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METO[?OS DE PRE-COI\lDICIONAMENTO DE SEMENTES DE SOJA:
INFLUENCIA NA REDUCAO DA ANORMALIDADE DE PLANTULAS

RESUMO

PEREIRA, L. S. Métodos de pré-condicionamento de sementes de soja: influéncia
na reducdo da anormalidade de plantulas. 2019. 70 p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados-MS.

O teste de germinacdo tem como objetivo definir o percentual de sementes aptas a
formarem plantulas sob condicdes favoraveis de campo. Porém, os resultados do teste
de germinacdo de sementes de soja realizados em papel podem ser afetados
negativamente pelo fendmeno conhecido como “dano por embebigdo répida”.
Objetivou-se com o presente trabalho avaliar os métodos, periodos de exposicéo das
sementes e temperaturas no pré-condicionamento de sementes visando reduzir a
anormalidades de plantulas nos testes de germinacdo de sementes de soja. Para a
realizacdo do experimento foram utilizados cinco lotes de sementes da cultivar M6410
IPRO e, para efeito de comparacdo com sementes tolerantes aos danos por embebicédo
foram utilizados cinco lotes da cultivar BMX Poténcia RR. Inicialmente, o potencial
fisiologico dos lotes foi caracterizado por meio de testes de germinacédo e vigor. As
sementes foram submetidas aos seguintes métodos de pré-condicionamento: atmosfera
umida (AU), substrato tmido (SU) e imersdo direta em agua (IA) durante 4, 6, 8, 16 e
24 horas, sob as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C. Posteriormente, foi determinado
0 teor de agua e a curva de absorcdo de agua das sementes. As sementes foram
avaliadas quanto a germinacdo, condutividade elétrica e emergéncia em campo.
Paralelamente, foi realizada a avaliacéo citoldgica a partir do meristema radicular das
sementes submetidas a cada método de pré-condicionamento. Os experimentos foram
conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes e 0s
resultados foram submetidos a analise de variancia. Verificou-se que o pré-
condicionamento por meio do método de atmosfera Umida influencia positivamente
no percentual de plantulas normais das sementes de soja da cultivar M6410 IPRO. Por
outro lado, o método de imersdo direta em agua acentuou os danos por embebicéo
rapida em sementes de soja, provocando o aumento do percentual de plantulas
anormais, caracterizadas pelo estrangulamento e encurtamento da raiz principal. Os
danos por embebic¢do em sementes de soja estdo associados as alteragdes na morfologia
celular e ciclo mitotico, como a presenca de anormalidades cromossomicas, reducéo
do tamanho dos nucleos, brotos nucleares e defeitos no ciclo mitotico.

Palavras-chave: Glycine max. Teste de germinacdo. Danos por embebigéo.
Alterac6es celulares.
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METHODS FOR PRE-CONDITIONING SOYBEAN SEEDS: INFLUENCE ON
THE REDUCTION OF SEEDLING ABNORMALITY

ABSTRACT

PEREIRA, L. S. Methods for pre-conditioning soybean seeds: influence on the
reduction of seedling abnormality. 2019. 70 p. Dissertation (Master in Agronomy) -
Federal University of Grande Dourados. Dourados-MS.

