremento na acessibilidade das enzimas envolvidas na degradacdo da clorofila aos seus
respectivos substratos.

O processo de degradacao da clorofila é complexo e pode refletir ou
ndo na qualidade do lote. Ainda existem fatores interferentes nesse processo que foram pouco
elucidados. Alguns autores citaram que o etileno promoveu aumento na atividade das enzimas
clorofilase e oxidases (SHIMOKAWA et al., 1978; YAMAUCHI et al., 1997), responsaveis
pela degradacdo da clorofila e desaparecimento da cor verde, e também estimulou a
carotenogénese, promovendo o aparecimento da cor amarela (STEWART & WHEATON,
1972). No entanto, Johnson-Flanagan e Spencer (1996) relataram que a atividade da
clorofilase néo é afetada pelo etileno de forma direta.

Da mesma forma, Ward et al. (1995) contataram correlagdo positiva
entre a degradagdo da clorofila em sementes e a produgdo de etileno durante o
amadurecimento, mas niveis mais elevados de etileno ndo pareceram controlar a taxa de
degradacédo da clorofila. O pico da producdo de etileno iniciou-se ap6s o inicio da perda de
umidade e a degradacdo da clorofila, sugerindo que o etileno enddgeno nédo foi responsavel
por desencadear estes eventos.

Comumente, o desaparecimento da clorofila é um dos critérios que
indicam que as culturas estdo amadurecendo. Varios autores tém estudado a cinética de sintese
e degradacdo da clorofila em sementes de diversas espécies. Alguns estudos basearam-se em
indicadores do teor de clorofila, utilizando diversas técnicas com extracdo por solventes
organicos associados a espectrofotometria, fluorescéncia de clorofila, cromatografia liquida de
alta eficiéncia, espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear (BREEMEN et al.,
1991; JALINK et al., 1998; SCHWARTZ & LORENZO, 1990; SINNECKER, 2002;
SUHARTANTO, 2002).

Apesar da evidente importancia da degradacdo da clorofila durante o
processo de maturacdo das sementes oleaginosas, pouco se conhece sobre 0s mecanismos que
atuam na degradacgdo desse pigmento nas sementes, bem como seus efeitos sobre a qualidade

das mesmas.
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4.5 Danos oxidativos

O estresse oxidativo em sistemas bioldgicos, incluindo os vegetais, é
resultante de uma superproducao das espécies reativas do metabolismo de oxigénio (ERMOs),
tais como radicais superoxido (O, *), radicais hidroxila (OH*), peroxido de hidrogénio (H20,)
e oxigénio singleto (*O,) (SCANDALIOS,1993; SMIRNOFF, 1993; FOYER et al., 1994;
THEROND et al., 2000). Como conseqiiéncia, as ERMOs causam peroxidacdo de lipidios,
modificagdes protéicas, rompimento das cadeias de DNA, destruicdo de clorofilas e
extravasamento ionico, entre outros, de modo que tais eventos podem culminar com a morte
celular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1984; BAKER & ORLANDI, 1995; GIARDI et al.,
1997; BELIGNI & LAMATTINA, 1999; FERREIRA, 2007; MOLLER et al., 2007).

As ERMOs podem ser utilizadas como indicadores celulares de
estresse e como mensageiros secundarios envolvidos na sinalizacdo de resposta ao estresse
(Laloi et al., 2004). Sendo assim, as células das plantas possuem dois diferentes mecanismos
para regular a concentracdo de ERMO intracelular; um que possibilita fina modulacdo de
baixos niveis de ERMO para intensificar a sinalizacao e outro que possibilita a desintoxicagédo
do excesso de ERMO, especialmente durante a condicéo de estresse (MITTLER, 2002).

Nesse contexto, o sistema natural de defesa antioxidante nos vegetais
inclui trés classes gerais: (a) antioxidantes lipossolUveis associados as membranas, como o-
tocoferol e p-caroteno; (b) redutores hidrossoltveis, como o tripeptideo glutationa (GSH) e o
ascorbato; e (c) enzimas antioxidantes, tais como superéxido dismutases (SODs,), catalase
(CAT,), peroxidases (PODs,), ascorbato peroxidase (APX,), glutationa peroxidase (GPX,) e
glutationa redutase (GR) (ELSTNER, 1982; WINSTON, 1990; SMIRNOFF, 1993; SIES,
1997; RAO & DAVIS, 1999; DAVIS & SWANSON, 2001; MITTLER, 2002; MISRA &
GUPTA, 2006; SUN et al., 2007). As glutationa S-transferases (GSTs,) atuam na protecdo das
plantas submetidas a estresses (DROOG et al., 1995; GRONWALD & PLAISANCE, 1998),
podendo também ser consideradas como enzimas antioxidantes (FLURY et al., 1998;
POLIDOROS & SCANDALIOS, 1999; DAVIS & SWANSON, 2001).

Existem diversos indicadores bioquimicos de estresse oxidativo, dentre
0S quais, teores de lipoperoxidos e pigmentos fotossintéticos. A formacéo de lipoperdxidos,
que é uma das conseqiiéncias da producdo de ERMOs, é um indicador utilizado para avaliar o
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nivel de estresse oxidativo ocorrido nas plantas (HUNG & KAO, 2003; VERMA & DUBEY,
2003). A importancia das ERMOs em causar altera¢fes nos lipidios tem levado a numerosas
pesquisas para determinar o melhor marcador de estresse oxidativo em tecidos e fluidos
biolégicos (THEROND et al., 2000).

Aumentos dos teores de lipoperdxidos tém sido relatados em plantas
submetidas a severo estresse hidrico (BAISAK et al., 1994), altas temperaturas (BECANA et
al., 2000), radiacgéo ultravioleta (MALANGA & PUNTARULO, 1995) e toxidez por cadmio e
zinco (PRASAD et al., 1999; SHAH et al., 2001). Contudo, as plantas possuem diferentes
sistemas de defesa contra os estresses ambientais (BOR et al., 2003), o que Ihes permitem
adaptar-se para minimizar os danos que podem ocorrer pela agdo das ERMO (RADETSKI et
al., 2000).

Aceptores de elétrons do fotossistema | fazem a mediacdo da
transferéncia de elétrons para o oxigénio, gerando ERMOs que peroxidam os lipidios das
membranas e causam a cascata de reacfes oxidativas, resultando na inativacdo de enzimas,
peroxidacdo de lipidios, degradacdo de proteinas, quebra da fita de DNA e destruicdo de
pigmentos (PRASAD & RENGEL, 1998).

Células fotossintéticas estdo constantemente expostas ao estresse
oxidativo, resultante do acimulo de ERMOs durante varios processos metabdlicos basicos
(FOYER, 1997). Sob condicdes naturais de estresse, diferentes ERMOs podem ser produzidas
simultaneamente nos cloroplastos. Entretanto, € dificil testar a possivel atividade bioldgica de
cada uma dessas ERMOs separadamente (LALOI et al., 2004).

As enzimas e sistemas de transporte de elétrons que geram O;
presumivelmente servem também de fontes indiretas de *O,. Nas plantas, a clorofila também
pode ser uma fonte primaria de 'O,. Apés a iluminagdo, a clorofila age como
fotossensibilizador, transferindo energia de excitagdo para a producdo de 'O,
(RABINOWITCH & FRIDOVICH, 1983). E provavel que a formagcéo de oxigénio singleto a
partir de clorofila é reforcada durante a senescéncia com o declinio de transporte de elétrons e,
portanto, a clorofila do centro de rea¢do € menos capaz de dispor de sua energia de excitacao.

Reforgando este fato, Endo et al. (1984) afirmaram que os produtos de
oxidacéo da clorofila podem ter efeitos prooxidantes ou atividades fotooxidativas e a clorofila
pode reagir com compostos intermediarios de peroxidacdo de lipidios e perdxidos. Wilson e
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McDonald (1986) foram consistentes no relato de que a peroxidacdo de lipidios é uma das
causas de deterioracdo das sementes e esta correlacionada com o declinio de vigor e
viabilidade.

O efeito de oxidacdo causado pela clorofila pode, contudo, ser
atenuado pela presenca de carotendides nas sementes. Uma funcdo importante dos
carotendides é agir como fotoprotetor na prevencdo de danos fotooxidativos (COGDELL,
1988; RAU, 1988).

Cogdell (1988) afirma que quando a clorofila é excitada pela luz,
ocorre a producdo de radicais livres. Contudo, os carotendides sdo capazes de prevenir a acdo
reativa dos oxigénios singleto produzidos pela clorofila. Portanto, sementes que degradaram
uma porcao maior de clorofila durante a maturacdo acumularam, proporcionalmente, mais
carotenoides capazes de combater o estresse oxidativo e, por isso, essas sementes apresentam
maior qualidade e longevidade no armazenamento quando comparadas aquelas que
degradaram clorofila em menor quantidade.

Assim, a maturidade das sementes pode ser importante para reduzir a
possibilidade da clorofila produzir radicais livres, que podem causar danos oxidativos
(JALINK et al., 1999) determinantes na longevidade das sementes.

Segundo Hendry (1993) a perda de viabilidade, associada com o
envelhecimento, tem sido explicada em termos de degradacdo da membrana que, por sua vez,
tem sido associada a perda de lipidios, alteracbes na saturacdo dos lipideos, ocasionadas por
peroxidacdo. O autor afirma, ainda, que os lipoperdxidos tém sido um indicador de dano
oxidativo as membranas amplamente utilizado, existindo uma multiplicidade de métodos,
muitas vezes que determinam diferentes produtos de peroxidagdo, e que variam muito em
sensibilidade e especificidade.

A peroxidagdo lipidica das membranas resulta em uma série de eventos
independentes. Ocorrem abstracdes de hidrogénio a partir de lipidios da membrana biologica
diminuindo sua fluidez. Associado com mudancas na estrutura das membranas estdo a
inativacdo de proteinas ligadas a membrana, incluindo proteinas de receptoras e de transporte,
e mudancas na permeabilidade da membrana. Os hidroperdxidos de lipideos se decompdem
em etano e varios aldeidos citotoxicos e insaturados, de forma acelerada por metais de

transicdo. Concretiza-se assim, a deterioracdo da membrana (HENDRY, 1993).
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OxidacOes de acidos graxos insaturados sdo apontadas como reacao
primaria no processo de envelhecimento, por produzirem radicais livres que atacam
posteriormente lipidios, proteinas e &cidos nucléicos numa reacdo em cadeia (HARRINGTON,
1973; VERTUCCI & LEOPOLD, 1987). ReacBes de oxidacGes, no processo de
envelhecimento envolvem enzimas, tal como lipoxidase e, enzimas oxidativas que podem
funcionar em baixa atividade da agua (VERTUCCI & LEOPOLD, 1987). Esses fatos tornam
mais compreensivel o declinio do potencial fisioldgico das sementes, sejam elas esverdeadas

ou ndo, com o periodo de armazenamento.
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5 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Departamento de Producdo Vegetal —
Agricultura, da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP, Campus de Botucatu. Os
tratamentos constaram de 67 lotes de soja, de diferentes cultivares, provenientes de areas de
producdo dos estados do Mato Grosso, de Sdo Paulo e do Parana, com variacdes nos graus de

retencéo de clorofila (Figura 1).

Para cada lote foi determinada a porcentagem de sementes verdes,
utilizando-se método visual de classificacdo de cores, com auxilio da carta de Munsell, e o
teor de clorofila, através de extracdo quimica pelo método de Arnon (1949) adaptado no
presente estudo. O Fluorémetro foi utilizado para verificar a atividade fotossintética das
sementes com presenca de clorofila. Foram avaliados, também, os danos oxidativos sofridos
por cada lote através da determinacdo do teor de lipoperéxidos. Todos os parametros foram
relacionados com a qualidade das sementes avaliada em trés épocas: época inicial, logo apos o
recebimento das sementes, e apds trés e seis meses de armazenamento.

