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RESUMO

O desenvolvimento de metodologias para avaliacdo da qualidade de sementes ¢
essencial para programas de controle de qualidade das empresas produtoras, por
possibilitar a diferenciacdo de lotes com diferentes niveis de vigor. O tabaco,
Nicotiana tabacum, ¢ comumente usado como planta modelo para estudos
genéticos ou fisiologicos relacionados principalmente a tolerdncia a estresses
abioticos, no entanto pouco se sabe sobre a possibilidade de utilizacdo de
métodos mais precisos para avaliagdo da qualidade fisiologica de sementes dessa
espécie, na producdo de lotes comerciais. A espectroscopia de infravermelho
proximo (NIR) tem se destacado por ser um método nao destrutivo e que tem
potencial para substituir ou complementar metodologias convencionais de
analises laboratoriais garantindo assim a qualidade das sementes. O objetivo
neste trabalho foi verificar a eficiéncia no uso do NIR em identificar niveis de
deterioragdo em lotes de sementes de tabaco. Foram utilizados 5 lotes de
sementes, cultivar CSC100, grupo amarelinho, envelhecidas artificialmente por
0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas, avaliados em seu teor de agua, germinagdo, velocidade
de germinacdo, emergéncia, sanidade e andlise espectral por meio do
infravermelho proximo. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5 x 5. Na analise dos espectros obtidos, foi
utilizado o teste analise discriminante por minimos quadrados parciais (Partial
Least Squares Discriminant Analysis - PLS-DA). A técnica da espectroscopia de
infravermelho ¢ eficaz na verificacdo de niveis de deterioragdo de lotes de
sementes de tabaco. Existe relacdo entre os niveis de deterioracdo de lotes de
sementes de tabaco envelhecidas artificialmente e avaliados por pardmetros
fisiologicos, com a intensidade de absorbancia obtida pela analise espectral
(NIR) no comprimento de onda de 10000 a 5000 cm.

Palavras-chave: Teste rapido. Vigor. Analise ndo destrutiva.



ABSTRACT

The development of methodologies to evaluate the seed quality is essential for
programs of seed quality control, because they are enable the for distinction of
seed lots with different vigor levels. The tobacco (Nicotiana tabacum) is
commonly used like a model plant for genetic or physiological studies related to
abiotic stess tolerance, mainly. However, it is known little about the possibility
of the use of more precise procedures to evaluate the physiological quality of
tobacco seeds in the commercial production. The near infrared spectroscopy
(NIR) is standing out as a non-destructive method and has potential to replace or
to complement the ordinary methodologies of laboratorial analysis to guarantee
quality. The objective of this work was to verify the efficiency of the use of NIR
to identify levels of deterioration in different lots of tobacco seeds. Five seed lots
of cultivar CSC 100 “amarelinho” group were used and each one was submitted
to artificial aging for 0, 24, 48, 72 e 96 hours and were realized the following
tests and determinations: seed moisture content, germination and emergence test,
health test and NIR spectral analysis. The experiment designed used was the
completely randomized design in a factorial scheme 5 x 5. To analyze the
spectra obtained was used the Partial Least Squares Discriminant Analysis
(PLS-DA). The deterioration and the modification caused by the artificial aging
in tobacco seeds influenced differently the results obtained through NIR. There
is a relationship between levels of deterioration of tobacco seeds artificially aged
evaluated by physiological parameters and the intensity of the absorbance
obtained by spectral analysis (NIR) at a wavelength 10000-5000 cm™.

Keywords: Quick tests. Vigor. Non-destructive analysis.
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1. INTRODUCAO

A cultura do tabaco ¢ utilizada como planta modelo para estudos
funcionais, e por apresentar facilidade de manuseio dos protocolos de
transformagcdo, além de ter uma grande quantidade de sementes por capsula. E
também uma cultura expressiva, servindo de fonte de renda para pequenos
agricultores na regido sul do Brasil. O impacto da producdo de Fumo ajudou a
levar o pais a posi¢do atual de segundo maior produtor de fumo do mundo e
exportador de folhas e de sementes.

No sistema de produgdo do tabaco ¢ importante levar em consideracdo a
qualidade das sementes, uma vez que o melhoramento ¢ voltado para producdo
de massa verde em detrimento da producdo de frutos de qualidade.A maturagao
dos frutos ocorre de maneira desuniforme e a semente apresenta diferentes tipos
de dorméncia, havendo assim a necessidade de um rigido controle de qualidade,
para que a produ¢@o de mudas ndo seja afetada .

Ha uma grande necessidade das empresas produtoras de sementes em
obter resultados cada vez mais rapidos e confidveis acerca da qualidade de lotes,
algumas metodologias de analise podem ser adaptadas para utilizagdo na
industria de sementes. Dentre as metodologias atuais existentes, a espectroscopia
de infravermelho proximo (NIR) pode ser um método rapido, para detec¢ao de
niveis de qualidade em de lotes de sementes e pode ser uma ferramenta
complementar as metodologias convencionais de andlises, além de ser ndo
destrutivo, garantindo a qualidade e as especificidades necessarias para a espécie
a ser analisada.

O objetivo com a presente pesquisa foi verificar a eficiéncia no uso da
técnica do NIR para identificar niveis de deterioragdo em sementes de tabaco

(Nicotiana tabacum L.) envelhecidas artificialmente.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importincia do tabaco

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) ¢ uma planta modelo utilizada para
ensaios de transformagdo genética, E uma cultura importante economicamente,
principalmente para pequenos produtores, por absorver mao de obra, durante o
processo de colheita

Essa cultura é considerada anual, pertencente a familia Solanaceae, com
habito de crescimento determinado e ciclo de 4 a 5 meses. De facil cruzamento,
produz milhares de sementes por planta e possui grande diversidade fenotipica
(ZHANG et al., 2011).

O cultivo de tabaco no Brasil tem como base as pequenas propriedades ¢
diversificacdo agricola. Os fumicultores possuem em média 16,7 hectares e de
acordo com dados organizados pela Associagdo dos Fumicultores do Brasil —
AFUBRA (2012), a renda do tabaco corresponde a 56% do or¢amento do
agricultor. A evolugdo tecnologica da induistria brasileira do tabaco ¢ um dos
fatores responsaveis pelo crescimento do setor, no mercado internacional, o qual
fez com que o Brasil figure, desde a década de 1990, como maior exportador
mundial do produto, além de ser referéncia na industrializa¢do do tabaco.

A propagacdo da cultura do tabaco ¢ realizada por meio do plantio de
mudas, obtidas pela semeadura em substrato comercial. Para que se obtenha um
estande adequado com posterior destino das mudas para plantio, ¢ necessaria a
utilizacdo de sementes de alta qualidade que propiciem maior vigor das mudas

produzidas.
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2.2. Qualidade das sementes oleaginosas e alteracées quimicas durante o

processo de deterioracao.

A semente de tabaco se caracteriza por ser muito pequena, com
aproximadamente 15.625 sementes por grama (BRASIL, 2009) e apresenta
muitas vezes maturagdo desuniforme e dorméncia, interferindo na qualidade
fisiologica dos lotes produzidos.

O teste mais utilizado para avaliar a qualidade das sementes de tabaco é
o de germinagdo. Objetiva — se com esse teste determinar a porcentagem de
plantulas normais da espécie em analise. A semente germinada da origem a
plantulas que demostram pelo grau de desenvolvimento de suas estruturas
essenciais, capacidade para produzir uma planta normal sob condigoes
favoraveis (BRASIL, 2009). Entretanto, os resultados obtidos nesse teste nem
sempre refletem o desempenho das sementes em condi¢des de semeadura. Nesse
caso, a adicao de testes de vigor para avaliagdo do potencial fisioldgico tem sido
util para identificar as diferencas consistentes no desempenho de lotes de
sementes sob condi¢des adversas, complementando informagdes fornecidas pelo
teste de germinacdo (CARVALHO; NOVEMBRE, 2011).