The germination test aims to the percentual of seeds with aptitude to become seedlings
under favorable conditions of the field. Even so, the results of the soybean germination
in germitest paper can be affected by the phenomenon known as the "imbibitional
damage". The main purpose of this work is to evaluate the effect of different methods
such as exposure of seeds, and temperature in the preconditioning of seeds, aiming to
reduce the abnormalities of the seedlings in the germination test of soybeans seeds.
For the essay, it was used five sample of seeds from the M6410 IPRO cultivar, and to
compare with seeds tolerant to soaking damages there were used five sample of BMX
Poténcia RR cultivar. Initially, the physiologic potential of the samples was
characterized by the germinating and vigor test. The seed were submitted under
different treatments of preconditioning: humid atmosphere method, humid substrate
method and soaking method for 4, 6, 8, 16 and 24 hours, under temperature of 20°C,
25°C and 30°C. Posteriorly, it was determined the moisture content and the water
absorption curve of the seeds. The seeds were evaluated by their germination, electrical
conductivity and field emergence. In parallel it was held the cytologic evaluation from
the root meristem of the seeds which were submitted to each preconditioning method.
The experimental design was completely randomized with four replicates, and the
results were followed to analysis of variance. Therefore, it was verified that
preconditioning by humid atmosphere have an positive effect on percentage of normal
seedling from the soybeans seeds of M6410 IPRO cultivar. On the other hand, the soak
method in germination test increased the damages by fast soaking in soybean seeds
provoking an increment of abnormal seedlings percentual characterized for choking
off the main root. The soaking damages in soybean seeds are associated to changes in
celular morphology and mitosis cycle, with incidence of chromosomic abnormalities,
reducing size of the nucleus, nuclear bud, and damages in the mitosis cycle.

Keywords: Glycine max. Germination Test. Imbibitional damage. Cell alterations.
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1. INTRODUCAO

A semente tem grande importancia para o setor agricola, pois conduz a
lavoura as informagdes genéticas decisivas para o desempenho da cultivar, a0 mesmo
tempo que sua qualidade é responsavel pelo estabelecimento de uma populacédo de
plantas adequada, base para tornar a producdo rentdvel (MARCOS FILHO, 2015;
FINCH-SAVAGE e BASSEL, 2016).

A utilizacdo de sementes com alto potencial fisiologico visa assegurar
adequada populacdo de plantas em uma ampla variacdo de condi¢des ambientais de
campo encontradas durante a emergéncia, e possibilitar aumento na produgdo quando
a densidade de plantas é menor que a requerida. Além disso, sementes com baixo vigor
apresentam reducgdes na velocidade de emergéncia, na uniformidade, na emergéncia
total, no tamanho inicial e no estabelecimento de plantulas (SCHEEREN et al., 2010).

Na cultura da soja, o uso de sementes de alta qualidade resulta em
emergéncia rapida, uniforme e nodesenvolvimento de plantas vigorosas. A obtencao
de uma lavoura com populacdo adequada depende de diversos fatores, como o preparo
do solo adequado, a semeadura na época indicada e com disponibilidade hidrica, a
utilizacdo correta de herbicidas, a regulagem da semeadora e a alta qualidade da
semente empregada (VAZQUEZ et al., 2008).

A qualidade fisiologica da semente é avaliada por meio do teste padréo de
germinacdo, que é conduzido sob condicfes 6timas de ambiente, proporcionando o
maximo potencial germinativo e estabelecendo o limite para a performance do lote
apos a sua semeadura sob condigdes favoraveis de campo (BRASIL, 2009; OHLSON
etal., 2010).

Os resultados do teste de germinagdo de sementes de soja realizados em
papel, podem ser afetados pelo fendmeno conhecido como “dano por embebicdo
rapida”. A danifica¢do ¢é provocada pela entrada rdpida de 4gua nas sementes secas.
Esse dano pode ser mais drastico em temperaturas abaixo da temperatura 6tima para
cada cultura, apesar da variabilidade genética para esse carater, fazendo com que
diferentes cultivares respondam de forma diferente a embebicéao rapida (PESKE et al.,
2012). Os danos em sementes sensiveis a embebicdo rapida podem ser atenuados com
0 pré-condicionamento das sementes, que consiste na elevacdo do teor de dgua das

sementes por meio de atmosfera Umida antes do teste de germinacdo. A técnica esta
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preconizada nas Regras para Anélise de Sementes (BRASIL, 2009) e contribui para
que lotes de sementes com elevada qualidade ndo sejam indevidamente avaliados e
descartados. A semente quando submetida ao condicionamento, possui um maior
periodo de tempo para reparar as lesdes metabdlicas antes de germinar (VARIER et
al., 2010; ATAIDE et al., 2016).