As caracteristicas dos lotes avaliados sdo apresentadas nas tabelas 1, 2,
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FIGURA 1. Niveis de sementes verdes encontrados nos lotes analisados: A) lote da cultivar
BRS 184 com 0% de sementes verdes ou esverdeadas; B) lote da cultivar BRS
Valiosa com 50% de sementes verdes ou esverdeadas; C) lote da cultivar BMX

Titon RR com 62% de sementes verdes ou esverdeadas.



Tabela 1. Caracteristicas dos 24 lotes de soja provenientes do estado do Mato Grosso.

. . Teor de Teor de
Sementes  Teor de Teor de Geminacgéo . S Peso  Teor de agua . .
Lotes Cultivares verdes clorofila lipoperoxidos  época inicial g;ermma(;ao Germinacdo 1000  época inicial agua agua
o o meses (%) 6 meses (%) o 3 meses 6 meses
(%) (ppm) (Hmol/mg) (%) (9) (%) (%) (%)
1 ZMG 123 RR 32 1,11 12,39 0 31 35 118,3 10,3 8,7 6,0
2 ZMG 123 RR 62 3,25 8,54 4 84 76 86,9 10,4 8,6 5,6
3 ZMG 123 RR 8 0,00 5,59 74 66 37 126,3 10,3 9,1 6,1
4 ZMG 123 RR 10 0,85 14,60 66 80 53 129,4 10,3 9,3 6,0
5 TMG 123 RR 20 0,00 12,80 90 88 46 131,1 10,3 9,4 6,1
6 TMG 123 RR 6 0,00 13,10 77 57 37 126,1 10,4 9,3 6,0
7 TMG 123 RR 34 4,45 6,11 79 74 48 119,0 10,3 9,1 6,1
8 TMG 123 RR 50 1,17 7,48 83 88 74 87,0 10,3 9,8 6,3
9 BRS Valiosa 0 1,85 5,91 92 88 79 138,1 10,3 9,2 6,5
10 BRS Valiosa 22 1,24 4,84 90 88 80 137,5 10,5 9,4 6,5
11 BRS Valiosa 80 3,93 5,05 3 77 68 139,9 10,2 9,3 6,5
12 TMG 803 44 5,64 8,24 42 50 27 134,7 10,6 8,7 6,4
13 TMG 803 28 2,01 6,34 90 81 57 136,4 10,5 9,0 6,4
14 TMG 803 14 2,80 6,77 77 76 55 160,4 10,5 9,4 6,3
15 BRS Valiosa 40 1,90 5,46 91 83 74 168,8 10,2 8,3 5,9
16 TMG 803 22 1,60 7,14 85 75 56 135,5 10,3 8,4 6,0
17 BRS Valiosa 20 0,81 6,77 90 91 76 138,0 10,4 9,0 6,2
18 BRS Valiosa 50 1,88 6,67 96 93 84 167,5 10,3 8,2 6,0
19 BRS Valiosa 64 0,86 5,55 84 84 60 136,9 10,3 8,6 6,1
20 TMG 803 38 1,14 5,66 25 71 44 136,5 10,6 9,0 6,1
21 TMG 803 26 3,68 7,46 78 79 55 164,1 10,5 8,7 6,1
22 BRS Valiosa 30 1,72 5,61 95 90 75 136,8 10,6 8,6 6,1
23 TMG 803 26 3,16 9,29 92 71 51 134,1 10,6 9,2 6,1
24 TMG 803 42 2,13 6,41 90 82 63 134,4 10,6 8,1 6,0

8¢



Tabela 2. Caracteristicas dos 25 lotes de soja provenientes do estado de Sdo Paulo.

Sementes Teor de Teor de Geminacgéo L L Peso  Teor de 4gua Tgor de Tgor de
Lotes Cultivares verdes clorofila  lipoperéxidos  época inicial Germinacdo  Germinacdo 1000  época inicial agua agua
o o 3 meses (%) 6 meses (%) o 3 meses 6 meses
(%) (Ppm) (Hmol/mg) (%) (9) (%) (%) (%)
1 MSOY 6101 44 2,05 7,3548 0 50 14 130,0 10,5 8,9 5,8
2 MSOY 6101 48 1,68 5,9570 3 59 9 176,9 10,4 9,6 6,1
3 MSOY 6101 40 2,26 6,1505 6 29 0 207,4 10,3 8,6 6,1
4 MSOY 6101 46 0,00 7,7204 54 70 19 193,8 10,4 9,0 6,1
5 MSOY 6101 42 1,68 6,1505 97 91 74 151,5 10,6 9,4 6,2
6 CD 226 RR 38 1,77 14,0430 45 30 3 126,6 10,8 10,4 6,1
7 CD 208 18 1,28 9,2258 85 93 81 138,8 10,7 9,4 6,5
8 BRS 284 20 4,50 14,4086 64 47 13 151,0 10,3 9,1 6,4
9 CD 224 22 1,08 1,6559 83 88 69 120,0 10,9 9,1 6,0
10 CD 208 24 1,56 1,0968 84 91 77 133,5 10,9 9,6 6,2
11 CD 208 48 1,69 4,7957 76 69 29 135,1 10,7 9,5 6,5
12 CD 208 44 0,96 4,3441 63 54 46 104,1 10,6 9,1 6,3
13 TMG 3003 40 2,40 4,6882 20 24 6 131,3 10,7 9,6 6,2
14 M 7908 RR 26 1,65 6,2366 88 91 82 154,5 10,7 8,6 6,1
15 M 7908 RR 16 1,37 5,6989 87 95 81 167,3 10,7 8,9 6,2
16 M 7908 RR 18 1,75 6,3441 85 93 77 168,5 10,5 9,2 6,2
17 BRS Valiosa RR 54 1,74 7,1398 88 81 62 142,4 10,5 9,4 6,2
18 BRS Favorita RR 66 2,51 7,4624 68 84 64 136,3 10,8 8,9 6,3
19 BRS Favorita RR 56 2,20 6,5591 83 85 70 156,2 10,7 9,0 6,3
20 BRS MG 68 44 1,89 5,5699 92 96 88 140,1 10,8 9,4 6,2
21 BRS MG 68 50 3,51 5,6129 93 96 78 138,6 11,0 9,5 6,1
22 BRS MG 68 56 3,57 5,1828 95 94 87 138,7 10,8 9,2 6,1
23 M 7908 RR 62 5,37 4,9247 81 87 74 147,4 11,2 9,5 6,2
24 MSOY 8001 46 2,97 5,4409 82 90 80 139,8 10,8 9,5 6,2
25 CD 224 38 1,70 11,9355 91 79 51 113,8 10,8 8,6 5,9
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Tabela 3. Caracteristicas dos 18 lotes de soja provenientes do estado do Parana.

. , Teor de Teor de
Sementes Teor de Teor de Geminacgéo L S Peso  Teor de agua . .
Lotes Cultivares verdes clorofila lipoperoxidos  época inicial é;ermmagao Germinacdo 1000  época inicial agua agua
o o meses (%) 6 meses (%) o 3 meses 6 meses
(%) (Ppm) (Hmol/mg) (%) (9) (%) (%) (%)
1 BRS 245 58 2,14 7,61 0 60 51 104,8 11,8 9,2 6,2
2 BRS 255 68 1,55 7,59 20 74 45 165,4 11,4 9,5 6,2
3 BMX Titon 46 3,87 7,05 30 21 12 175,5 11,6 9,5 6,2
4 Don Mario 701 48 0,73 9,23 82 65 33 124,3 11,4 9,5 6,2
5 BRS 284 48 0,00 10,56 80 47 44 116,0 11,3 8,8 6,0
6 BRS 184 56 0,81 12,69 65 44 41 175,3 11,1 9,2 6,2
7 BMX Titon RR 36 1,72 8,80 85 69 49 149,6 11,8 9,6 6,1
8 BMX Titon RR 62 4,54 7,85 38 18 3 151,4 11,4 9,3 59
9 NK 7059 RR 52 4,59 6,95 73 77 56 178,2 11,6 9,5 6,1
10 NK 7059 RR 50 1,47 6,24 81 88 80 185,3 11,4 9,6 6,2
11 NK 7059 RR 56 4,63 9,01 68 35 24 176,4 11,3 9,3 6,1
12 NK 7059 RR 40 4,13 7,48 27 24 16 172,2 11,1 9,0 6,1
13 BRS 283 60 3,74 4,67 77 38 37 129,9 11,0 9,2 6,2
14 BRS 283 66 3,10 5,18 73 39 43 133,6 10,9 9,0 6,1
15 BRS 283 48 0,00 7,55 72 50 32 1319 11,0 9,1 6,1
16 BRS 184 84 0,68 10,52 76 70 54 138,7 11,2 9,8 6,2
17 BRS 255 90 1,96 11,35 73 44 25 135,2 11,4 9,5 6,2
18 CD 214 RR 50 0,91 12,28 60 30 9 128,7 11,6 9,5 6,8

0¢€
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5.1 Atividade fotossintética

Para medir a fluorescéncia da clorofila em sementes de soja, foi
utilizado o fluorémetro portatil (PEA - Plant Efficiency Analyser, Hansatech, King's Lynn,
Norkfolk, UK). O aparelho capta a atividade de elétrons do fotossitema Il utilizado,
normalmente, para avaliagcdo em folhas.

No presente estudo levantou-se a hipétese de que seria possivel avaliar
se a clorofila nas sementes é fotossinteticamente ativa, ou ndo, com a utilizagdo do
fluorémetro, baseando-se nos estudos de Suhartanto (2002). Para tanto, foram utilizadas 100
sementes secas, selecionadas aleatoriamente dentro de cada lote, que passaram por analise
individual, ndo destrutiva. As sementes contendo com baixo teor de &gua tém reduzida
atividade metabodlica; assim, procedeu-se embebicdo das mesmas na expectativa de que a
ativacdo do metabolismo concprreria para elevacdo da atividade fotossintética da clorofila.

Para proceder a embebicdo, utilizou-se amostras de 100 sementes de
cada lote, as quais foram acondicionadas em caixas plasticas e colocadas diretamente em agua
destilada. Estas foram mantidas em cadmaras BOD a 25°C na presenca e auséncia de luz por 4,
8, 12 e 24 horas. Apds cada periodo foi realizada leitura com o fluorémetro. Os dados
computados foram referentes aos valores de leitura de ETR (taxa de transporte de elétrons) do

aparelho.

5.2 Porcentagem de sementes verdes

A avaliacdo visual da coloracdo foi realizada pelo sistema de notagédo
de cores de Munsell (1976), sob luz natural (luz do dia), por um Unico observador. De cada
lote de sementes previamente homegeneizado, foram retiradas, aleatoriamente, 50 sementes.
Suas cores foram avaliadas por comparacdo com as cores da carta de Munsell. Os resultados
obtidos ap0s a avaliacao visual foram expressos em “Hue” (tonalidade ou matiz, determinadas
pelo comprimento de onda), “Value” (valor, indica brilho ou intensidade luminosa) e

“Chroma” (saturagéo da cor).
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As cores indicadas nas cartas individuais de tonalidade ou matiz
(“Hue”) constante sdo designadas por um simbolo no canto superior direito do cartdo. Neste
estudo a carta utilizada foi a 5Y. Verticalmente, as cores tornam-se sucessivamente mais
escuras da parte superior para a inferior de cada carta, de forma equivalente e visivel de uma
etapa para outra. Horizontalmente, as cores aumentam em saturacdo (“Chroma”) da esquerda
para a direita e sua escala é indicada na parte inferior. A notagdo valor (“Value™) é indicada
pela escala vertical a esquerda da carta. A carta utilizada esta representada na Figura 2.

As sementes de soja dos diferentes lotes foram classificadas em
“Values”, que variaram do 8 ao 4, e em “Chroma” variavel de 4 a 6.