O envelhecimento de sementes € um processo degenerativo continuo,
que envolve uma sequéncia de eventos bioquimicos e fisioldgicos, levando a
uma progressiva queda na qualidade de sementes e culminando na perda da
viabilidade (ELLIS, 1991). As mudangas que ocorrem durante esse processo
estdo diretamente relacionadas e ocasionando a reducdo da velocidade e da
uniformidade de emergéncia, refletindo no desenvolvimento das plantas no
campo (BINGHAM; HARRIS; MC DONALD, 1994).

Para que os testes utilizados na avaliagdo da qualidade de sementes
possam refletir a real situagdo dos de lotes avaliados, ¢ de fundamental

importancia que as metodologias sejam de facil execucdo e rapidas, além de
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apresentarem baixo custo e alta correlagdo com os testes utilizados em andlise de
rotina no laboratério (FERNANDES; SADER; CARVALHO, 1987).

Na maturidade fisiologica, quando a semente atinge seu nivel maximo de
qualidade, a deterioracdo estd em seu nivel minimo. A partir da maturidade, o
nivel de qualidade da semente comega a decrescer em consequéncia de diversos
fatores, tais como as variagdes de temperatura durante a maturacdo, flutuagdes
das condi¢des de umidade do ambiente, deficiéncias nutricionais das plantas,
pragas e doengas, além de técnicas inadequadas de colheita, secagem,
beneficiamento, armazenamento e transporte (CARVALHO; FRANCA NETO;
KRZYZANOWSKI, 2006).

A temperatura ¢ a umidade relativa do ar sdo fatores fundamentais que
podem interferir na qualidade, visto que o alto teor de agua na semente, aliado a
elevadas temperaturas aceleram o metabolismo, levando a redugdo da qualidade.
Desta forma o envelhecimento artificial pela exposicdo das sementes a altas
umidades e temperaturas aceleram o processo de deterioracao.

De acordo com Delouche e Baskin (1973), a deterioragdo ¢ continua e
irreversivel, ndo sendo possivel recuperar o nivel de atividades vitais. Embora
exista um grande nimero de pesquisas relacionadas aos mecanismos que levam
a deterioracdo de sementes, estes ainda ndo estdo totalmente elucidados, pois a
reducdo na qualidade fisiologica das sementes esta associada as alteragdes
bioquimicas que conduzem ao comprometimento de suas atividades metabolicas
(FREITAS et al., 2006).

O conhecimento da composi¢do quimica e de suas reservas em sementes
¢ fundamental para estabelecer diretrizes para compreender suas reagdes apos
ao envelhecimento artificial (MARCO FILHO, 2015).

As semente, de tabaco tem um alto teor 6leo em torno de 40%. A
composicao dos 6leos da tabaco s@o acidos graxos 65,0 a 74,3% para o acido

linoleico, principal componente (LAGO et al., 1978).
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A peroxidagdo de lipidios, ¢ a causa subsequente de danos na membrana
(CHANG:; SUNG, 1998) ¢é ocasionada pelo envelhecimento das sementes. Essas
alterag¢Ges levam a lixiviagdo de substancias essenciais, reduzindo a germinagdo
(GOEL; SHEORAN, 2003).

Além da perda da integridade das membranas durante o processo de
deterioragdo, verifica-se também uma redugéo da produgdo de ATP causada pela
fermentacdo alcodlica; diminui¢do na sintese de proteinas e acidos nucleicos e
degeneracdo cromossomica (BEWLEY; BLACK, 1994).

Os radicais livres s3o grupos de atomos com um elétron ndo pareado,
altamente reativo e instavel, sendo os mais importantes a hidroxila (OH),
superdxido (Oy) e o perdxido de hidrogénio (H,O,). Uma vez presente na célula,
estes podem iniciar reacdes oxidativas em cadeia, altamente prejudiciais,
especialmente com acidos graxos polinsaturados, originando hidroperdxidos de
lipidios (COOLBEAR, 1995). Uma vez desestruturado o sistema de membranas,
os lipidios estruturais presentes reagem com o oxigénio molecular, resultando na
formagdo de radicais livres e peroxidos de acidos graxos com relativa
instabilidade (CARVALHO; VON PINHO, 1999).

O envelhecimento da semente ¢ acompanhado pelo aumento da taxa de
respiragdo aerobica e, a depender das condigdes em que foram submetidas, pode
ocorrer modificacdes no metabolismo, modificando a rota aerobica para a
anaerdbica, produzindo assim a formagao do acetaldeido e etanol.

Etanol e acetaldeido sdo toxicos para as sementes embebidas, que terdo que
converter essas moléculas para o acido acético menos toxico. Ambas as reagoes
de desintoxicacdo exigem a redugdo da coenzima NAD + a NADH (KODDE,
2011). Alteragdes quimicas durante o processo de deterioragdo sdo passiveis de
serem detectadas em analises espectrais de sementes pela alteragdo de grupos

funcionais das moléculas.
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2.3. Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) tem se destacado por
ser um método ndo destrutivo, € que tem potencial complementar metodologias
convencionais de analises laboratoriais, assumindo grande importancia em
variadas areas. Sua area de aplicacdo envolve o estudo de polimeros,
identificacdo de compostos organicos e inorganicos, andlise de misturas
complexas como gasolina e poluentes atmosféricos, controle de qualidade de
produtos diversos, estudos de semicondutores, transportes de moléculas
bioativas em tecidos vivos, mecanismos de catalise etc. (BARBOSA, 2007).
Essa técnica se constitui em uma abordagem fisica ndo destrutiva, rapida,
reprodutivel e de baixo custo (ROBERTS; WORKMAN JUNIOR; REEVES,
2004).

A regido do infravermelho proximo tem recebido bastante atengdo, em
particular com relagdes das andlises quantitativas e multivariadas.

O NIR - infravermelho proximo € um tipo de vibragdo espectroscopica,
que emprega energia do foton (hv) na faixa de 7,8 x 10° — 2,5 x 10%,
correspondente a uma unidade usual em intervalo de comprimento de onda de
0,78 —2,5 pm ou 14. 290 a 4.000 cm™,

A faixa de energia gerada na espectroscopia de infravermelho proximo €
maior do que a necessaria para promover nas moléculas seus mais baixos
estados vibracionais excitados, por meio de uma transi¢do vibracional
fundamental e menores do que os valores normais necessarios para a excitagao
de elétrons em moléculas (SUNDARAM; KANDALA; BUTTS, 2009; ZHU et
al., 2011). O resultado dessa vibragdo ¢ a geragdo de espectros de absorgdo,
correspondente as frequéncias caracteristicas dos grupos funcionais das

moléculas, dentro de determinadas se¢es (SCAREF et al., 2006), proporcionando
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assim uma visdo ampla da "assinatura" de qualquer amostra (NEWEY;
ROBSON; CROZIER, 2008).