A necessidade de obtencdo de resultados rapidos e confidveis na anélise
de sementes e a demanda de informag0es sobre o real estado de qualidade, com o
intuito de evitar que lotes com germinacdo elevada, sejam descartados por nao terem
sido devidamente avaliados estimula o desenvolvimento de metodologias com
potencial de otimizar a execucdo de testes de germinacao na rotina dos laboratorios e,
consequentemente a obtencdo de seus resultados.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os métodos, os periodos de exposi¢do
e temperaturas no pré-condicionamento de sementes visando reduzir a anormalidades
de pléantulas. Além disso, a ocorréncia de altera¢Ges celulares durante a embebicéo
rapida de sementes foram avaliadas e, se as mudancas celulares que ocorrem poderiam

culminar na anormalidade de plantulas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 QUALIDADE DE SEMENTES

A grande maioria das culturas no cenario da agricultura mundial comeca
com a semeadura para estabelecer uma nova planta no campo. O estabelecimento bem-
sucedido da populacdo de plantas € o primeiro passo para a producdo agricola e
determina o sucesso ou o fracasso da safra (FINCH-SAVAGE e BASSEL, 2016).

O setor de sementes no Brasil teve sua importancia aumentada com o
passar dos anos, principalmente pela visivel evolucdo na selecdo dos materiais
utilizados para o cultivo e pelo reconhecimento por parte dos produtores sobre 0s
beneficios do uso de sementes de alta qualidade (FRANCA NETO et al., 2010).

A qualidade de sementes corresponde a um conjunto de caracteristicas que
determinam seu valor para a semeadura, indicando que o potencial somente pode ser
identificado, de maneira consistente, quando é considerada a interacdo dos atributos
de natureza genética, fisica, fisiologica e sanitaria (MARCOS FILHO, 2015). Esses
atributos respondem pelo desempenho da semente no campo, permitindo o
estabelecimento da populagdo de plantas requerida pela cultivar, aspecto fundamental,
para que sejam alcangados niveis elevados de produtividade (KRZYZANOWSKI et
al., 2018). Nesse contexto, a qualidade da semente € o somatorio de atributos que
determinam a sua capacidade de originar plantas de alta produtividade e esta ligada a
ao desenvolvimento das funges vitais, abrangendo germinagéo, vigor e longevidade.

A utilizacdo de sementes de alta qualidade associada a boas praticas de
semeadura asseguram o estabelecimento de uma populacédo de plantas que terdo um
desempenho superior no campo. As sementes de alta qualidade também auxiliam os
avancos genéticos, garantindo a qualidade e mantendo tecnologias de adaptacdo nas
diversas regides (FRANCA NETO et al., 2016).

A qualidade fisioldgica das sementes é maxima por ocasido da maturidade
fisioldgica. A partir desta fase, da-se inicio as mudancas degenerativas, tanto de
natureza fisica, fisioldgica ou bioquimica, caracterizando o processo de deterioragéo.
A deterioracdo é evidenciada por danos genéticos, perda da integridade do sistema de
membranas, reducdo da capacidade seletiva, peroxidacdo de lipidios, lixiviagdo de

solutos, mudancas na atividade respiratoria das sementes, modificacdes na atividade
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enzimatica e sintese de proteinas, incapacidade de manutencdo do gradiente
eletroquimico, a perda da compartimentalizacdo celular e acimulo de substancias
toxicas (DELOUCHE, 2002).

O potencial fisioldgico engloba informacGes sobre a viabilidade e o vigor
das sementes e compreende o conjunto de aptiddes que permite estimar a capacidade
de um lote de sementes manifestar adequadamente suas funcgdes vitais apds a
semeadura, ou seja, sob uma ampla faixa de condi¢bes ambientais. Assim, as
informacdes referentes a germinacao e ao vigor permitem a comparacao entre lotes de
sementes e avaliam a probabilidade de sucesso com a aquisicdo e utilizacdo de
sementes de alta qualidade (MARCOS FILHO, 2011).