Todas as sementes que apresentaram “Value” 8, independentemente da
notacdo “Chroma”, foram consideradas amarelas, ou seja, ausentes de qualquer pigmento ou
tonalidade verde. As sementes que variaram em “Value” de 7 a 4, independente de “Chroma”,
foram consideradas verdes. Portanto, a porcentagem de sementes verdes foi computada
considerando-se qualquer nuance da cor verde. Os exemplos séo apresentados na Figura 3.
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FIGURA 2. Carta de Munsell utilizada na classificacdo visual da porcentagem de sementes
verdes nos lotes de soja (MUNSELL, 1976).
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FIGURA 3. Exemplos de classificacdo da coloragdo das sementes de soja segundo a Carta de
Munsell (MUNSELL, 1976).

5.3 Teor de clorofila total

As amostras para determinacdo dos teores de clorofila foram obtidas
pela moagem de cerca de 100 sementes, adicionando-se nitrogénio liquido mais uma aliquota
de polyvinyl pyrrolidone (PVP). Em seguida as amostras foram acondicionadas em recipiente
de pléastico preto e mantidas em deep freezer a -80°C, até 0 momento da manipulacao.



35

Para a determinacdo da concentragcdo de clorofila em cada lote foi
utilizada a metodologia de Arnon (1949), adaptada de forma a possibilitar a extracdo e
determinacdo dos pigmentos em sementes. O procedimento de extracdo foi realizado com
cuidados para minimizar os efeitos da luz, da temperatura e da acdo enzimatica sobre a
degradacéo da clorofila, protegendo-se as amostras contra a incidéncia de luz e utilizando-se
solventes gelados.

A extracdo dos pigmentos verdes foi realizada em duas repeticdes,
sendo que cada uma delas foi dividida antes da leitura em espectrofotémetro, originando
quatro repeticdes. Amostras de dois gramas foram homogeneizadas (turax) por 10 minutos a
aproximadamente 4.000 rpm, com 20ml de solugdo gelada de acetona (80%) e tampé&o Tris-
HCI (20%).

Durante todo o periodo de homogeneizacdo as amostras foram
mantidas imersas em recipiente com gelo para evitar a evaporacdo da solugdo. Apds este
processo, 0 sobrenadante foi retirado e centrifugado por 5 minutos a 2000 rpm em temperatura
de 4°C. As amostras foram novamente transferidas para frascos limpos e armazenadas em
congelador (-20°C) até a leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro, nos comprimentos de
onda de 663nm e 645nm. O célculo do conteudo de clorofila foi realizado conforme as
equacoes:

Clorofilaa =[(12,7.Ass3) — (2,69.A645)]

Clorofila b =[(22,9.A645) — (4,68.As63)]

Clorofila total = [(20,2.As45) + (8,02.As63)]

Onde: A = absorbancia no comprimento de onda subscrito

Os resultados obtidos s&o expressos em miligrama por litro (mg 1™,
mas para andlise foram transformados para ppm (ug/g), forma em que o teor de clorofila é,
mais comumente, expresso. Para analise dos resultados, no entanto, utilizou-se apenas o teor

de clorofila total.
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5.4 Determinacao do teor de lipoperoxidos

O teor de lipoperdxidos foi determinado de acordo com a técnica
descrita por Heath & Packer (1968), citados por Rama Devi & Prasad (1998), no Laboratorio
de Bioquimica de Plantas do Departamento de Quimica e Bioquimica - IB da Universidade
Estadual Paulista (UNESP/Botucatu). As amostras utilizadas foram descritas no item 4.1.3.
Foram utilizados trés repeticbes de 0,59 da amostra de sementes moidas as quais foram
adicionados 5mL de solucdo contendo &cido tiobarbitdrico (TBA) 0,25% e 4cido
tricloroacético (TCA) 10% e incubadas em banho-maria a 90°C por uma hora. Apos
resfriamento em banho de gelo, o homogeneizado foi centrifugado a 5.000 giros por 25
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante coletado de cada amostra foi
submetido a leituras de absorbancia em espectrofotdmetro UV-visivel a 560 e 600 nm. Para os
calculos, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do malondialdeido (155 mmol.L™* cm?).
Os resultados foram expressos em pmol de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico

(TBARS) por mg™ de matéria fresca.

5.5 Avaliagdo da qualidade das sementes

Para avaliacdo da qualidade das sementes foram empregadas as
seguintes determinacdes:

Teor de agua: o teor de agua foi determinado com duas repeticdes de
20 sementes, pelo método da estufa elétrica de desidratacdo, sem ventilacdo forcada, a
105+£3°C durante 24 horas, conforme metodologia descrita nas Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Peso de mil sementes: o peso de mil sementes foi efetuado mediante a
pesagem de oito repeticdes de 100 sementes, calculando-se o coeficiente de variagdo e, ndo
excedendo a 4%, representou a média das mesmas conforme instru¢es constantes nas Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).
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Germinacdo: a germinacdo foi avaliada em quatro repeticdes de 50
sementes por tratamento, dispostas em rolos de papel toalha, umedecidos com agua destilada
correspondente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram levados para um
germinador regulado a temperatura de 25°C, na auséncia de luz por 8 dias. A avaliacdo
constou de duas contagens, aos 5 e aos 8 dias, sendo computadas as porcentagens de plantulas
normais, anormais e sementes mortas, segundo Brasil (2009).

Envelhecimento acelerado: o teste de envelhecimento acelerado foi
realizado pelo método de caixas plasticas, onde, para cada tratamento, as sementes foram
dispostas sobre a tela no interior das mesmas, em camada Unica, sem entrarem em contato com
0s 40 mL de agua destilada contidos no fundo. As caixas foram fechadas e mantidas a 41°C
por 48 horas no interior de camara de germinacdo. Imediatamente ap6s o término do periodo
de envelhecimento, quatro repeticdes de 50 sementes, em rolos de papel, foram avaliadas
quanto a germinagdo, como descrito anteriormente, porém em contagem Unica, aos 5 dias apds
a semeadura (MARCOS FILHO, 1999). O teor de &gua das sementes foi novamente
determinado ap0s o periodo de envelhecimento.

Condutividade elétrica: a condutividade elétrica foi avaliada com
quatro repeticdes de 50 sementes de cada tratamento, com massas conhecidas, colocadas em
copos plasticos com capacidade de 200 mL, adicionando-se 75 mL de agua destilada. Os
copos foram mantidos em germinador regulado a 25°C por 24 horas para, a seguir, proceder-se
a leitura com condutivimetro (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).

Comprimento de plantulas: a avaliacdo do comprimento de plantulas
foi realizada em rolo de papel, conforme indicado para o teste de germinacdo, empregando-se
quatro repeticdes de 10 sementes. A semeadura foi efetuada sobre uma linha tragada no tergo
superior do papel, no sentido transversal. Os rolos, embalados em sacos plasticos, foram
acondicionados verticalmente em germinador (NAKAGAWA, 1994) e mantidos por cinco
dias a 25°C. Decorrido esse periodo, as plantulas normais foram medidas com auxilio de régua
graduada, considerando a extremidade da radicula a insercédo dos cotilédones. O comprimento
médio da plantula foi calculado pelo quociente da soma das medidas tomadas em cada
repeticdo pelo nimero de sementes empregadas.

Massa seca de plantulas: a massa seca das plantulas foi determinada

retirando-se os cotilédones das plantulas obtidas no teste de comprimento de plantulas descrito
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anteriormente e levando-as, em sacos de papel, para secagem em estufa com circulacdo de ar a
temperatura de 80°C durante 24 horas (NAKAGAWA, 1994).

5.6 Analise dos dados

Os lotes foram analisados em funcéo da sua origem (estados do Mato
Grosso, de Sdo Paulo e do Parand) e todas as varidveis foram submetidas ao teste de
correlacdo simples, aos niveis de 1% e 5% de probabilidade.

Com os dados relativos ao teor de clorofila total presente nos lotes de
sementes de cada regido analisada foram elaboradas curvas de distribuicdo de freqliéncias ndo
acumuladas. A construcdo das curvas de freqtiéncias foi baseada no modelo Gompertz (FN =
c*e™(a-bc*X-e"(-b-c*X))), conforme indicagédo de Velini (1995). O deslocamento da curva ao
longo do eixo x ¢ representado pelo mdédulo do parametro “b”, e a inclinagdo ou concavidade
da curva em relacgdo a freqiiéncia acumulada pelo parametro “c”.

Para melhor visualizacdo dos resultados, optou-se por apresentar as
freqiiéncias ndo-acumuladas que correspondem a derivada primeira do modelo e que permite a
interpretacdo bioldgica dos resultados obtidos neste trabalho. Foram determinados, também,
com base no modelo de Gompertz, as medidas de posicdo (moda, media e mediana) e de
dispersdo (amplitude, variancia, desvio padrdo, coeficientes de curtose e assimetria, nivel de
confianca e coeficiente de variacdo) dos dados analisados. A preciséo do ajuste dos dados no
modelo de Gompertz foi avaliada pelos coeficientes de determinacdo (R?) das equagfes, com
auxilio do software estatistico SAS.

Para analise dos lotes em geral (ndo agrupados por regido), foi
utilizado teste de correlacdo simples, relacionando-se todos os parametros avaliados entre si,

pela utilizacdo do programa Estatistica.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Atividade fotossintética das sementes

A fluorescéncia da clorofila e o envolvimento desse pigmento na
atividade fotossintética das sementes de soja foram avaliados através do fluordbmetro. No
entanto, ndo foi possivel obter leituras com o aparelho.

Uma hipdtese foi levantada no decorrer do teste: as sementes avaliadas
encontravam-se desidratadas e, por isso, com atividade metabolica bastante baixa; a clorofila,
nessa situacao, também poderia encontrar-se metabolicamente inativa. Na tentativa de ativar o
metabolismo das sementes, procedeu-se a embebicdo destas em agua, para posterior avaliacao
com o fluordmetro, sem ter sido obtido éxito na iniciativa.

A distribuicdo de pigmentos verdes nas sementes dos diferentes lotes
foi variavel. Em alguns casos, o pigmento estava distribuido por todas as estruturas da
semente: tegumento, cotilédones e eixo embrionario. Em outros casos, as sementes tinham o
tegumento amarelo com uma distribuicdo interna bastante irregular de coloragéo verde (Figura
4). Sendo assim, é possivel que a metodologia ndo tenha sido capaz de detectar a atividade
fotossintética da clorofila quando localizada somente no interior das sementes, situacéo

representada pela maioria delas.
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FIGURA 4. Semente de soja apresentando degradacdo da clorofila no tegumento e retengdo

do pigmento nos cotilédones.

Com os resultados observados, inferiu-se que, nas condi¢bes em que as
sementes analisadas se encontravam, a clorofila apresentava-se fisiologicamente inativa.

A deducdo suporta o relato de Jalink et al. (1998), que constataram
presenca de clorofila fotossinteticamente inativa uma vez que o metabolismo das sementes de
couve-flor apresentava-se bastante reduzido devido a secagem. Assim, contrariamente as
folhas e frutos Umidos, as sementes ndo apresentam a chamada ““fluorescéncia variavel” que é
decorréncia da atividade fotossintética e que, geralmente, é medida com fluorémetro através
de modulacéo de amplitude de pulso (PAM) (SCHREIBER, 1986).

Cabe destacar, por outro lado, resultados de alguns estudos indicativos
de clorofila fotossinteticamente inativa e funcional em sementes em desenvolvimento. Em

sementes jovens de tomate foi constatada presenca de clorofila em forma ativa, como
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demonstrado com a utilizagdo do fluorémetro (Suhartanto, 2002); foi concluido a
fincionalidade do fotossistema Il nos cloroplastos de sementes de tomate em desenvolvimento.
O potencial de assimilacdo de CO, foi comprovado por um pequeno aumento da atividade da
Rubisco entre 30 e 40 dias apos o florescimento (DAF), coincidente com o pico no contetido
de amido verificado em torno de 42 DAF. Nos estagios posteriores de desenvolvimento o
nivel de atividade da rubisco foi desprezivel, assim como a atividade fotossintética e a
fluorescéncia da clorofila das sementes.