Existem evidéncias do uso dessa técnica na avaliagdo da qualidade de
sementes em relacdo a determinacdo da umidade (HART; NORRIS;
GOLUMBIC, 1962), na sele¢ao de genotipos de aveia, correlacionar o conteudo
de proteinas e lipidios com as caracteristicas fisicas dos grdos (LEMONS;
SILVA, 2008) e selegdao de gendtipos de girassol com maior conteudo de dleo
(GRUNVALD et al., 2009). Além dessas caracteristicas, também ¢é possivel
determinar o grau de umidade em amostras de café cru aplicando um modelo
matematico de PLS (MORGANO, 2008), ¢ a detec¢do de fungos em sementes
de espinafre (OLESEN; DUIIN; BOELT, 2014).

No caso do tabaco, o NIR ¢ utilizada para determinar nitrosaminas
especificas (N- nitrosaminas) presente nas folhas em diferentes grupos de
cultivares (MA et al., 2012), além da deteccdo de proteina, glicose, frutose e
alcaldides (WANG et al., 2014).

Segundo Souza e Poppi (2012), analisando a sequéncia a distin¢ao entre
oleos vegetais de canola, azeite e soja, por meio de espectros de FT-IR e a PCA,
pode-se observar a separagdo entre os materiais, com escores da PC1 amostras
de oleo de canola e outro formado pelas amostras de 6leo de soja e azeite na
parte positiva da PC2. No caso das sementes de tabaco, ndo existem informagdes
sobre a variagdes na qualidade fisiologica e a analise espectral. Portanto, ha a
necessidade de verificar a relag@o entre a qualidade fisiologica das sementes ¢ os

resultados obtidos pela espectroscopia de infravermelho.
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos nos Laboratérios Central de Sementes do
Departamento de Agricultura, ¢ de Patologia de Sementes da Universidade
Federal de Lavras, MG entre novembro de 2013 e outubro de 2014.

Para desenvolvimento da pesquisa foram utilizados cinco lotes de
sementes de tabaco cultivar CSC 100, grupo amarelinho (L1, L2, L3, L4, L5,
codificados como lotes 1 a 5) produzidos na safra 2012/2013 e cedidos pela
empresa Souza Cruz S/A.

Inicialmente, as sementes de cada lote foram homogeneizadas e
divididas pelo método manual de divisGes sucessivas em 5 por¢des, sendo uma
delas ndo envelhecida e as demais submetidas ao envelhecimento artificial para
simular diferentes niveis de deterioragao.

Para o envelhecimento artificial, as sementes foram dispostas em esferas
de tela de nylon sobrepostas a tela metalica, acoplada a caixas plasticas tipo
gerbox, contendo ao fundo 40 mL de agua. Os gerboxes foram levados a
camaras de germinagdo tipo BOD, regulada a temperatura de 42 °C pelos
peridos de 0, 24, 48, 72 ¢ 96 horas e posteriormente mantidas em condigdes
ambientais de dessecadores até atingirem teor de agua que continham antes de
serem submetidas ao envelhecimento. Para caracterizagdo e distingdo dos lotes
foram realizados determinagdo de teor de agua, testes de germinagdo,
emergéncia, condutividade elétrica de massa, sanidade, bem como
espectroscopia do infravermelho préximo.

O teor de agua foi determinado pelo método da estufa 130 + 3 °C durante 1
hora, utilizando-se quatro repeticdes de 0,1 grama de semente por tratamento. Os
resultados foram expressos em porcentagem, com base no peso umido

(BRASIL, 2009).
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A germinagdo foi conduzida com 200 sementes (4 repeticoes de 50
sementes), distribuidas em caixas plasticas tipo gerbox (11,0 x 11,0 x 3,5cm)
sobre duas folhas de papel mata — borrdo, umedecido com agua na proporgao de
2,5 vezes o peso do papel seco, em temperatura alternada de (20-30°C) e
fotoperiodo de 8 horas. As avaliagdes foram realizadas ao sétimo dia (primeira
contagem) ¢ ao décimo sexto dia apds a semeadura, computando-se as plantulas
normais germinadas, seguindo os critérios estabelecidos pelas Regras para
Andlise de Sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem (BRASIL,
2009).

As sementes remanescentes do teste de germinacdo foram imersas em
solucdo de tetrazdlio a 1% por 24 horas a 40 °C, para determinagdo da
viabilidade das mesmas.

Emergéncia — foram semeadas 200 sementes por tratamento (distribuidas em
bandejas de isopor com 200 células individuais), com medida externa sendo,
comprimento 670 mm, largura 370 mm por altrura 53 mm e volume de 12 cm?,
contendo substrato comercial multiplant hortalicas®. As bandejas foram
mantidas no sistema “Float” em casa de vegetagdo, com uma lamina de agua de
3 cm, na temperatura 30 °C. A avaliacdo foi realizada aos 15 dias (estande
inicial) e aos 21 dias apds a semeadura, por meio da contagem de plantulas com
altura igual ou superior a 0,5 cm. Os resultados foram expressos em
porcentagem de plantulas emergidas em cada tratamento. Paralelamente ao teste
de emergéncia foi calculado o indice de velocidade de emergéncia, computando-
se diariamente o numero de plantulas emergidas, utilizando-se da formula
proposta por Maguire (1962).

Condutividade elétrica de massa - o teste foi realizado com 4 repeti¢des
de 0,02g de sementes, previamente pesadas e dispostas em recipientes com
capacidade para 4 mL de agua deionizada e mantidas em BOD, a temperatura

constante de 25 °C por 12 horas. Apds o condicionamento, a condutividade
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elétrica da solugdo foi medida por meio do condutivimetro da marca Digimed,
modelo CD-21, com resultados expressos em uS.cm™.g™.

A qualidade sanitéaria das sementes foi avaliada pelo método do papel de
filtro “Blotter Test” Para tanto, 200 sementes foram distribuidas em 4 repetigdes
de 50 e semeadas em placa de Petri com 15 cm de didmetro, contendo trés folhas
de papel de filtro previamente umedecidas com agua destilada + 2,4D e meio de
cultura (Agar) com 2,4D, ambos esterilizados. Apdés a semeadura as placas
foram colocadas em camara de crescimento a temperatura de 2042 °C.
Decorridos 7 dias, as sementes foram avaliadas individualmente em microscopio
estereoscopico para identificacdo e contagem dos patogenos presentes nas
amostras. Os resultados foram expressos em numero absoluto de ocorréncia dos
patdgenos para cada lote.

Para analise dos dados obtidos na qualidade de sementes. o
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 X 5, sendo 5 lotes L1, L2, L3, L4, L5 e 5 tempos de envelhecimento
(0; 24; 48; 72 e 96 horas). Os resultados foram submetidos a analise de
variancia. Os dados foram submetidos a analise de regressdo para os dados
quantitativos ¢ comparac¢do de médias para os dados qualitativos (Scott-Knott)
em nivel de 5% de significancia, por meio do software estatistico SISVAR®.

Na avaliac¢do da espectroscopia de infravermelho, para cada lote ¢ tempo
de envelhecimento foram utilizadas 35 amostras contendo 0,02 g de sementes,
sendo essas dispostas em vials. Os espectros foram gerados por meio do detector
FT-IR, acoplado ao equipamento Tensor 27 da Bruker®. O software utilizado
para a leitura espectral foi o OPUs Spectroscopy Version 6 do mesmo
fabricante. Incialmente foi realizado o background, utilizando-se o ouro como
padrdo, ¢ a transformada de Fourier, com resolucdo 8 cm’, tempo de varredura

256 e fundo de tempo de varredura 128, na amplitude 3189, posicao de 61035.
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O espectrofotometro coletou 256 leituras para cada medida de
absorbancia, que produziram um espectro médio constituindo o banco de dados
de leituras para cada amostra. A absorbancia infravermelha proxima com o
comprimento de onda entre 4000 — 10000 cm™ foi emitida por um espectréometro
Bruker. As reflectancias de infravermelho préximo foram gravadas como
absorbancia ou log (1/reflectincia) em intervalos de 3,85cm™, totalizado 1558
medidas de absorbancia ao longo do espectro.