A avaliagdo da germinacdo e identificagdo de lotes de sementes de alto
desempenho é uma iniciativa importante para o sucesso da producdo agricola e,
consequentemente, as informac@es dos laboratdrios de sementes devem detectar com
precisdo as diferengas no potencial fisiologico entre os lotes testados. O desempenho
das sementes ap6s a semeadura ou durante o armazenamento demonstra se o potencial
identificado pelos testes laboratoriais apropriados foi alcancado e qudo adequado
foram os procedimentos utilizados para essa avaliacdo (MARCOS FILHO, 2015).

Sementes de soja com baixo vigor apresentam reducgéo da velocidade e na
porcentagem de emergéncia, emergéncia desuniforme, reducdes no tamanho inicial
das plantas, na producdo de matéria seca na area foliar e nas taxas de crescimento da
cultura (KOLCHINSKI et al., 2006).

Um dos fatores que influencia na manutengdo do vigor é o
armazenamento; apos a colheita este € um aspecto que dever ser realizado de maneira
a reduzir as perdas da qualidade fisiologica dos lotes. A qualidade da semente,
portanto, ndo pode ser melhorada e sim mantida, por meio do armazenamento
adequado com condigdes controladas de umidade relativa do ar e temperatura, visando
manter o vigor e o poder germinativo pelo maximo de tempo possivel (ZUCARELI et
al., 2015).

O armazenamento inadequado favorece a perda da qualidade de sementes,
na qual esta associada as mudancas nas atividades metabdlicas, desencadeando no
processo de deterioracdo, determinado pelas mudancas na sintese e atividade das
mitocondrias, desnaturacdo de proteinas, reducdo nas reservas de armazenamento,

aumento dos acidos graxos livres e reducao dos niveis de agucares, além de diminuicao
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da atividade enzimatica e sintese de proteinas e RNA, na qual interferem reduzindo o
potencial fisioldgico das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

A longevidade aumenta concomitantemente com o aumento do nivel de
transcritos que codificam proteinas de choque térmico, aumento no acimulo de
acucares da série rafinose (RFO) e expressao de genes relacionados a degradacédo de
clorofila. Assim, é provavel que o desenvolvimento de sementes de soja colhidas em
diferentes estagios de maturidade seja dotado de diferentes quantidades de compostos
protetores (PEREIRA et al., 2017).

O potencial fisioldgico das sementes é rotineiramente avaliado pelo teste
de germinacdo, porém esse teste é realizado em condi¢des 6timas, 0 que possibilita
que o lote expresse sua maxima germinagdo. Por outro lado, os testes de vigor
permitem identificar os lotes com maior ou menor probabilidade de apresentar melhor
desempenho no campo ou durante o armazenamento (MARTINS et al., 2002); além
de detectar diferengas associadas ao desempenho de lotes de sementes durante o
armazenamento ou apds a semeadura, procurando destacar lotes com maior eficiéncia
para 0 estabelecimento do estande sob ampla variacdo das condi¢bes de ambiente
(MARCOS FILHO et al., 2009).

A compreensdo dos mecanismos bioquimicos, celulares e moleculares
envolvidos na qualidade, no processo de germinacao e na deterioracdo, pode ajudar a
avaliar as sementes por meio de indicadores de deterioracdo celular (danos de
membrana, acumulo de espécies reativas de oxigénio - EROs, carbonilacdo de
proteinas, oxidacdo de RNA, etc.); indicadores eficazes do sistema de protecdo/defesa
(acucares sollveis, proteinas especificas, enzimas, como a catalase, etc.) e indicadores
do processo de germinacdo (atividade respiratéria, inducao do ciclo celular, atividade
hidrolitica, etc.) (CORBINEAU, 2012).

2.2 GERMINACAO DE SEMENTES

A germinagdo de sementes € um processo crucial no ciclo de vida das
plantas, e que corresponde na transformacdo da semente em plantula. A velocidade
com que o processo de transicdo entre a embebicdo e a protrusdo
radicular/desenvolvimento de plantulas ocorrem é que determina o desempenho da
semente (WEITBRECHT et al., 2011).