Apuya et al. (2001) demonstraram que embribes de Arabidopsis
exigem cloroplastos funcionais para o seu desenvolvimento normal. A clorofila presente nas
sementes em desenvolvimento pode ser usada nas reacdes fotossintéticas para gerar ATP e
NADPH necessarios para a conversdao do suprimento materno de sacarose em acidos graxos
para a sintese e armazenamento de 6leo (SINGAL et al., 1987; ASOKANTHAN et al., 1997).

Sugere-se, portanto, que as sementes avaliadas, mesmo quando
detentoras de pigmento verde, ndo possuiam atividade fotossintética, por inatividade da
clorofila. Entretanto, ressalta-se a necessidade de testes mais especificos, como avaliacdo de
atividade de enzimas relacionadas a rota fotossintética para se afirmar, com seguranca, que as

sementes de soja maduras, contendo clorofila, ndo realizam fotossintese.

6.2 Ocorréncia de sementes verdes em diferentes regides

Alguns autores relataram a ocorréncia de sementes verdes em lotes de
soja produzidos em algumas regides brasileiras, nos Gltimos anos agricolas, como um grave
problema e motivo de preocupacgéo aos produtores. Costa et al. (2001) analisaram lotes de soja
produzidos em Goias e Minas Gerais com presenca de sementes verdes, enquanto Zorato et al.
(2007) relataram sementes esverdeadas no Estado de Mato Grosso como causa de prejuizos
em campo, resultado de sua baixa qualidade.

No presente estudo os lotes de sementes de soja analisados séo
provenientes de diferentes localidades nos Estados do Mato Grosso, de Séo Paulo e do Parang,
circunstancia que sugere comportamento fisioldgico distinto dos mesmos, justificavel pelas

diferengas climaticas ocorridas durante a fase de maturacdo das sementes.
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Nas Tabelas de 4 a 12 sdo apresentadas andlises de correlagdo simples
entre 0s parametros de qualidade de sementes e os teores de clorofila e a porcentagem de
sementes verdes dos lotes para cada regido em trés épocas de analise. Observou-se
comportamento bastante variado dos lotes de cada regido.

Os lotes provenientes do Estado do Mato Grosso revelaram correlagéo
entre o teor de clorofila e a porcentagem de sementes verdes em todas as épocas analisadas
(TABELAS 4, 5 e 6), significando, assim, que guanto maior o teor de clorofila de um lote,
maior foi a porcentagem de sementes verdes encontrada. Houve da mesma forma, correlacdo
entre a porcentagem de sementes verdes e a germinacdo e vigor (primeira contagem da
germinagdo) na primeira época de analise.

Zorato et al. (2007), trabalhando com lotes de soja da regido sul do
Mato Grosso, constataram influéncia do pigmento verde sobre a germinacdo e o vigor das
sementes, sendo evidente a maior influencia sobre lotes com maior percentual de sementes
esverdeadas.

De forma semelhante, Costa et al. (2001) obtiveram menor qualidade
de lotes com maiores porcentagens de sementes verdes. Esses autores concluiram que niveis
superiores a 10% de sementes verdes, geralmente apresentam problemas na qualidade
fisiologica, em funcdo dos elevados indices de deterioracdo por umidade, que na maioria dos
casos resulta em declinio do vigor, da viabilidade e da germinacéo.

Porém, essa correlacdo ndo foi significativa apds o armazenamento dos
lotes (Tabelas 5 e 6). Provavelmente, tal fato se explica porque com o armazenamento das
sementes os lotes de melhor qualidade sofreram deterioracdo, se aproximando dos lotes que ja
apresentavam qualidade mais baixa na avaliacdo inicial, ndo havendo, portanto, correlagédo
entre as sementes verdes e a qualidade dos lotes nesta situacéo.

Na época inicial de anélise das sementes ndo houve correlagdo entre 0s
teores de lipoperoxidos, a presenca de clorofila e a qualidade dos lotes (Tabela 4). Contudo,
mesmo ndo havendo relacdo entre o contetdo de clorofila e a peroxidacdo de lipideos, apos
trés meses de armazenamento os maiores teores de lipoperdxidos relacionaram-se com menor
germinacédo e vigor, avaliados pela primeira contagem da germinacgdo (Tabela 5). De forma
que a correlacdo se estendeu para o teste de envelhecimento acelerado aos seis meses de

armazenamento (Tabela 6).



TABELA 4. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 24 lotes de soja provenientes do Estado de Mato Grosso, na época inicial de avaliacao.

Epoca Inicial Epoca Inicial
Clor % Verdes Lipo Germ 13 Cont EA CE CP MS PM TA
Clorofila
% Verdes 0,41*
Lipoperdxidos -0,27™ -0,33™
Germinagao -0,28™ -0,46* -0,17™
Primeira Contagem da Germinagdo  -0,27™ -0,44* -0,17"™  0,99**
Envelhecimento Acelerado -0,39"™ -0,13™ 0,003™ 0,32"™ 0,33™
Condutividade Elétrica 0,11"™ 0,07™ 0,21™  -0,35™  -0,35™ -0,35™
Comprimento de Plantulas -0,09™ -0,14"™ -0,35"™ 0,62**  0,62** 0,26"™ -0,47*
Massa de Matéria Seca de Plantulas ~ 0,54** 0,14"™ -0,12™  -0,04™  0,33™ -0,21™ 0,09™  0,15™
Peso de Mil Sementes 0,09" -0,15™ -0,28™ 0,33"™ 0,38™ -0,006™  -0,55** 0,35™ 0,27™
Teor de Agua 0,20 -0,17™ -0,06™ 0,12"™ 0,12™ -0,26™ 0,18™ 0,15™ 0,34™ 0,08™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperoxidos; Germ = germinacdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinagdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =
condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.
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TABELA 5. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 24 lotes de soja provenientes do Estado de Mato Grosso, apos trés meses de armazenamento.

Armazenamento - 3 meses

Armazenamento - 3 meses -
Clor 9% Verdes Lipo Germ 13Cont EA CE CP MS TA

Clorofila
% Verdes 0,41*
Lipoperéxidos -0,27™  -0,33™
Germinacéo -0,14™ 0,09™ -0,41*
Primeira Contagem da Germinagdo -0,01"™ 0,15™  -0,60** 0,90**
Envelhecimento Acelerado -0,05™ 0,07™ -0,31™ 0,66** 0,58**
Condutividade Elétrica 0,31™ -0,02" 0,26™ -0,70** -0,56** -0,68**
Comprimento de Plantulas 0,11™ -0,06™ -0,03™ 0,15™ 0,17™ 0,43*  -0,04™
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,08"™ 0,03"™ -0,34"™  0,43* 0,43* 0,67** -0,49* 0,75**
Teor de Agua -0,17™ -0,32"™ 0,23 -0,01™ -0,06™ -0,35™ 0,06 -0,31"™ -0,46*

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperéxidos; Germ = germinacdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =

condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.
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TABELA 6. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 24 lotes de soja provenientes do Estado de Mato Grosso, apos seis meses de armazenamento.

Armazenamento - 6 meses

Armazenamento - 6 meses -
Clor 9% Verdes Lipo Germ 12 Cont EA CE CP MS TA

Clorofila
% Verdes 0,41*
Lipoperéxidos -0,27™ -0,33"™
Germinacéo -0,05™ 0,25"™ -0,47*
Primeira Contagem da Germinagdo -0,01™ 0,27™ -0,49*  0,99**
Envelhecimento Acelerado 0,06™ 0,25"™ -0,60** 0,85**  0,85**
Condutividade Elétrica 0,15™ 0,03™ 0,27  -0,64** -0,63** -0,73**
Comprimento de Plantulas 0,27™ 0,35™ -0,52"™  0,46* 0,49* 0,45*  -0,18™
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,14™ 0,07™ -0,11™ 0,01**  0,03™ 0,06™  -0,02™ 0,43*
Teor de Agua 0,20™ -0,12"™ -0,34"™  0,03™ 0,04™ 0,25 -0,11™ o0,11" -0,15™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperéxidos; Germ = germinacdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =

condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.
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Na presenga de oxigénio, o envelhecimento das sementes &
freqlientemente associado a peroxidacdo de &cidos graxos poliinsaturados. A peroxidacdo de
lipideos tem potencial considerdvel em danificar membranas, sendo importante na
deterioracdo de sementes armazenadas, reduzindo a longevidade destas sob condi¢fes naturais
(HARRINGTON, 1973; STEWART & BEWLEY, 1980; WILSON & MCDONALD, 1986;
HENDRY et al., 1992; HENDRY, 1993). Tal informacé&o torna compreensivel o maior efeito
do acimulo de lipoperdxidos sobre a qualidade dos lotes apds o armazenamento, as sementes
apresentando ou néo vestigios de clorofila.

Os lotes provenientes do Estado de Sdo Paulo (Tabelas 7, 8 e 9)
mostraram comportamento extremo quanto a falta de correlagdo entre os parametros
analisados, especialmente quando comparado a analise dos lotes do Mato Grosso. Para os lotes
dessa regido ndo houve correlacdo entre os testes utilizados para detectar a presenca de
clorofila, ou entre a porcentagem de sementes verdes e a qualidade dos lotes em nenhuma das
épocas avaliadas. Tampouco houve correlagdo entre a peroxidagdo de lipideos e a qualidade
das sementes, mesmo apds 0 armazenamento.

Possivelmente este resultado se deva ao conjunto de lotes analisados,
quanto a uniformidade destes no que se refere ao contetido de clorofila, quando comparado ao
conjunto de dados referentes a qualidade fisiol6gica.

A anélise das Tabelas 10, 11 e 12 indica que ndo houve correlacdes
entre o teor de clorofila e a porcentagem de sementes verdes com a qualidade dos lotes
provenientes do Parana, mas houve correlacdo entre o teor de clorofila e o teor de
lipoperdxidos.

de Jalink et al. (1999). Os autores afirmaram que a maturidade das
sementes pode ser importante para reduzir a possibilidade de a clorofila produzir radicais
livres, os quais podem causar danos oxidativos, determinantes na longevidade das sementes.
De fato, nas plantas, a clorofila pode ser uma fonte primaria de oxigénio singleto (*O.). Apés a
iluminacdo, a clorofila age como fotossensibilizador, transferindo energia de excitacdo para a
producéo de 'O, (RABINOWITCH & FRIDOVICH, 1983).



TABELA 7. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 25 lotes de soja provenientes do Estado de Sao Paulo, na época inicial de avaliagéo.

Epoca Inicial . Epoca Inicial
Clor 9% Verdes Lipo Germ 12 Cont EA CE CP MS PM TA
Clorofila
% Verdes 0,32
Lipoperoxidos 0,14"™ -0,09™
Germinagéo 0,08 -0,10™ -0,12"
Primeira Contagem da Germinagdo  0,09™ -0,11"™ -0,12"  0,99**
Envelhecimento Acelerado 0,11 -0,03™ -0,32™ 0,84**  0,33"
Condutividade Elétrica -0,08™ -0,03"™ 0,35™  -0,72** -0,35™  -0,92**
Comprimento de Plantulas 0,18™ 0,22"™ -0,30™ 0,76**  0,62**  0,89**  -0,79**
Massa de Matéria Seca de Plantulas 0,12 0,14"™ -0,30™ 0,69** 033"  0,85** -0,82** 0,89**
Peso de Mil Sementes -0,06™ -0,14"™ 0,01™  -0,30™ 0,38"™ -0,14™ -0,15™  -0,21™ 0,03™
Teor de Agua 0,31"™ 0,18™ -0,34™  0,52** 0,12™  051**  -0,42* 0,49 0,41* -0,51**

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade;
lipoperoxidos; Germ = germinacdo; 1% Cont = Primeira Contagem da Germinagdo; EA = envelhecimento acelerado; CE = condutividade elétrica; CP

comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.

ns ndo significativo Clor = clorofila; Lipo

Ly



TABELA 8. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 25 lotes de soja provenientes do Estado de S&o Paulo, apos trés meses de armazenamento.