Os espectros obtidos passaram por uma fase de pré-processamento,
constituido por corre¢do da linha base (baseline correction) por padrdao normal
de varidveis (SNV - Standard Normal Variate) e remoc¢ao da tendéncia linear por
minimos quadrados (Detrend) (CANAZA-CAYO; ALOMAR; QUISPE, 2013).

Visando a detecgdo de um padrio espectral para sementes de tabaco, foi
empregada a andlise discriminante por minimos quadrados parciais (Partial
Least Squares Discriminant Analysis - PLS-DA), que é um caso especial de
regressdo por minimos quadrados parciais (Partial least squares regression -
PLSR) para varidveis categéricas e ndo quantitativas (PEREZ-ENCISO;
TENENHAUS, 2003). Para tanto, as 1558 medidas de absorbancia de cada
amostra submetida a regressdo PLS-DA, onde o efeito da colinearidade dos
dados do modelo pode ser reduzido com maior eficiéncia, além da maximizacao
da correlagdo entre as medidas de absorbancia preditoras e a variavel resposta
(MEVIK; CEDERKVIST, 2004). A regressao por minimos quadrados parciais ¢
descrita pela equagédo:

X=TP'+E
Y=UQ +F

onde: X ¢ a matriz preditora; Y é a matriz resposta; T=X-scores; U=Y-scores;
P=X-sobre ajustes; (O=Y- sobre ajustes; E=X-residuos; e F=Y-residuos
(GELADI; KOWALSKI, 1986; YE et al., 2008).
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Para minimizar erros da regressdo PLS-DA ajustada foi selecionado o
numero de componentes principais de acordo com a taxa de erro de classificagdo
(Classification error rate), prevista pelo processo de validagao cruzada por leave-
one-out (MEVIK; WEHRENS, 2007). A escolha das variaveis preditoras a
serem incluidas na regressdo PLS-DA foi realizada com o calculo das variaveis
importantes na projecdo (Variable importance in projection - VIP)
(TENENHAUS, 1998), que determina a contribui¢do de cada medida de
absorbancia no conjunto de dados e permite identificar quais sdo as medidas
mais importantes para a previsdo dentro de cada lote. O ajuste e calibra¢do da
regressdo PLS-DA foi realizado com um subconjunto de 35 amostras, vezes
cinco tempos ¢ a predi¢cdo 7 amostras vezes 5 de cada tempo utilizados como
dados de validagao cruzada. Cada espectro classificado-acertadamente e o total
1558 com o niimero de ondas entre 4000 a 10000 cm™.

As reflectdncias de infravermelho proximo foram gravadas como
absorbancia ou log (1/reflectancia) em intervalos de 3,85cm™, totalizado 1558
medidas de absorbancia ao longo do espectro. Para cada lote e tempo, o
espectrofotdometro coletou 256 leituras de scans em absorbancia, que produziram
um espectro médio e constituiu-se no banco de dados de leituras para cada um
dos cincos lotes com seu respectivo nivel de qualidade totalizando 875 espectros
mensurados.

As anélises dos dados foram realizadas com o emprego do programa R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2005) e com o uso dos pacotes mixOmics
(DEJEAN; GONZALEZ; CAO, 2013) e pracma (BORCHERS, 2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O envelhecimento artificial promoveu acréscimos no teor de agua das
sementes, variando de 5,5 a 19,6%, entre os lotes avaliados, como pode ser

observado na tabela 1.

Tabela 1 Valores médios do teor de d4gua em cinco lotes de sementes de tabaco,
cultivar CSC 100, envelhecidas artificialmente

Teor de agua (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 55b 10,0 ¢ 11,9d 13,2 ¢ 16,6 ¢
L2 6,5b 12,8b 175a 183 a 19,6 a
L3 8,0a 129b 158D 16,0 b 16,9 ¢
L4 7,0 a 15,3 a 14,4 c 14,2 ¢ 18,2 b
L5 55b 12,2 b 13,5¢ 15,6 b 16,5 ¢

CV (%) 6,65

As médias, seguidas pela mesma letra mintiscula na pertencem ao mesmo agrupamento pelo teste
de Scott-Knott no nivel de 5% de significancia.

Apesar de ocorrem diferengas no teor de agua dos lotes, houve um
aumento gradual da umidade com o periodo de envelhecimento, sendo esse
incremento mais acentuado nas primeiras 24 horas. A partir desse periodo, o teor
de agua continua aumentando, porém em menor propor¢do. Esse fato também
foi observado em sementes de alface e almeirdo, com maiores valores da
umidade nas primeiras 48 horas e acréscimo gradual no periodo em que foram
submetidas ao envelhecimento artificial em agua (SANTOS et al., 2011).

Na avaliacdo da qualidade de sementes de tabaco, foi observado o efeito
da interagdo entre lotes e tempo de envelhecimento para todas as caracteristicas
avaliadas Portanto, o envelhecimento artificial proporcionou alteragdes na
qualidade das sementes, o que possibilitou variagdes no nivel de qualidade dos

lotes.
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O estabelecimento inicial de plantulas de cada lote (primeira contagem)
foi afetado pelo envelhecimento artificial (Tabela 2, Figura 1A). A qualidade
dos lotes de sementes de tabaco foi reduzida de maneira diferenciada, sendo que
os lotes L1 e L2 reduziram a qualidade na medida em que as sementes foram
envelhecidas a partir de 24 horas e para o L4 a reducao foi observada somente a
partir de 96 horas de envelhecimento. Além disso, foi possivel observar até 4
niveis de vigor entre os lotes quando as sementes foram envelhecidas por 72

horas e 3 niveis quando envelhecidas por 0 e 24 horas (Tabela 2).

Tabela 2 Valores médios; primeira contagem de germinacdo, germinacao, lotes
de sementes de tabaco envelhecidas artificialmente

Primeira contagem (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 84 a 82 a 69 a 68 a 52 a
L2 56b 38D 36b 21d 22b
L3 590 41 ¢ 42b 51b 50 a
L4 60b 57c¢ 63 a 57b 33b
L5 34 ¢ 42 ¢ 40 b 42 ¢ 29b

CV (%) 16,24
Germinacio (%)

Lotes 0Oh 24h 48h 72h 96h
L1 92 a 94 a 95a 94 a 85a
L2 82D 78 b 67c 65c¢ 57b
L3 82D 770 75Db 75b 83 a
L4 76 b 790 72 ¢ 790 82 a
L5 62 c 71Db 78 b 79b 59b

CV (%) 6,87

As médias, seguidas pela mesma letra minascula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade.

Pode-se observar pelo resultado da primeira contagem que houve maior
variagdo da qualidade de sementes de tabaco quando comparado ao teste de
germinagdo. Nesse caso, a primeira contagem de germinagdo permitiu
diferenciar a qualidade dos lotes durante o processo de envelhecimento das

sementes.
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O percentual de germinagdo somente foi afetado negativamente apos 48
horas de envelhecimento, no entanto na o efeito na velocidade de germinacgao ja
se nota entre os cinco lotes nas primeiras 24 horas.