17

O processo de germinacgéo inicia-se com a absorcao de agua pela semente
e termina com o inicio do alongamento do eixo embrionario, podendo ser identificado
pela protrusdo da raiz priméaria (BEWLEY e BLACK, 1982). De acordo com as Regras
para Analise de Sementes, considera-se germinacdo de sementes, em teste de
laboratdrio, a emergéncia e desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido,
demonstrando sua aptidao para produzir uma planta normal sob condicGes favoraveis
de campo (BRASIL, 2009).

A &gua, juntamente com a temperatura, a luz e o substrato, s&o os
principais fatores que condicionam a germinacdo de sementes. A temperatura
influencia na germinacao total, na velocidade da germinacéo, velocidade de hidratacao
e das reacdes bioquimicas. A agua é um dos fatores mais importantes que afetam a
germinacdo, pois reativa o metabolismo e esta envolvida diretamente e indiretamente
em todas as demais etapas da germinacdo. Alem disso, o aumento do volume da
semente em decorréncia da absorcao da &gua, provoca a ruptura do tegumento, e, desse
modo ocorre a difusdo do oxigénio para os tecidos internos e inicia-se a emergéncia
da raiz primaria (MARCOS FILHO, 2015).

O substrato apresenta grande influéncia durante o processo de germinacao,
pois fatores como estrutura, aeracdo, capacidade de retencdo de agua e grau de
infestagcdo de patdgenos podem variar de acordo com o material usado. Além disso, a
umidade do substrato interfere diretamente sobre o processo germinativo; caso nao
apresente hidratacdo suficiente ou excesso de agua, a germinacdo é seriamente
prejudicada (BRASIL, 2009).

O processo de germinagéo da semente depende da juncdo de fatores que
influenciam no potencial da semente em gerar uma plantula normal. Dessa forma, a
velocidade da embebicdo, a qualidade da agua e a temperatura podem influenciar
negativamente a germinacgdo (PESKE et al., 2012).

Sementes de soja de cultivares distintas podem apresentar variabilidade na
composicdo quimica, bem como sementes da mesma cultivar produzidas sob
diferentes condi¢cbes ambientais podem ter distinta qualidade fisiologica. A
composicdo quimica da semente pode influenciar quali-quantitativamente na
disponibilidade de compostos de pronta utilizacdo pelo embrido, influenciando o
processo germinativo de sementes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012).

2.3 DANOS POR EMBEBICAO EM SEMENTES
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A velocidade de entrada da 4gua nos tecidos das sementes é decisiva para
0 sucesso da germinagdo. O processo de embebicdo répida pode ocasionar a
desorganizacdo da membrana celular ou rupturas em seus tecidos, desencadeando
processos como respiracao anaerobica que geram prejuizos decorrentes da caréncia de
oxigénio por aeracdo insuficiente. Além disso, 0 processo de hidratacdo de maneira
acelerada provoca aumento na anormalidade e redugdo no vigor das plantas
(ZUCARELI et al., 2008). Os sintomas podem ser observados durante a germinacao e
o desenvolvimento inicial de plantulas, por meio da reducdo acentuada na porcentagem
de germinacao, perda do vigor e o aumento da ocorréncia de plantulas anormais (DE
SOUZA et al., 2011).

As porcentagens elevadas de plantulas anormais nos testes de germinacgéo
podem ser uma consequéncia de problemas fisiologicos decorrentes do processo de
embebic&o répida, devido a baixa umidade da semente, a alta avidez por 4gua e ao seu
alto conteudo de proteina (SILVA e VILELLA, 2011). Segundo as Regras para
Anaélise de Sementes, a metodologia de pré-condicionamento devera ser aplicada antes
do teste de germinacéo de sementes de soja que séo sensiveis aos danos causados pela
embebicdo rapida. Assim, quando as sementes apresentam sensibilidade, o pré-
condicionamento das sementes devera ser realizado, em “gerbox” com tela, contendo
40 mL de agua, por um periodo de 16-24 horas a 25°C; apds o periodo de pré-
condicionamento, as sementes devem ser semeadas em rolo de papel (BRASIL, 2009).