Armazenamento - 3 meses

Armazenamento - 3 meses -
Clor % Verdes Lipo Germ 18Cont EA CE CP MS TA

Clorofila
% Verdes 0,32"™
Lipoperoxidos 0,14™ -0,09™
Germinacao 0,008™ -0,03"™ -0,35™
Primeira Contagem da Germinagdo 0,008™  -0,09™  -0,37™ 0,98**
Envelhecimento Acelerado 0,07™ 0,01"™ -0,35™ 0,94**  0,94**
Condutividade Elétrica -0,08™  -0,02™  0,36™ -0,94** -0,93** -0,90**

Comprimento de Plantulas 0,21™ 0,23™ -0,28™ 0,88** 0,86** 0,90** -0,83**
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,15™ 0,09™ -0,28™ 0,92** 0,90** 0,94** -0,91** (,92**
Teor de Agua 0,12" 0,13™ 0,02™ -0,14™ -0,10™ -0,10™ 0,20™ -0,06™ -0,11"™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperdxidos; Germ = germinacdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinacgdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =

condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.
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TABELA 9. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 25 lotes de soja provenientes do Estado de Sdo Paulo, ap0s seis meses de armazenamento.

Armazenamento - 6 meses

Armazenamento - 6 meses Clor % Verdes Lipo Germ 12 Cont EA CE CP MS TA
Clorofila
% Verdes 0,32"™
Lipoperoxidos 0,14™ -0,09™
Germinacao 0,09™ -0,06™ -0,39™
Primeira Contagem da Germinagdo 0,13™ 0,006"™ -0,32™ 0,98**
Envelhecimento Acelerado 0,14™ 0,004™ -0,33"™ 0,94**  0,91**
Condutividade Elétrica -0,08™ 0,08™ 0,36™ -0,87** -0,85** -0,85**
Comprimento de Plantulas 0,11™ 0,11™ -0,35™ 0,93** 0,92** 0,88** -0,81**
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,34™ 0,23™ -0,33™ 0,76** 0,78** 0,73** -0,67** 0,81**
Teor de Agua 0,11"™ -0,11™ 0,08™ 0,09™ 0,13™ 0,07™ -0,02™ 0,24 0,35™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperdxidos; Germ = germinacdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinacgdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =

condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.

67
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Contudo, nos resultados obtidos com o estudo dos lotes do Parana a
correlagdo entre a clorofila e o processo de oxidagdo celular, atestado pelo teor de
lipoperoxidos, foi contraria ao esperado. Observou-se, em todas as épocas analisadas, que 0S
maiores teores de clorofila se correlacionaram com menores teores de lipoperdxidos nos lotes

de soja.

Segundo Thompson (1987), é provavel que a formacdo de oxigénio
singleto a partir de clorofila seja reforgada durante a senescéncia com o declinio de transporte
de elétrons e, portanto, a clorofila do centro de reacdo € menos capaz de dispor de sua energia
de excitacdo. Nas sementes analisadas, a clorofila estd presente em uma forma inativa
fotossinteticamente e, possivelmente estavel, ndo sofrendo o processo de degradacdo que
ocorre durante a maturacdo. Sendo assim, possivelmente a clorofila nas sementes ndo seria a

fonte principal de radicais livres.

Supunha-se, inicialmente, que a presenca de clorofila poderia favorecer

a deterioracdo das sementes, causada pela peroxidacéo de lipideos, com base nas informacgoes

Portanto, na situacdo do presente estudo, sugere-se que as sementes
com coloracdo verde, com maiores teores de clorofila, ndo passaram pelo processo de acumulo
de radicais livres provenientes da degradacao desse pigmento, apresentando taxas inferiores de
peroxidacao de lipideos. Enquanto nos lotes com menor teor de clorofila, a degradacdo desta
poderia ter propiciado a peroxidacdo de lipideos, que associado a provaveis problemas na
maturacdo, resultou em menor qualidade desses lotes explicando a correlacdo inversa entre

clorofila e lipoperoxidos.



TABELA 10. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 18 lotes de soja provenientes do Estado do Parand, na época inicial de avaliagéo.

Epoca Inicial Epoca Inicial
Clor % Verdes Lipo Germ 12 Cont EA CE CP MS PM TA
Clorofila
% Verdes -0,05"
Lipoperoéxidos -0,52* 0,18™
Germinagao -0,30"™ 0,02 0,15™
Primeira Contagem da Germinagdo  -0,23™ 0,06"™ 0,16™ 0,96**
Envelhecimento Acelerado -0,18™ 0,05™ -0,38™ 0,23™  0,29™
Condutividade Elétrica 0,27 0,01™ 0,38™ -0,42™ -0,34™  -0,68**
Comprimento de Plantulas -0,32"™ 0,14"™ 0,10® 0,66** 0,71**  0,62**  -0,48*
Massa de Matéria Seca de Plantulas 0,13" -0,06™ -0,26™ 0,28™  0,25™ 0,48*  -0,56* 0,59**
Peso de Mil Sementes 0,45"™ 0,20™ -0,13™ -0,04™  -0,05™ -0,12™  -0,06™ 0,09™  0,60**
Teor de Agua 0,06™ -0,24™ 0,7 -0,33® -0,36™ 0,08™ 0,07 -0,29™ 0,03® 0,02™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperéxidos; Germ = germinacgdo; 1% Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =
condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.
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TABELA 11. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 18 lotes de soja provenientes do Estado do Parand, apds trés meses de armazenamento.

Armazenamento - 3 meses
Armazenamento - 3 meses

Clor % Verdes Lipo Germ 12Cont EA CE CP MS TA

Clorofila
% Verdes -0,05™
Lipoperéxidos -0,52* 0,18™
Germinacéo -0,41™ 0,07™ -0,07™
Primeira Contagem da Germinacdo  -0,40™ 0,07™ -0,06™ 0,99**
Envelhecimento Acelerado -0,32"™ 0,22" -0,30™ 0,56*  0,54*
Condutividade Elétrica 0,18™ -0,006™  0,39™ -0,78** -0,77** -0,57*
Comprimento de Plantulas -0,74** 0,27™ 0,15™  0,55* 0,54* 0,69** -0,50*
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,10™ -0,08™ 0,06™ -0,01™ -0,01™ -0,22™ -0,25® -0,13™
Teor de Agua -0,06™ 0,24™ 0,18™ 045™ 046™ 0,26™ -0,20® 0,14 -0,05™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperéxidos; Germ = germinacdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinagdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =
condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.
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TABELA 12. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperdxidos e os testes de qualidade efetuados em

sementes de 18 lotes de soja provenientes do Estado do Parand, apds seis meses de armazenamento.

Armazenamento - 6 meses

Armazenamento - 6 meses

Clor % Verdes Lipo Germ 12Cont EA CE CP MS TA
Clorofila
% Verdes -0,05™
Lipoperéxidos -0,52* 0,18™
Germinacéo -0,33™ 0,05"™ -0,22"
Primeira Contagem da Germinagdo  -0,33™ 0,05"™ -0,22™  0,99**
Envelhecimento Acelerado -0,25™ 0,26" -0,19™ 0,91** 0,91**
Condutividade Elétrica 0,17™ 0,07™ 0,44"  -0,79** -0,79** -0,74**
Comprimento de Plantulas -0,11™ -0,05™  -0,43™ 0,74** 0,74** 0,74** -0,78**
Massa de Matéria Seca de Plantulas  -0,14™ -0,17"  -0,35™ 0,78** 0,78** 0,67** -0,80** 0,82**
Teor de Agua -0,30™ 0,02" 0,38™ -0,24™ -0,14™ -0,07® 0,02 -0,17™ -0,20™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo

Clor = clorofila; Lipo = lipoperéxidos; Germ = germinacdo; 12 Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA

condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.

= envelhecimento acelerado; CE =

€g
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A andlise do teor de lipoperdoxidos de todos os lotes, independente da
regido, somente foi realizada por ocasido da recepcdo dessas sementes. Uma andlise da
peroxidacdo de lipideos durante o progresso do armazenamento poderia mostrar correlacao
entre este parametro e a queda da qualidade dos lotes, principalmente daqueles com maiores
porcentagens de sementes verdes. Considerando-se que as sementes verdes estdo em um
estagio menos maduro, provavelmente sofreram um acimulo anormal de reservas e ndo
completaram a formac&o de sistemas enzimaticos importantes, como por exemplo a formagéo
de enzimas antioxidantes. E neste caso seriam menos eficientes em combater oS estresses
oxidativos e apresentariam, portanto, maiores taxas de peroxidacdo de lipideos com
conseqiente queda de qualidade.

Para ajudar na compreensao dos resultados obtidos na andlise dos lotes
agrupados por regides, foi feito um estudo de frequiéncias com base no teor de clorofila dos
lotes, associado a estatistica descritiva dos dados de teor de clorofila, de lipoperoxidos e da
qualidade representada apenas pela germinacao e primeira contagem da germinagdo na época
inicial de analise.

Na Figura 5 estdo apresentados os dados das freqliiéncias ndo
acumuladas em funcdo dos teores de clorofila dos lotes de cada regido. Por analise dos
resultados obtidos constata-se que a distribuicdo das freqiiéncias acumuladas sdo assimétricas

para as trés regides, portanto os valores de média, mediana e moda sdo diferentes entre si.

O coeficiente de assimetria indica, como se refere 0 nome, a assimetria
da curva. Quando uma distribuicdo é normal, os valores da média, moda e mediana coincidem
e o coeficiente de assimetria € nulo. Este coeficiente pode assumir valores negativos ou
positivos, quando a moda , mediana e média alinham-se de forma crescente ou decrescente,
respectivamente (VELINI, 1995). De La Loma (1966) destaca que coeficientes de assimetria
inferiores a 0,1 (em modulo), indicam pequena assimetria da curva, ao passo que valores
superiores a 0,3 (em mddulo) indicam assimetria acentuada.

Como em todos 0s casos tem-se assimetria positiva, a média e a
mediana apresentam valores superiores @ moda. Infere-se assim, que nas trés regides houve
predominancia de lotes com maiores teores de clorofila em relagdo aqueles com teores mais

baixos na curva de distribuicdo da freqiiéncia
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FIGURA 5. Frequéncias ndo acumuladas em funcdo do teor de clorofila dos lotes de soja

provenientes das regifes do Mato Grosso, Sdo Paulo e Parana.

Os resultados da analise de regressao para todas as regides, assim
como as estimativas dos parametros do modelo de Gompertz, estdo apresentados na Tabela 13.

Os valores modais, representados pela maior frequéncia de valores nas equagdes de
frequiéncias ndo acumuladas do modelo de Gompertz (Figura 5), indicaram as regides do Mato
Grosso e do Parana com maior ocorréncia de lotes ausentes de clorofila em detrimento dos

lotes com algum nivel de retencdo de clorofila, ndo sendo possivel obter um valor modal para
os lotes de Sao Paulo.

Segundo De La Loma (1966), Spiegel (1977) e Berquo et al. (1981), a

curtose indica a concavidade da curva de distribuicdo das freqliéncias ndo acumuladas; uma
curva normal, apresenta curtose igual a 3.
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TABELA 13. Resultados da analise de regressao das freqliéncias ndo acumuladas do teor de
clorofila dos lotes de soja provenientes de diferentes localidades do Mato
Grosso, Sao Paulo e Parand, utilizando o modelo de Gompertz, as médias,

modas e medianas (ppm).