No caso da germinacdo, o comportamento das sementes durante o
envelhecimento também difere entre os lotes, sendo o lote L1 com qualidade
superior. Para esse lote, foi possivel observar redugdes da germinagdo apenas
com 96 horas de envelhecimento. No caso do lote 2, a qualidade das sementes
foi reduzida a partir de 48 horas e para o lote 5 foi possivel verificar uma
tendéncia de aumento da germinagdo entre 24 e 72 horas, com reducdo em 96
horas. Ja para os lotes 3 ¢ 4 ndo foram observadas alteragdes na germinacao
durante o envelhecimento das sementes (Tabela 2, Figura 1B). Também foi
possivel verificar diferencas entre niveis de qualidade dos lotes quando
avaliados pelo teste de germinagdo, sendo que o tempo de 0, 48 e 72 horas

separaram os lotes em trés niveis e dos demais periodos em dois niveis (Tabela

2)
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Figura 1 Resultados da primeira contagem de germinagdo (A) e germinagado (B)
de 5 lotes de tabaco, cultivar CSC100 envelhecidas artificialmente
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Os diferentes niveis de qualidade entre os lotes de sementes de tabaco
podem ser visualizados quando se avalia a Primeira contagem. No caso da
germinagdo, essas diferencgas ja ndo sao tdo pronunciadas. Bhering et al. (2006),
em trabalho com sementes de pimenta, verificaram que o envelhecimento
acelerado a 38°C ou 42°C, por 96 horas, fornece informagdes semelhantes aos
resultados encontrados nesse trabalho. Para Torres e Negreiros (2008), o teste de
envelhecimento acelerado, utilizando-se a temperatura de 41 °C, durante 48
horas, mostra-se como indicativo na separacdo dos lotes de sementes de
berinjela cv. Embu, em diferentes niveis de vigor.

Durante o envelhecimento de sementes de tabaco, a permeabilidade das
membranas foi alterada como evidenciado pelo teste de condutividade elétrica
(Tabela 3), permitindo assim classificar os lotes em quatro niveis de vigor nos
periodos de 24, 48 e 72 horas. Dentre eles, o lote L2 possui maior vigor devido a
menor quantidade de lixiviados liberados durante o teste. Quando se verifica o
comportamento de cada lote durante o envelhecimento é possivel verificar que
para os lotes L1, L3 e L5 ndo houve efeito da deterioracdo durante o periodo
avaliado. J& para os lotes L2 e L4, o envelhecimento das sementes alterou a
condutividade elétrica das mesmas, principalmente no tempo de 96 horas

(Tabela 3, Figura 2A).
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Figura 2 Resultados da condutividade elétrica (A) e indice de velocidade de
emergéncia de plantulas (B) em lotes de sementes de tabaco cultivar
CSC 100, envelhecidas artificialmente

A velocidade de emergéncia das plantulas foi menos afetada durante o
envelhecimento das sementes (Tabela 3). Nota-se que apenas no periodo de 96
horas foi possivel verificar maiores diferengas entre os lotes, destacando o lote
L1 como o mais vigoroso, seguido do L5. Os lotes L2, L3 e L4 nao diferiram
quanto ao vigor no mesmo periodo (Tabela 3). Durante o envelhecimento
artificial foram observadas diferencas apenas para o lote L1, com um decréscimo
da velocidade de emergéncia durante o envelhecimento (Figura 2B).

Para o estabelecimento inicial de plantulas sdo observadas maiores
diferencas entre os lotes quando submetidas a 96 horas de envelhecimento
artificial. Apds esse periodo, o lote L1 apresentou maior vigor, seguido dos lotes
L5, L2, L3 e L4 (Tabela 3). Ao longo do envelhecimento, o lote L1 aumentou a
velocidade de emergéncia de plantulas. No caso dos lotes L2 ¢ L5 o
envelhecimento ndo influenciou na velocidade de emergéncia; ja para os lotes

L3 e L4 houve alteragcdes no desempenho das plantulas emergidas, com redugdes
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da qualidade a partir de 72 horas para o primeiro e 48 horas para o segundo

(Tabela 3, Figura 3A).
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Figura 3 Resultados do estande inicial (A) e da emergéncia de plantulas (B) em
lotes de sementes de tabaco, cultivar CSC 100, envelhecidas
artificialmente

Diferencas entre os lotes de tabaco também foram encontradas quando
se avaliou a emergéncia de plantulas. Nesse caso, os resultados obtidos
corroboram com o do estande inicial, com os melhores resultados para o lote L1,
seguido por L5, L2, L3 e L4, em 96 horas de envelhecimento artificial (Tabela
3). Contudo, o desempenho de cada lote no processo de deterioracdo das
sementes ndo foi o mesmo observado para o referido teste, pois ocorreram
acréscimos na porcentagem de plantulas emergidas dos lotes L1 e L5 ¢
decréscimos para os lotes L2 e L4 a partir de 72 horas e L3 a partir de 96 horas

(Tabela 3, Figura 3B).
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Tabela 3 Resultados médios da condutividade elétrica, indice de velocidade de
emergéncia, estande inicial e emergéncia em lotes de sementes de
tabaco cultivar CSC 100, envelhecidas artificialmente

Condutividade elétrica (uS cm’ g'l)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 1720,09 b 1366,29 ¢ 1252,90 ¢ 179325 ¢ 1487,25 a
L2 388,25 ¢ 620,25 d 656,00 d 1040,25 d 1743,14 b
L3 1629,48 b 1587,71 ¢ 1187,22 ¢ 1397,70 d 1062,87 a
L4 2710,83 a 3600,75 a 2941,96 a 2859,11 a 4259,00 a
L5 2650,83 a 2540,46 b 2280,82 b 2274,07 b 1982,73 b

CV (%) 20,35
IVE

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 3,79b 492a 6,05a 6,78 a 6,96 a
L2 526 a 5,41 a 5,43 a 511b 3,98b
L3 4,60 b 3,49 b 4,65a 3,95b 2,47 ¢
L4 6,35a 524 a 4,57 a 3,82b 473 b
L5 3,94 b 3,82b 3,65a 449b 5,03b

CV (%) 24,03
Estande inicial (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 50b 72 a 82a 93 a 94 a
L2 73 a 73 a 73 a 73 b 55¢
L3 67 a 67 a 58 a 50b 37¢
L4 86 a 85a 68 a 68 Db 55¢
L5 49 b 56 a 58 a 63 b 70 b

CV (%) 20,80
Emergéncia (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 44 ¢ 78 a 85a 96 a 95a
L2 92 a 85a 82a 75b 62 ¢
L3 74 b 65a 67b 69b 51c
L4 87 a 87 a 77 a 71b 58 ¢
L5 53¢ 57b 68 b 62b 74 b

CV (%) 9,87

As médias, seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de agrupamento de Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade.

O vigor de sementes reflete caracteristicas que determinam o potencial

do seu desempenho sob condigdes diferentes de ambiente (BHERING et al.,

2006). No caso das sementes de tabaco, o comportamento de cada lote durante a
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exposicao das sementes ao estresse por elevada temperatura e umidade relativa
foi alterado, principalmente por periodos de exposi¢do mais elevados. Nesse
caso, o lote L1 pode ser considerado o mais vigoroso, ¢ as alteragdes verificadas
durante o envelhecimento foram reduzidas, quando comparado aos demais lotes.

Sementes submetidas a periodos prolongados de envelhecimento
artificial perdem a sua viabilidade, fato esse verificado na presente pesquisa. Os
periodos de 72 e 96 horas de envelhecimento proporcionaram redugdes no vigor
das sementes de tabaco. Na medida em que se aumenta o periodo de exposi¢do
das sementes a temperaturas elevadas e alta umidade relativa, o envelhecimento
torna-se prejudicial as sementes (BARBOSA; COSTA; SA, 2011), reduzindo
assim a germinagdo, a velocidade ¢ o estabelecimento inicial de plantulas no
campo, assim como a emergeéncia.