Regides
Modelo Mato Grosso Sao Paulo Parana
A 4,5400 4,5500 4,5900
Estimativas dos parametros B -1,5200 -3,0200 -0,9100
C 1,2110 1,8900 0,7000
R 0,97 0,97 0,96
Coeficiente de Curtose 3,3912 5,1706 1,5315
Coeficiente de Assimetria 0,8190 1,2174 0,2412
Minimo 0 0 0
Maximo 5,6 54 4,6
Média 2,0 2,1 2,3
Mediana 1,8 1,7 1,8
Moda 0 0
Variancia da Amostra 2,11 1,30 2,69
Desvio Padrdo 1,45 1,14 1,64
Erro Padrédo 0,30 0,23 0,39
Coeficiente de Variagéo (%) 73,8 53,6 72,8
Nivel de Confianca (95%) 0,6 0,5 0,8

Quanto menor o coeficiente de curtose, mais plana é a curva, maior é a
frequéncia de valores extremos e, neste caso, maior a desuniformidade de distribuicdo dos
lotes analisados quanto ao teor de clorofila. Tem-se, nesse estudo, 0 maior coeficiente para 0s
lotes de Sdo Paulo, condicdo associada a maior concavidade da curva da frequéncia nao
acumulada. O valor do parametro “C” do modelo de Gompertz também esta associado a
curtose, de forma que quanto maior esses valores, mais uniforme a distribuicdo dos dados.
Constata-se, portanto, que os lotes de S&o Paulo possuem distribuicdo mais uniforme quanto a
concentracdo de clorofila, enquanto os lote com distribuicdo mais desuniforme, neste caso,
foram provenientes do Parana.

Os resultados da estatistica descritiva para o teor de lipoperoxidos dos
lotes das diferentes regides estdo apresentados na Tabela 14. Foi realizada, também, a

estatistica descritiva dos parametros de qualidade dos lotes, optando-se por utilizar dados
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percentuais de germinacao e de primeira contagem da germinacdo, avaliados na época inicial,

como representativos da qualidade desses lotes por ocasido da recepcdo (Tabelas 15 e 16).

TABELA 14. Resultados da estatistica descritiva dos dados de teor de lipoperoxidos

(umol/MG) dos lotes das regiGes de Mato Grosso, S&o Paulo e Parana.

Estatitica Descritiva Regioes
Mato Grosso Sao Paulo Parana
Coeficiente de Curtose 3,9120 4,8550 2,4681
Coeficiente de Assimetria 1,4079 1,0858 0,3302
Minimo 4,8 1,1 4,7
Méaximo 14,6 14,4 12,7
Média 7,7 6,6 8,5
Mediana 6,7 6,2 7,7
Moda 6,2
Variancia da Amostra 7,76 9,64 5,20
Desvio Padrédo 2,79 3,10 2,28
Erro Padréo 0,57 0,62 0,54
Coeficiente de Variagdo (%) 36,4 46,8 26,9
Nivel de Confianca (95%) 1,2 1,3 1,1

TABELA 15. Resultados da estatistica descritiva dos dados de germinacédo (%) dos lotes das

regides de Mato Grosso, Sdo Paulo e Parand, para a época inicial de avaliacéo.

Estatistica Descritiva Regides
Mato Grosso Séo Paulo Parana
Coeficiente de Curtose 4,002 3,698 3,206
Coeficiente de Assimetria -1,543 -1,393 -1,182
Minimo 0 0 0
Maximo 96 97 85
Média 70 68 60
Mediana 83 83 73
Moda 90 83 73
Variancia da Amostra 962,23 913,59 644,06
Desvio Padrdo 31,02 30,23 25,38
Erro Padrdo 6,33 6,05 5,98
Coeficiente de Variacédo (%) 44,1 44,3 42,4
Nivel de Confianga (95%) 13,1 12,5 12,6
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TABELA 16. Resultados da estatistica descritiva dos dados de primeira contagem da
germinacéo (%) dos lotes das regides de Mato Grosso, Sdo Paulo e Parana,

para a época inicial de avaliacao.

Estatitica Descritiva Regioes
Mato Grosso Sao Paulo Parana
Coeficiente de Curtose 3,8265 3,7609 2,9263
Coeficiente de Assimetria -1,4813 -1,4160 -1,1404
Minimo 0 0 0
Maximo 96 96 83
Média 69 67 54
Mediana 82 81 67
Moda 90 86 0
Variancia da Amostra 959,47 897,98 753,35
Desvio Padrao 30,98 29,97 27,45
Erro Padrédo 6,32 5,99 6,47
Coeficiente de Variagdo (%) 448 44,6 50,5
Nivel de Confianca (95%) 13,1 12,4 13,6

A andlise dos resultados dos lotes de Sdo Paulo apontou maior
uniformidade de distribuicdo destes com relacdo ao teor de clorofila e, também, ao teor de
lipoperdxidos. Contudo, foi constatada grande variabilidade na qualidade dos lotes, o que
possivelmente ocasionou a falta de correlacdo entre a presenca de clorofila e a peroxidacdo de
lipideos com a qualidade das sementes de soja nessa regido, como ja comentado
anteriormente.

Comportamento bastante variado foi apresentado pelos lotes
origindrios do Parana, com relagdo aos dados da estatistica descritiva, dificultando a
interpretagdo dos resultados. Foram os lotes mais desuniformes, quanto a frequéncia de
distribuicdo dos teores de clorofila, porém com menor variacdo na peroxidacdo de lipideos,
apesar de, em media, apresentarem maior contetdo de lipoperoxidos. O Parand estava
representado por lotes que possuiam qualidade media inferior a dos lotes das demais regides.

Com os resultados obtidos, inferiu-se, especialmente considerando o0s

coeficientes de variagdo das anlises, a existéncia de grande variabilidade entre os dados de
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modo que o nUumero de amostras utilizadas para representar cada regido ndo permitiu
interpretacdo segura com relagcdo ao comportamento dos lotes na presenca de clorofila.

A variacao climatica entre estados, e entre localidades de um mesmo
estado, pode afetar de forma diferenciada, a maturacdo de cada lote e, portanto, ter gerado
variagoes no teor de clorofila e, principalmente, na qualidade desses lotes. Portanto, propds-se
que uma analise mais segura, provavelmente poderia ser realizada com o conjunto total dos
lotes, tendo-se assim maior nimero de amostras, aumentando a confiabilidade da analise e
extrapolando o comportamento das sementes quanto a presenca de clorofila a um ndmero

maior de condic¢des de campo.

6.3 Relagdo entre a presenca de clorofila e a qualidade das sementes de soja

A relacdo entre a clorofila, a porcentagem de sementes verdes, o teor
de lipoperdxidos e a qualidade foi analisada por diferentes testes, nos lotes ndo separados por
regides.

Nas Tabelas 17, 18 e 19 sdo dispostos os coeficientes de correlacéo
simples para todos os parametros estudados, nas épocas inicial de avaliacdo, apds trés e seis
meses de armazenamento, respectivamente, considerando os 67 lotes de sementes de soja.

Ambos os métodos, bioquimico e visual, utilizados para classificacdo
dos lotes quanto a presenca de clorofila nas sementes de soja foram satisfatorios, e
correlacionados entre si, de forma que quanto maior a porcentagem de sementes verdes em um
lote, maior o teor de clorofila (Figura 7). A elevada quantidade de lotes analisados resultou em
correlagdo positiva entre 0s dois pardmetros, muito embora tenha sido constatada,
considerando a analise dos pontos na Figura 6, a diversidade do comportamento dos lotes.

Em casos extremos foi observado que lotes com auséncia de sementes
verdes, revelaram teor razoavel de clorofila, préximo a 2 ppm. Provavelmente o fato ocorreu
porque externamente o tegumento das sementes exibia coloracdo amarela, de forma que o
pigmento verde no interior estava fora do alcance do olho humano (Figura 6). Em outras
situagdes, a andlise visual apontava altas porcentagens de ocorréncia de sementes verdes

enquanto a analise bioquimica indicava auséncia de clorofila. E possivel que, neste caso, a
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coloracdo esverdeada observada nas sementes tenha recebido a contribuicdo de outros
pigmentos além da clorofila, ou mesmo os critérios visuais adotados para identificar qualquer
nuance de verde tenham sido ineficientes. Jalink et al. (1998) ja haviam atestado a dificuldade
de precisdo da andlise visual, pois, aparentemente, sementes de diferentes graus de

maturidades, que parecem ter a mesma cor para o olho humano, podem conter quantidades
diferentes de clorofila.
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FIGURA 6. Correlacdo entre teor de clorofila e porcentagem de sementes verdes em lotes de
soja.

Os resultados da andlise de correlagdo mostraram auséncia de
correlagéo entre o teor de clorofila das sementes dos lote de soja e a qualidade avaliada tanto

pelo teste de germinacdo quanto de vigor. Por outro lado, quanto maior a porcentagem de
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sementes verdes nos lotes, menores foram a porcentagem de germinacdo e o vigor, quando
avaliado pelo teste de primeira contagem da germinacg&o na época inicial (Tabela 17).

E importante ressaltar que a baixa qualidade dos lotes com maior
porcentagem de sementes verdes ndo se deveu ao conteudo de clorofila, como atestado pela
andlise de correlacdo. Outros fatores relacionados ao processo de maturacdo dessas sementes
devem ter exercido maior influencia sobre a qualidade dos lotes, pois, assim como o
amadurecimento adequado das sementes em condi¢cOes favoraveis de campo € essencial para a
completa degradacéo da clorofila, € também essencial para a completa formacéo do embrido, o
acumulo normal de reservas e a formagédo de enzimas relacionadas a germinag&o.

A anélise dos dados verificados nas épocas seguintes de avaliacdo
indicou, no entanto, auséncia de correlacdo entre a porcentagem de sementes verdes e a
qualidade dos lotes (Tabelas 18 e 19). Provavelmente, durante o armazenamento, aquelas
sementes que apresentavam germinacao e vigor elevados sofreram deterioragdo aproximando-
se, ou mesmo igualando-se, aquelas que j& apresentavam baixa qualidade na andlise inicial,
justificando a falta de correlacéo entre a porcentagem de sementes verdes e a qualidade apds o
armazenamento.

Os fatores mais frequientemente relatados como causas da expressao de
sementes verdes em soja sdo 0s estresses ambientais que geralmente ocorrem durante a fase
especifica de maturacdo dessas sementes, especialmente entre R6 e R7, provocando
senescéncia prematura das plantas e a maturacdo forcada das sementes.

O estado de maturidade foi apontado por Jalink et al. (1998) como um
importante fator da qualidade de sementes, ja que as sementes imaturas, ou ndo totalmente

maduras, séo geralmente de menor qualidade que as maduras.



TABELA 17. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperoxidos e os testes de avaliacdo da qualidade

efetuados em sementes de 67 lotes de soja, na época inicial de avaliacao.

Epoca Inicial Epoca Inicial
Clor % Verdes Lipo Germ 123 Cont EA CE CP MS PM TA
Clorofila
% Verdes 0,26
Lipoperdxidos -0,17"™ -0,05™
Germinagao -0,17"™ -0,28* -0,11"™
Primeira Contagem da Germinagao -0,16"™ -0,29* -0,12™  0,99**
Envelhecimento Acelerado -0,11"™ -0,16™ -0,33**  0,52**  0,54**
Condutividade Elétrica 0,08™ 0,15"™ 0,38** -0,53** -0,53** -0,81**
Comprimento de Plantulas -0,03"™ -0,07™ -0,32**  0,66** 0,68** 0,76** -0,72**
Massa de Matéria Seca de Plantulas 0,3* -0,02"™ -0,24*  0,24™  0,24™  0,38** -0,42** 0,52**
Peso de Mil Sementes 0,18™ 0,04™ -0,10® -0,03® -0,05™ -0,08® -0,16™ -0,03™ 0,15™
Teor de Agua 0,15"™ 0,43** 0,08" -0,06™ -0,12™ -0,14™ 0,18™ -0,13™ -0,09™ 0,11™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperdxidos; Germ = germinagdo; 1 Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =
condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; PM = peso de mil sementes; TA = teor de agua.
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TABELA 18. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperoxidos e os testes de avaliacdo da qualidade

efetuados em sementes de 67 lotes de soja, no terceiro més de armazenamento.