Em outras solanéceas, periodos superiores a 72 horas de envelhecimento
foram eficientes em separar os lotes de sementes em diferentes niveis de
qualidade, como em cubiu (PEREIRA; MARTINS FILHO, 2010). Para alguns
lotes dessa espécie, periodos prolongados de envelhecimento proporcionaram
reducd@o na viabilidade, fato esse verificado na presente pesquisa, estratificando
os lotes em trés niveis de vigor.

Durante o processo de deterioragdo das sementes, a perda da integridade
de membranas ¢ o principal fator no processo de envelhecimento. No entanto,
em fungdo da espécie e das condigdes em que sdo expostas podem ocorrer
alteragdes no vigor das mesmas (BARBOSA; COSTA; SA, 2011). No caso do
tabaco, pode ser verificado que na medida em que as sementes foram expostas as
condi¢des de elevada temperatura por longos periodos, cada lote se comportou
de maneira diferenciada, evidenciando que o processo de deterioragdo também ¢é
variavel entre lotes para uma mesma espécie. Quanto a condutividade elétrica,

foi evidente a estratificagdo dos lotes durante o tempo em que as sementes foram
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ficaram expostas, confirmando assim que ocorreram alteragdes no sistema de
membranas durante o envelhecimento.

Para algumas espécies, a exposi¢do a temperaturas elevadas durante
periodo determinado pode afetar positivamente o desempenho de lotes de
sementes. No caso de sementes de tabaco sabe-se que a sua maturagdo ocorre de
maneira desuniforme e que pode ocorrer o processo de dorméncia. Na presente
pesquisa, o processo de envelhecimento para o lote L1 favoreceu a velocidade
de emergéncia, o desenvolvimento inicial de plantulas no campo e a emergéncia,
podendo inferir que esse lote pode apresentar dorméncia e que a temperatura de
42 °C até 96 horas favorece a germinagao.

O envelhecimento artificial em sementes de tabaco alterou a incidéncia
dos microrganismos presentes. Foi verificada maior porcentagem dos fungos
Alternaria spp., Epicoccum spp. e Fusarium sp. (Tabela 4, Figuras 4 ¢ 5).

A incidéncia de Alternaria spp foi variavel entre lote. Na medida em que
as sementes ficaram expostas a condigoes de elevada temperatura e umidade
relativa, ocorreram acréscimos desse microrganismo, principalmente nos tempos
de 72 e 96 horas (Tabela 4). Durante o tempo de exposicdo, os lotes L1, L2 e L5
aumentaram a incidéncia de Alternaria spp. Para os lotes L3 e L4 ndo foram
observados os efeitos da deterioragdo (Tabela 4, Figura 4A).

No caso do Epicoccum spp., sua incidéncia foi verificada antes do
envelhecimento. Durante o tempo de exposicao das sementes, pode-se verificar a
presenga do fungo no lote L3. Para os demais lotes, na medida em que
aumentava o periodo de exposi¢do das sementes, a incidéncia do microrganismo
foi reduzida (Tabela 4, Figura 4B).

Apesar da menor incidéncia verificada para Fusarium sp., 0
microrganismo permaneceu nas sementes durante o envelhecimento artificial,

principalmente nos lotes L4 ¢ LS (Tabela 4, Figura 5).
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Tabela 4 Valores médios da incidéncia de Alternaria spp., Epicoccum spp.,
Fusarium spp. em lotes de sementes de tabaco envelhecidas

artificialmente
Alternaria spp. (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 59b 43 b 40 b 75 a 89 a
L2 28 ¢ 62 a 62 a 78 a 78 b
L3 72 a 52a 76 a 59b 87D
L4 57b 41D 67 a 66 b 70 b
L5 38¢ 60 a 52b 70 a 77b

CV (%) 14,45
Epicoccum spp. (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 15b Oc 0b 0b 0b
L2 S5c¢ Oc 0b 0b 0b
L3 16 b 58a 33a 22 a 22a
L4 28 a 12b 5b 0b 0b
L5 22 a 0c 5b 2b 0b

CV (%) 57,71
Fusarium spp. (%)

Lotes Oh 24h 48h 72h 96h
L1 15b 29 a 0b 0b 3b
L2 Sc 0b 3b 3b 0b
L3 16 b 5b 8b 6b 7b
L4 28 a 2b 3b 1b 1b
LS 22 a 10b 20 a 23 a 18 a

CV (%) 63,91

As médias, seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
agrupamento de Scott-Knott no nivel de 5% de probabilidade.

Segundo Segato ¢ Gabaldi (2012), pode-se observar que nas sementes de

tabaco armazenadas os fungos sdo encontrados em ordem decrescente

pertencente do género Alternaria spp, Fusarium spp e Epicoccum spp. Porém,

esses patogenos podem propiciar o aparecimento de anormalidades em plantulas

que geralmente sao indicativos de uma baixa qualidade, fato esse observado na

presente pesquisa.



(=3
(=}

23
(=1

D
(=}

Alternaria sp.

35
(=]

N
(==
A

24 48 72 96
Tempo de envelhecimento (horas)
Y1 = 56,800-0,787500x+0,012153x2; R*=86,89%
Y12 = 38,200+0,481250x; R*=79,96%
Y13 =69,20

- YL4=59,90
— ——  YL5=41,300+0,368750x; R*=82,79%

Epicoccum sp.

100

80

60

40

20

34

B
0 24 48 72 96
Tempo de envelhecimento (horas)
— YLI=0
Yr2=0

Y12 = 55,400-0,3875x; R*=78,96%
- YL4 = 18,100-0,222917x; R*=89,53%
Yrs5=3

Figura 4 Resultados da incidéncia de Alternaria spp. (A) e Epicoccum (B) em
lotes de sementes de tabaco, cultivar CSC 100, envelhecidas

100 1

80 1

Fusarium sp.

20 +

60 1

40 A

artificialmente

0 24 48 72 96

Tempo de envelhecimento (horas)

YL1=9

— Yr5=18

—-- YL4 = 24,042857-0,816071x+0,006200x*; R*=81,28%

Figura 5 Resultados da incidéncia de Fusarium sp. em lotes de sementes de
tabaco, cultivar CSC 100, envelhecidas artificialmente

Com relagdo a analise da espectroscopia de infravermelho proximo, os

espectros obtidos para cada tempo dentro de cada lote, apds a fase de pré-

processamento, demonstraram um padrdo espectral semelhante em relagdo aos
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picos de absorbancia ou banda espectral (Figura 6A, B, C, D e E), similaridade
esta esperada para individuos de uma mesma espécie. Segundo Ma et al. (2012)
¢ dificil de analisar os picos nos espectros em fun¢do da complexidade das
amostras ¢ a natureza da espectroscopia por apresentarem o mesmo padrao,
sendo necessario assim de utilizar outras ferramentas estatisticas para analisar os

resultados obtidos.
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Figura 6 Padrdo espectral de sementes de tabaco dos lotes: L1,, L2, L3, L4 e L5-
envelhecidos artificialmente, de 0 a 96 horas, em comprimento de onda
entre 10000 a 4000 cm’!
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A analise visual dos graficos do padrao espectral possibilitou a distingao
de espectros principalmente no comprimento de onda de 9000 a 5000 cml.
Desta forma foi feito um desdobramento por lote para analise individual.

Na determinagdo dos componentes principais, observa-se que houve
diferencas dentro de cada lote durante o envelhecimento de sementes.