Armazenamento - 3 meses

Armazenamento - 3 meses -
Clor % Verdes Lipo Germ 12Cont EA CE CP MS TA

Clorofila
% Verdes 0,26*
Lipoperoxidos -0,17™ -0,05™
Germinacéo -0,18™ -0,24™  -0,35**
Primeira Contagem da Germinacdo  -0,14™ -0,18™  -0,42** 0,97**
Envelhecimento Acelerado -0,08"™ -0,13™  -0,39** 0,82** 0,79**
Condutividade Elétrica 0,08™ 0,05™ -0,10™ -0,79** -0,77** -0,80**
Comprimento de Plantulas -0,22™  -0,004™ -0,30* 0,62** 0,60** 0,69** -0,55**
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,07™ -0,01™  -0,28* 0,49** 0,48** 0,64** -0,66** 0,33**
Teor de Agua -0,009™ 0,13"™ 0,12 -0,15™ -0,11™ -0,07™ 0,07 -0,15™ -0,07™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperdxidos; Germ = germinagdo; 1* Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =
condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.

€9



TABELA 19. Correlacdo linear simples (r) entre os teores de clorofila, de lipoperoxidos e os testes de avaliacdo da qualidade

efetuados em sementes de 67 lotes de soja, no sexto més de armazenamento.

Armazenamento - 6 meses

Armazenamento - 6 meses -
Clor 9% Verdes Lipo Germ 12Cont EA CE CP MS TA

Clorofila
% Verdes 0,26*
Lipoperoxidos -0,17™ -0,05™
Germinacéo -0,08"™ -0,14™  -0,39**
Primeira Contagem da Germinacdo -0,06"™ -0,10™  -0,36**  0,99**
Envelhecimento Acelerado 0,01™ 0,08™ -0,43**  0,86**  0,84**
Condutividade Elétrica 0,02" -0,05™ 0,36** -0,63** -0,60** -0,74**
Comprimento de Plantulas 0,05"™ 0,10™ -0,33**  0,72**  0,73** 0,66** -0,55**
Massa de Matéria Seca de Plantulas  0,11™ -0,05™ -0,27*  0,63**  0,65** 0,51** -0,41** 0,70**
Teor de Agua 0,04™ -0,03™ -0,04™ -0,002™ 0,008™ 0,12"™ -0,08™ 0,06™ 0,16"™

** significativo no teste F, a 1% de probabilidade; * significativo no teste F, a 5% de probabilidade; ns ndo significativo
Clor = clorofila; Lipo = lipoperdxidos; Germ = germinagdo; 1 Cont = Primeira Contagem da Germinacdo; EA = envelhecimento acelerado; CE =
condutividade elétrica; CP = comprimento de plantulas; MS = massa de matéria seca de plantulas; TA = teor de agua.

¥9
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Adams et al. (1983), estudando a maturacdo de sementes de soja,
mostraram a desidratacdo lenta durante a maturagdo, um processo necessario para producao de
sementes de soja de alta qualidade, para obtencdo de efeitos distintos na degradacdo de
clorofilas e na influéncia do genoma para permitir a producdo das enzimas especificas de
germinacdo, a malato sintase e a isocitrato liase. Em sementes de soja, essas enzimas sao
consideradas essenciais a regulacdo do ciclo do glioxalato, em que os lipidios insollveis das
sementes sdo convertidos em acUcares soluveis (sacarose), forma em que sé@o translocados
para os meristemas radicular e apical (CIONI et al., 1981; BEWLEY & BLACK, 1994). Jalink
et al. (1999) observaram baixo nimero de plantulas normais oriundas de sementes que
fisiologicamente ndo completaram a maturacéo.

Alguns autores apontaram o efeito dos niveis crescentes de sementes
verdes em lotes de soja sobre a sua qualidade fisiologica. Afirmaram que o aumento da
incidéncia de sementes verdes nos lotes determina queda linear do vigor, da viabilidade e da
germinacdo avaliados por diversos testes em diferentes cultivares (COSTA et al., 2001;
MEDINA et al., 1997; ZORATO et al. 2007). Contudo, em alguns desses estudos as sementes
amareladas, selecionadas de lotes com alto nivel de sementes verdes mostraram germinacéo
inferior a das sementes amarelas selecionadas de lotes com niveis mais baixos de sementes
verdes. Este fato d& embasamento a hipOtese de que outros problemas relacionados a
disturbios durante o processo de maturagdo sdo, muito provavelmente, a causa da queda de
qualidade das sementes que apresentam tonalidade verde, ndo sendo um efeito direto da
clorofila.

Considerando o peso de mil sementes, a analise indicou que ndo ha
influéncia do teor de clorofila ou da porcentagem de sementes verdes (Tabela 17). Entretanto,
Zorato (2003) constatou diferencas significativas no peso de mil sementes entre os tratamentos
de sementes esverdeadas em relacdo as sementes amarelas, em dois lotes estudados. O autor
afirmou, ainda, que este fato manifesta o elo da clorofila, além do aspecto fisioldgico, também
com o aspecto fisico das sementes. Medina et al. (1997) também verificaram menor peso de
sementes verdes e esverdeadas de soja, quando comparadas com as sementes amarelas. Jalink
et al. (1998), contudo, relacionaram o maior peso de sementes e baixo sinal de fluorescéncia
de clorofila (lote com menor incidéncia de verdes) com o estadio de maturacdo dessas

sementes; a elevacdo do peso das sementes durante a Ultima fase do processo de maturacao e a
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permanéncia por maior tempo na planta foi a justificativa para maior desenvolvimento,
indicando, portanto, sementes mais maduras.

Padua (2006) concluiu que a imposicdo de estresses de elevada
temperatura e corte total de irrigacdo, no estadio de desenvolvimento R6, propiciaram
acentuada ocorréncia de sementes verdes, com reducfes do potencial fisiologico e do peso de
100 sementes, relacionando, portanto, a reducdo da massa das sementes ao estresse que
ocorreu durante a maturacdo das mesmas. Egli (1975) j& havia observado o aumento de peso
nas sementes relacionado a capacidade da comunidade de plantas fixar carbono durante o
periodo de enchimento ou translocagdo do carboidrato armazenado em outras partes da planta.
Dornbos et al. (1989) evidenciaram que a massa da semente, um componente priméario de
producdo, é determinada pela taxa de desenvolvimento da semente e pela duracdo do periodo
de enchimento.

As sementes avaliadas neste estudo foram provenientes de um grande
namero de lotes produzidos em situagdes diversas no campo, durante a fase de maturagdo, sem
ter havido selecéo prévia de amostras e subamostras com sementes amarelas e esverdeadas. A
realizacdo da pesquisa com os lotes originais pode, talvez, constituir a razdo para auséncia de
efeito da presenca de sementes verdes sobre a massa, fato destacado em trabalho de Franca
Neto et al. (2007). Segundo os referidos autores, a estratificacdo das sementes de soja por
tamanho permite o descarte de lotes com elevados indices de sementes verdes, uma vez que a
maior propor¢do destas (19%) foi constatada dentre a porcdo de sementes de menor tamanho
(inferior a 6,0 mm), em comparacdo com as sementes maiores (7,5 mm) que tinham apenas
5% de incidéncia de sementes verdes. Portanto, a manipulacdo de lotes para selecdo de
amostras com sementes verdes tende a selecionar as de tamanho inferior e, por conseqiiéncia,
de menor massa de mil sementes.

De acordo com Endo et al. (1984), os produtos da oxidacdo da clorofila
podem ter efeitos prooxidantes ou atividades fotooxidativas, além da possibilidade de reagédo
do pigmento com compostos intermediarios da peroxidacédo de lipidios e peroxidos.

Ensaios de Jalink et al. (1999) destacaram a maturidade das sementes
como caracteristica importante para reducdo da possibilidade da clorofila produzir elétrons

livres capazes de causar injuria oxidativa. Conforme os autores, a deterioracdo das sementes
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durante o armazenamento tem, de modo frequente, relagdo com a acdo de radicais livres
mediando prejuizos oxidativos as proteinas, aos acidos nucléicos e as membranas.

Considerando o relato deste fato, foi formulada a hipdtese da possivel
associacdo entre a presenca de clorofila com o aumento no teor de lipoperdxidos, que séo
produtos da oxidagdo dos lipideos. No entanto, os dados verificados neste estudo mostraram
auséncia de relagéo entre a clorofila ou a porcentagem de sementes verdes com a quantidade
de lipoperoxidos presente nos lotes.

Nas plantas, a clorofila pode ser uma fonte priméaria de oxigénio
singleto (*O,). Ap6s a iluminagdo, a clorofila age como fotossensibilizador, transferindo
energia de excitagdo para a producdo de 'O, (RABINOWITCH & FRIDOVICH, 1983). E
provavel que a formacdo de oxigénio singleto, a partir de clorofila, seja reforcada durante a
senescéncia com o declinio de transporte de elétrons e, portanto, com menor capacidade da
clorofila do centro de reacdo dispor de sua energia de excitacdo (THOMPSON, 1987).

A clorofila presente nas sementes, mas de forma inativa, como
comprovado por analise com o fluorémetro, possivelmente ndo exerce influencia alguma sobre
a atividade metabdlica das sementes e tampouco poderia ter efeito sobre a peroxidacdo de
lipideos. No caso de sementes ainda em desenvolvimento, nas quais a clorofila presente esta
ativa, esta poderia contribuir com 0 processo de oxidagdo, apresentando 0 mesmo
comportamento da clorofila presente em plantas.

Outra linha de pensamento poderia ser considerada. Nos estudos de
Suhartanto (2002) foi demonstrado auséncia de degradacdo de clorofila em sementes de
tomate armazenadas no escuro, e reducao do contetdo total desse pigmento naquelas mantidas
sob acdo da luz. As sementes de soja empregadas na pesquisa foram armazenadas em auséncia
total de luz o que, provavelmente, ndo teria induzido qualquer nivel de degradacdo de
clorofila, ndo ocasionando a producdo de radical livres e, portanto, seria a razdo da falta de
relacdo entre o teor de lipoperdxidos e o contetido de clorofila dos lotes. Contudo, 0 mesmo
autor foi enfatico ao afirmar a inexisténcia de indicacfes claras de maior estresse oxidativo em
sementes maduras com alto contedo de clorofila durante a deterioracdo controlada, resultado
que pode ser extrapolado para situagdes de armazenamento.

Wilson & McDonald (1986) foram consistentes ao relatarem a

peroxidacao de lipidios como uma das causas de deterioracdo das sementes e relaciona-la com
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o declinio de viabilidade e vigor. Concordando com o que foi relatado, o teor de lipoperéxidos
mostrou correlagdo significativa com os testes de vigor (envelhecimento acelerado,
condutividade elétrica, comprimento de plantulas e massa de matéria seca de plantulas) na
época inicial (Tabela 17). Nas épocas subsequentes de avaliacdo essa correlacao foi observada
também, com os testes de germinacdo e de primeira contagem da germinacdo, indicando que
0s danos oxidativos sd0 mais evidentes apds o armazenamento (Tabelas 18 e 19).
Contrariamente ao esperado, a reducao qualitativa das sementes deveu-se, possivelmente, ao
processo natural de envelhecimento causado por deterioracGes oxidativas, como evidenciado
pela correlacdo entre os lipoperdxidos e os testes de qualidade, sem qualquer relacdo com o
contetdo de clorofila ou porcentagem de sementes verdes.

Com os resultados verificados nesse estudo, considerando andlise
critica das informac@es constantes na literatura consultada, foi possivel enfatizar a importancia
das condi¢des ambientais, durante a fase reprodutiva, época em que também as clorofilas sdo
degradadas, na ocorréncia e qualidade das sementes verdes e esverdeadas.

6.4 Armazenamento das sementes

Como citado anteriormente, ndo foi constatada relacdo entre a
quantidade de clorofila presente nas sementes dos lotes analisados e o estresse oxidativo por
elas sofrido, evidenciado pelo acimulo de lipoperdxidos, antes e durante o armazenamento
(Tabelas 17, 18 e 19). Contudo, alta correlacdo entre a peroxidacao de lipideos e a qualidade
das sementes, especialmente ap6s o armazenamento, foi verificada.

Na presenga de oxigénio o envelhecimento das sementes &,
frequientemente, associado a peroxidacao de acidos graxos poliinsaturados (HARRINGTON,
1973; STEWART & BEWLEY, 1980; WILSON & MCDONALD, 1986; HENDRY et al.,
1992; HENDRY, 1993). A peroxidacdo de lipideos tem potencial consideravel em danificar
membranas celulares e constitui importante causa de deterioragdo de sementes armazenadas,
por reduzir a longevidade destas sob condi¢Ges naturais. Reagdes de oxidagdes, no processo de
envelhecimento, envolvem enzimas, tal como lipoxidase, e enzimas oxidativas que podem
atuar em baixa atividade da agua (VERTUCCI & LEOPOL, 1987). Tais conclusdes tornam
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mais compreensivel o declinio do potencial fisioldgico das sementes, sejam elas esverdeadas
ou ndo, com o decorrer do armazenamento.

Frequentemente, a deterioracdo ocorrida durante o armazenamento esta
associada a formacédo de plantulas anormais, geralmente por necrose da raiz primaria. Neste
caso, nos estagios iniciais de germinagdo ocorre principalmente o alongamento celular,
provavelmente, ndo envolvendo a replicagdo do material genético. Mais tarde, quando iniciada
a divisdo celular, o efeito de dano genético se manifesta e o desenvolvimento é impedido
(VILLIERS & EDGCUMBE, 1975).

O fendbmeno da morte incipiente de plantulas, que geralmente ocorre
durante a germinacdo de sementes envelhecidas, sugere a presenca de um elemento destrutivo,
tornado ativo somente apds a embebicdo. O modelo de peroxidacédo lipidica propde que este
elemento destrutivo esta representado por acidos graxos oxigenados. Apds a ativacdo
enzimética da semente, estes sdo transformados em aldeidos citotoxicos, mutagénicos, que
interferem no inicio da mitose. Em sementes que possuem grandes quantidades de &cidos
graxos oxigenados, a morte ocorre mais rapidamente devido a destrui¢éo das vias respiratorias
por esses aldeidos toxicos e, eventualmente, através da formacao de radicais livres secundarios
e decomposicao de peréxidos (WILSON & MCDONALD, 1986).

Conforme a figura sete foi constatada relagéo inversa entre o teor de
lipoperdxidos nos lotes analisados e a germinacdo das sementes, de forma que o efeito da
deterioracdo ocasionada pela peroxidacdo de lipideos foi mais pronunciado apds seis meses de

armazenamento.
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FIGURA 7. Correlacdo entre lipoperoxidos e a germinacdo de sementes de 67 lotes de soja

apos trés e seis meses de armazenamento.

Algumas alteracfes associadas a deterioracdo tais como reducdo da
porcentagem de germinacdo, da taxa de crescimento de plantulas e da tolerancia as condi¢fes
adversas de ambiente, ocorrem quando as sementes sao armazenadas (ANDERSON, 1973).
Para avaliar as conseqliéncias das referidas mudancas é realizado o teste de envelhecimento
acelerado, que estima o potencial de armazenamento dos lotes conforme a resisténcia das
sementes a elevadas temperatura e umidade relativa, com base na velocidade de deterioragdo
das mesmas (MARCOS-FILHO, 1999). Ressalta-se, todavia, observacOes de Priestly &
Leopold (1983) segundo as quais 0 mecanismo de envelhecimento acelerado é diferente do
envelhecimento fisiologico natural em sementes de soja.

De acordo com a Figura oito, a elevacdo do teor de lipoperdxidos nas

sementes correspondeu a reducdo da porcentagem de germinacdo apds o teste de



71

envelhecimento acelerado, com efeitos mais evidentes apds o armazenamento. Considera-se
que os lotes com maior teor de lipoperdxidos encontravam-se em estado mais avancado de
deterioracdo devido aos efeitos da oxidacdo e, portanto, revelaram, de forma mais acentuada,
os efeitos do teste. Esses resultados sdo concordantes aos relatos de Mendonga et al. (2000) de
que sementes de menor qualidade deterioram-se mais rapidamente do que as mais vigorosas,
quando expostas as condi¢Bes adversas de alta temperatura e umidade relativa no teste de

envelhecimento acelerado.
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Figura 8. Correlacdo entre lipoperoxidos e o teste de envelhecimento acelerado em sementes

de 67 lotes de soja em trés épocas de avaliacao.

O teor de lipoperoxidos correlacionou-se negativamente, também, com
0 vigor das sementes avaliado pelo teste de primeira contagem da germinagdo apds trés e seis

meses de armazenamento (Figura 9). Wilson e McDonald (1986) foram consistentes ao
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relatarem a peroxidacdo de lipidios como uma das causas de deterioragdo das sementes e

relaciona-la com o declinio da viabilidade e do vigor.
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FIGURA 9. Correlacdo entre lipoperoxidos e a primeira contagem da germinacao de sementes
de 67 lotes de soja apds o armazenamento.

Foi observada relacdo direta entre o contetido de lipoperdxidos e as
leituras de condutividade elétrica da solugdo de embebicdo de sementes de soja (Figura 10);
quanto maior a peroxidacdo de lipideos maiores foram os danos causados as membranas e,
conseqlientemente, maiores a taxa de lixiviagao de solutos e a condutividade da solucéo.

De acordo com Adams et al. (1983) foi verificada, durante a
embebicdo, lixiviagdo de grande quantidade de fosfato inorganico, de agucares e de proteinas
sollveis de sementes de soja que sofreram processo de maturacao e secagem rapida e que néo

degradaram a clorofila, em relacdo as que secaram lentamente. Esses autores consideraram,
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ainda, a possibilidade da secagem rapida causar rompimento de membranas celulares e
estruturas internas. Vieira & Krzyzanowski (1999) também relacionaram a quantidade de
lixiviados na solucdo de embebicdo a integridade das membranas celulares. As membranas
tornando-se permedveis, pode ndo ocorrer a sintese de enzimas, a expansdo e a divisao celular
(HARRINGTON, 1973).
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FIGURA 10. Correlacdo entre lipoperoxidos e o teste de condutividade elétrica em sementes

de 67 lotes de soja na época inicial e no sexto més de armazenamento.

A deterioracdo, cabe ressaltar, determinante de maiores leituras de
condutividade elétrica da solugdo, ndo teve relacdo com o teor de clorofila. Todavia, as
sementes verdes encontradas nos lotes analisados possivelmente sofreram disturbios na
maturacdo, fato mais provavel de causa da deterioracdo desses lotes, conforme discutido

anteriormente.
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Nas trés épocas de avaliagdo o comprimento das pléntulas de soja
diminuiu com o aumento no teor de lipoperdxidos (Figura 11), mais acentuadamente aos seis
meses de armazenamento. Lotes com maior teor de lipoperdxidos estdo mais deteriorados,
portanto menos vigorosos. Khan et al. (1996) demonstraram relacdo entre a peroxidacao de
lipideos e o acimulo de radicais livres com o declinio da germinagdo, como também com a
extensdo do hipocétilo de plantulas de soja. Dan et al. (1987), também trabalhando com soja,
verificaram maior comprimento de plantulas originadas de sementes mais vigorosas e

justificaram esse fato pela maior capacidade de utilizacdo do material de reserva existente nos

cotilédones.
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Figura 11. Correlagdo entre lipoperoxidos e o teste de comprimento de plantulas oriundas de

sementes de 67 lotes de soja em trés épocas de avaliacao.



75

De modo semelhante, o contetdo de lipoperoxidos encontrado nos
lotes teve relacdo negativa com a massa de matéria seca de plantulas (Figura 12). As sementes
provenientes de lotes com elevadas taxas de peroxidacdo de lipideos originaram plantulas que
se desenvolveram menos; possivelmente, a translocacdo de assimilados dos cotilédones para
os tecidos em crescimento das plantulas foi menor e, portanto, resultou em massa de matéria

seca inferior.
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Figura 12. Correlagdo entre lipoperoxidos e o teste de massa de matéria seca de plantulas

oriundas de sementes de 67 lotes de soja em trés épocas de avaliagéo.

E, portanto, compreensivel sementes com altos teores de lipoperoxidos
terem reduzida qualidade fisiologica (germinacdo e vigor), efeito que acentua-se durante o

armazenamento.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Qualidade de sementes é um conceito complexo, e envolve Varios
componentes, cada um representando principios fisiolégicos diferentes, como por exemplo
potencial germinativo, viabilidade, vigor e longevidade. Por causa dessa complexidade, tem
sido problemaético encontrar marcadores fisicos, bioquimicos ou moleculares que, de modo
inequivoco e reprodutivel, predigam o desempenho das sementes em campo ou apos
armazenamento.

O processo de formacédo e desenvolvimento exerce influéncia sobre o
comportamento das sementes, consequentemente sobre a qualidade destas. Sendo assim,
informacOes a respeito da maturagdo das sementes séo essenciais ao estudo de fisiologia de
sementes, pois sementes de diferentes estddios de maturacdo podem apresentar atividades
bioquimicas variadas, o que ocasiona diferentes comportamentos fisioldgicos.

Portanto, a qualidade das sementes é definida durante a fase de
desenvolvimento e maturacdo, de forma que estudos realizados nos Gltimos anos mostraram a
clorofila como indicador de maturidade das sementes e, assim, indiretamente de sua qualidade.

Nos estudos de Suhartanto (2002) ficou claro o maior teor de clorofila
sementes de tomate como determinante de qualidade inferior, quando analisadas antes de

atingir a maturidade fisiologica. No entanto, apos a maturidade fisiologica ndo ha evidéncias
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claras de que essa correlagdo ocorre de forma negativa. O autor, do mesmo modo, nédo
encontrou indicac@es claras de que sementes maduras com alto contedo de clorofila sofreram
mais com 0s estresses oxidativos que aquelas com menor conteudo de clorofila.

No presente estudo ndo ficou clara a relacdo entre a clorofila e a
qualidade das sementes, tampouco a relagdo entre esse pigmento e a peroxidacéo de lipideos,
uma das causas da deterioracdo de sementes. Ha indicativos de que a presenca de clorofila ndo
¢ a causa da baixa qualidade em sementes verdes de soja. Contudo, sdo fortes as evidencias de
que o estaddio de maturacdo das sementes exerca influencia mais significativa sobre a
qualidade de lotes com altos indices de sementes verdes.

Com os resultados obtidos nesse estudo pode-se enfatizar a
importancia das condicdes ambientais, especialmente durante as fases de deposicdo de
reservas e maturacdo das sementes de soja. Todavia, estudos futuros, utilizando metodologias
diferentes, sdo necessarios para tornar possivel o estabelecimento de uma relagdo segura entre
a clorofila e os possiveis estresses oxidativos que poderiam ser a causa de qualidade inferior

dos lotes com presenca de sementes verdes.
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8 CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos pode-se afirmar que:

o Sementes maduras de soja com retencdo de clorofila néo
possuem atividade fotossintética.

o O resultado do comportamento dos lotes agrupados por regides,
quanto a presenca de clorofila e sua relagdo com a qualidade das sementes, ndo foi consistente
considerando o conjunto de dados analisados.

o A ocorréncia de sementes verdes em lotes de soja € indicativo de
qualidade inferior, sem relacdo clara, no entanto, entre o teor de clorofila das sementes e a
qualidade fisiol6gica dos lotes.

o O teor de lipoperoxidos expressou relacdo inversa com a
qualidade dos lotes de soja apds o armazenamento, independente da presenca de sementes

verdes ou esverdeadas.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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