Sob o ponto de vista formal, fazer uma analise de componentes
principais ¢ realizar uma mudanga da base do espaco vetorial do conjunto de
dados. Cada objeto (no nosso caso cada elemento) que era entdo representado
num espa¢o N-dimensional definido pelas N variaveis, passa a ser representado
por N componentes principais (LYRA et al., 2010).

Nas andlises de componentes principais (PCA), para o lote LI,
evidenciou-se uma maior variacdo com agrupamentos distintos nos tempos de
envelhecimento 0, 24, 48 e 72 horas. Para 96 horas ndo foi possivel observar o

mesmo comportamento (Figura 7).
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Figura 7 Analise de componentes principais para semente de tabaco cultivar

CSC 100, lote 1, envelhecidas artificialmente
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Na andlise de componentes principais (PCA), para o lote 2 pode-se
observar que foi possivel obter diferencas entre os tempos de 0, 24, 72 ¢ 96
horas, ja que as amostras para os referidos tempos se agruparam em diferentes
vetores no PC1 e PC2 onde é possivel observar diferengas entre as sementes
envelhecidas e ndo envelhecidas, sendo essas afastadas do ponto central e em
diferentes vetores (Figura 8). O tempo de 48 horas se manteve mais na regido
central, levando a entender que o tempo 48 de envelhecimento ndo difere no

PCA.
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Figura 8 Analise de componentes principais para semente de tabaco cultivar
CSC 100, lote 2, envelhecidas artificialmente

Na analise de componentes principais (PCA), para o lote L3 pode-se
observar que ndo foi possivel obter diferencgas entre os tempos de 24, 48 ¢ 72
horas, ja que as amostras para os referidos tempos ficaram agrupadas em um
mesmo local e proximo do ponto central (Figura 9). Nos tempos de 0 hora e 96
horas, para algumas amostras foi possivel observar diferencas entre as sementes
envelhecidas e nao envelhecidas, sendo essas afastadas do ponto central e em

diferentes vetores (Figura 9).
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As analises de componentes principais (PCA) para o lote 4, evidenciou

uma maior variagdo com agrupamentos distintos nos tempos de envelhecimento

0, 24, 72 e 96 horas. Quanto ao tempo de 48 horas, 0 mesmo se agrupou mais no

eixo central no PC1 e PC2 ( Figura 10).
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Apesar de se observar uma acuracidade de 97% dos resultados, para o
lote L5 ndo foi possivel observar diferengas entre as amostras que foram
submetidas ao envelhecimento artificial (Figura 11), pois todos os tratamentos

ficaram agrupados em um mesmo ponto.
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Figura 11 Andlise de componentes principais para semente de tabaco cultivar
CSC 100, lote 5, envelhecidas artificialmente

E interessante observar que os grupamentos de componentes principais
estdo relacionados com o comportamento fisiolégico dos lotes. Em lotes mais
deteriorados ocorre maior agrupamento dos pontos enquanto que em lotes mais
vigorosos, existe uma separagdo mais nitida, com agrupamentos distintos nos
tempos de envelhecimento 0, 24, 48 ¢ 72 horas. A medida que ocorre maior
deteriorag@o, como no caso das sementes envelhecidas por 96 horas, para o lote
1 e demais lotes deteriorados com menor tempo de envelhecimento, ndo existe
separagao em funcao do nivel de deterioracao.

Os espectros obtidos no infravermelho podem apresentar problemas de

deformacao da linha de base, variagdes no caminho optico, ruidos, entre outros.
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Dessa forma, os pré-processamentos sdao aplicados para melhorar a eficiéncia
dos modelos multivariados.

Apds os modelos pré processados dos espectros e retirados as linhas
tendenciosas, os modelos passaram por uma sele¢do de variaveis havendo uma
separacao das derivagdes de sua Assinatura (SSS) dos Lotes L1, L2, L3, L4 ¢
L5, envelhecidos artificialmente em 0, 24, 48, 72 € 96 horas.

Em um estudo de PCA — andlises de componentes principais, Durgante
et al. (2013) e Krajsek, Zega e Kreft (2008), utilizando a mesma quantidade de
amostras da presente pesquisa, foi possivel separar diferentes espécies arboreas,
com acuracidade de 99,4%, outros autores como Wang et al. (2014) observaram
que analisando folha de tabaco seca para obtengdo algoritmo de PCA -
componentes principais, aplicado para a analise de NIR extraindo as
informagdes de composto Unico, obteve dois grupos de dados de PC1 e PC2,
enquanto que o coeficiente de correlag@o entre os dois grupos de dados foi 0,97.

No caso do presente estudo principalmente para o lote L4, L1 e L2 foi
possivel separar as sementes envelhecidas artificialmente com uma acuracidade
de 99,99%. Os demais lotes, L3 e L5, obtiveram uma acuracia de 94,29 % a
97,14% (Tabela 5).

Tabela 5 Resultados obtidos da espectroscopia de infravermelho de 5 lotes de
sementes de tabaco envelhecidas artificialmente por 0, 24, 48 , 72 ¢ 96,
para taxa de erro (%), PCA — analise de componentes principais,
Acuracidade (%) e VIP — Varidveis de importancia de projecdo (%)

Lote  TaxaErro (%) N°PCA VIP (%) Acuracidade (%)
L1 0,675 10 3.20 99,99
L2 0,567 8 2.30 99,99
L3 0,713 11 2.29 94,29
L4 0,695 12 2.34 99,99

L5 0,695 9 2.60 97,14
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As regressdes por analise discriminante por minimos quadrados parciais
(Partial Least Squares Discriminant Analysis - PLS-DA) ajustadas, apresentaram
uma taxa de erro da validagdo cruzada para as sementes envelhecidas nos
tempos 0, 24, 48, 72 ¢ 96 para os lotes L1¢ 0,675, L2 0,567 ¢ L4 0,695 foi
observado uma a acuracidade de 99,99% dos modelos ajustados com 10, 8 ¢ 12
componentes principais.

As regressoes por analise discriminante por minimos quadrados parciais
(Partial Least Squares Discriminant Analysis - PLS-DA) ajustadas, apresentaram
uma taxa de erro da validagdo cruzada de 0,713 para o L3 e de L5 de 0,695 para
sementes envelhecidas, havendo uma pequena diferenga na acuracidade L3
94,29%, L5 97,14% dos modelos ajustados com 9 e 11 componentes principais.

Quando se comparam os lotes, pode-se observar maior variagdo nos
lotes L4, L1 e L2 ,para os demais lotes, L3 e L5 podem ser explicada por menos
variavel resposta no envelhecimento artificial.

Observa-se que hd uma variacdo na taxa de erro sendo pequena entre
lotes e entre tempos de envelhecimento artificial, porém havendo uma varia¢ao
de componentes principais, ¢ ¢ possivel visualizar que o lote L2 se destaca pelo
menor numero de componentes principais ¢ a menor taxa de erro e a maior
acuracidade.

Ap6s a definicdo do nlimero de componentes principais do modelo foi
realizada a determinagdo de quais medidas de absorbancia sdo mais importantes
para a previsdo dentro de cada lote envelhecida artificialmente, pela selegdo das
variaveis importantes na projecdo (Variable importance in projection - VIP).

Souza e Poppi (2012) relatam que a regido espectral ou numeros de ondas,
que contém a faixa de impressdo digital, onde apresenta altera¢des significativas
na distribui¢do dos maximos de absor¢do. Assim, ela ¢ a mais apropriada para

realizar a identificagdo, baseada em comparagdes espectrais.
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Para lote L1 o calculo do valor do VIP foram para dez medidas de
absorbancia do espectros mais importantes, 8687.39804 cm™ (VIP= 2.277604),
9960.41818 cm’ (VIP=2.268943), 8691.25568 cm' (VIP=2.221919),
9609.37324 cm™ (VIP=2.085234), 872597441 cm’'  (VIP=2.200826),
8660.39459 cm™ (VIP=2.152410), 9605.5156 cm™ (VIP= 2.151617), 9605.5156
cm” (VIP= 2.151617), 9883.26545 cm™ (VIP= 2.141708), 8880.27988 cm’
(VIP=2.138574), 9601.65796 cm™ (VIP=2.085234) (Figura 12).

O Calculo do VIP demonstrou que para o lote L2, foram oito medidas de
absorbancia do espectro mais importantes, 9609.37324 cm™ (VIP=2.498323),
9605.5156 cm™ (VIP=2.407162), 9601.65796 cm™ (VIP=2.322213), 8660.39459
cm’ (VIP=2.321423), 8687.39804 cm™ (VIP=2.318569), 9960.41818 cm™ (VIP=
2.311), 8880.27988 cm™ (VIP= 2.303879) e 8691.25568 cm™ (VIP= 2.293505)
(Figura 13).

O célculo do VIP demonstrou que para o lote L3 foram onze medidas de
absorbancia do espectro mais importantes, 8687.39804cm™ (VIP=2.287463),
9960.41818 cm’ (VIP=2.238019), 8691.25568 cm' (VIP=2.206951),
9609.37324 cm’' (VIP=2.187947), 872597441 cm' (VIP=2.144804),
9883.26545 cm’ (VIP=2.124377), 8880.27988 cm’ (VIP=2.107769),
8660.39459 cm™ (VIP=2.096290), 9605.5156 cm™ (VIP=2.096068), 8845.56115
em' (VIP=2.048698), 8706.68623 cm' (VIP=2.043471) (Figura 14).

Observamos que para o lote L4 foram doze medidas de absorbancia do
espectros mais importantes, 8691.25568 cm' (VIP=2.303651), 8687.39804 cm’
(VIP=2.273819), 9960.41818 cm™ (VIP=2.247994), 9609.37324 cm' (VIP=
2.182636), 9605.5156 cm™ (VIP=2.121071), 8725.97441cm™ (VIP=2.118553),
9883.26545 cm’ (VIP=2.084064), 8880.27988 cm' (VIP=2.068613),
8660.39459 cm’  (VIP=2.065069), 8706.68623cm”  (VIP=2.033059),
9601.65796  cm’ (VIP=2.020701), 8845.56115 cm’ (VIP=2.018249),

observada na (Figura 15).
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E para lote L5 foram nove medidas de absorbancia do espectros mais
importantes, 9960.41818cm™  (VIP=2.324540), 8687.39804 cm' (VIP=
2.320922), 9609.37324 cm’ (VIP=2.286863), 8691.25568 cm’ (VIP=
2.241895), 8725.97441 cm™ (VIP= 2.206891), 9605.5156 cm™ (VIP=2.206219),
8880.27988 cm’ (VIP= 2.149588), 9883.26545 cm™’ (VIP= 2.140517),
8845.56115 cm' (VIP=2.133304) (Figura 16);
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Figura 12 Seleg@o das variaveis importantes na projecao (Variable importance in
projection - VIP) em dez medidas de Absorbancia do Lote L1 de
sementes de tabaco, cultivar CSC100, envelhecidas artificialmente
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Figura 13 Selecao das variaveis importantes na projecao (Variable importance in
projection - VIP) em oito medidas de Absorbancia do Lote L2 de

sementes de tabaco, cultivar CSC100, envelhecidas artificialmente
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A regressio PLS-DA aplicada a absorbancia do espectro no
infravermelho proximo demostrou ser uma abordagem promissora para cultivar
CSC100 dos lotes estudados, em sementes envelhecidas artificialmente. A alta
acuracidade na separagdo do envelhecimento artificial por lote corrobora com
outros trabalhos que empregaram essa técnica com a mesma finalidade Durgante
et al. (2013) e Krajsek, Zega e Kreft (2008), para separagdo de espécies
arboreas.

Segundo Vidigal et al. (2008) as principais alteragdes estdo
correlacionadas com o processo de deterioragdo de sementes, até mesmo com
mudancas na composi¢ao dos grupos funcionais.

Os comprimentos de onda selecionados para cultivar CSC100 dos lotes
L1 e L2) originados de sementes envelhecidas artificialmente, indicam uma
vibragdo molecular correspondente ao grupo funcional dos Fendis O-H
(WORKMAN JUNIOR; WEYER, 2012), que se encontra na regiio espectral
9995.13692 cm™. Oliveira (2011) relata o que os fendis estido correlacionados na
deterioracdo de sementes. Algodao.

O lote L4 obteve um comprimento de onda selecionado na regido
espectral 9092.44991 ¢cm ' o que ¢ correspondente ao grupo funcional com uma
combinagdo de alcoois R-C-O-H. No lote L5; o comprimento de onda
selecionado na regido espectral 9601.65796 c¢cm ~ ' corresponde a um grupo
funcional hidrocarbonetos alifaticos C — H. Ja para o lote L3, o comprimento de
onda selecionado na regido espectral 8687.39804 cm ™' corresponde a um grupo
funcional hidrocarbonetos aromaticos C—H aromatico (ArCH) (WORKMAN
JUNIOR; WEYER, 2012).

A analise do padrdo espectral possibilitou a distingdo de espectros
principalmente no comprimento de onda de 9000 a 5000 cm™. Desta forma foi
feito um desdobramento por lote para analise individual, observando a

intensidade de absorbancia obtida pela analise espectral dos lotes nos diferentes
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tempos de envelhecimentos no comprimento de onda cm™ (Figura 17 A, B, C, D
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Figura 17 Intensidade de absorbancia obtida pela analise espectral de sementes
de tabaco dos lotes L1, L2, L3, L4 e L5, nos diferentes tempos de
envelhecimento, no comprimento de onda de 10000 a 4000 cm’
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Observando as figuras acima, nota- se que hd uma variacdo de
intensidade de absorbancia, sendo a linha espectral vermelha, que corresponde a
0 hora com menor unidade de absorbancia em relagdo as outras cores, que
compreendem os periodos de 24, 48, 72 e 96 horas. A partir de 24 horas
ocorreram acréscimos na absorbancia, principalmente no periodo de 96 horas
para o lote L1.

Apesar de tratar de um estudo preliminar exploratorio, existem
evidéncias de que a técnica de espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) ¢
potencial para detecgdo do nivel de deterioragdo em sementes de tabaco.

Dentre as evidencias devem ser consideradas as relacdo entre os niveis
de deterioragdo de lotes e os grupamentos de componentes principais, as
variagcdes na acuracidade, nas variaveis de importancia de projecdo- VIP e na
distingdo de espectros, principalmente no comprimento de onda de 10000 a 5000
cm™.

Uma vez analisadas todas regides espectrais, € possivel ter uma ideia dos
tipos de grupo funcionais devido seus estiramentos onde resulta as bandas e sua

absor¢ao.
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5.  CONCLUSOES

A técnica de espectroscopia de infravermelho proximo ¢ rapida e
promissora para distingdo de lotes de sementes de tabaco.

Existe relacao entre os niveis de deterioracdo de lotes de sementes de
tabaco envelhecidas artificialmente, avaliados por parametros fisiologicos ¢ a
intensidade de absorbancia obtida pela analise espectral (NIR) no comprimento

de onda de 10000 a 5000 cm™.
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