A velocidade com que ocorre a hidratacdo da semente é controlada
basicamente pelo teor de 4gua da semente, temperatura ambiente e a taxa de absorcéo
de &gua; esses fatores ndo dependem somente do fator ambiental, pois inclui
caracteristicas inerentes a semente, que pode estar relacionada a qualidade fisiologica,
caracteristicas morfoldgicas e a composi¢do quimica do tegumento. A espessura do
tegumento da semente varia entre espécies e também entre as cultivares de uma mesma
espécie. Esta caracteristica fisica € uniforme em sementes de uma mesma espécie ou
cultivar e tem controle genético. A espessura reduzida do tegumento em alguns
gendtipos contribui para a permeabilidade do tegumento, sendo que a 4gua tem uma
menor distancia para percorrer. Assim, a absorcdo rapida de agua pela semente
também provoca a rapida hidratacao das estruturas cotiledonares (CAVARIANI et al.,
2009).
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No processo de hidratagdo, podem ocorrer danos por embebicdo em
sementes, tendo em vista a velocidade com que a 4gua penetra no interior delas. Esse
dano ocorre quando diferengas acentuadas entre os potenciais hidricos da semente e
do meio em que se encontram desencadeiam alteragdes na conformacao e estrutura do
sistema de membranas. As membranas, ao serem hidratadas, passam do estado em gel
para liquido cristalino, como consequéncia da rapida absorcdo inicial de d&gua durante
a embebicédo e as sementes com baixo contetdo de agua sofrem aumento na lixiviagéo
de solutos ao serem submetidas a rapida hidratacdo (HOEKSTRA et al., 1999; GRIS
etal., 2010).

Inmeros mecanismos podem ser desenvolvidos com o objetivo de
impedir ou reduzir o dano por embebicdo, ocasionado pela répida absorcdo de 4gua
pelos tecidos quando as sementes sdo submetidas ao substrato umedecido com agua
(COSTA etal., 2008). Nesse contexto, a pré-hidratacdo pode aumentar a uniformidade
e a velocidade de germinacdo, sem que haja danos por embebicao rapida o que poderia
causar danos as membranas celulares em sementes em inicio de deterioracao
(MARCOS FILHO, 2015).

Ha evidéncias de que o reparo do DNA desempenha um papel importante
em diferentes aspectos da fisiologia das plantas, como durante a embebicédo e
envelhecimento, sendo fundamental para a manutencdo da viabilidade das sementes
(BALESTRAZZI et al., 2011; DRESCH et al., 2015; MASETTO et al., 2016).

A germinacdo de sementes é controlada por atividades coordenadas de
varias vias bioldgicas, que por sua vez sdo reguladas pela expressdo espontanea e
diferencial dos genes. Os danos genéticos podem se acumular na semente interferindo
no desenvolvimento saudavel do embrido e, consequentemente, impossibilitando a
germinacdo. Nesse sentido, é necessario que ocorra o reparo dos danos durante a fase
de embebicdo para que a germinacao seja finalizada com sucesso (FU et al., 2015).

Caso contrério, os danos ndo reparados durante a fase de embebicdo de
agua pela semente, podem constituir um entrave para a continuidade do processo
germinativo e perfeito desenvolvimento da plantula. Durante a germinacdo, a
replicacdo do DNA é um evento relativamente tardio e geralmente ndo ocorre até
algumas horas depois da semente absorver agua. Inicialmente, é necessario que 0s
danos ao DNA ocorridos durante a secagem, na fase final da maturagéo, ou durante a
embebicdo sejam reparados e que ocorra consideravel sintese de proteina. Assim, o

tempo para iniciar a replicacdo do DNA constitui um indicador de vigor de sementes;
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sementes com baixa qualidade necessitam de maior tempo para reparar 0s danos ao
DNA e assim, os danos podem intensificar culminando na degradacdo do material
genético durante a fase de embebicao das sementes (OSBORNE, 2000; SLIWINSKA,
2009).

Os danos genéticos podem ser caracterizados como alteracfes
morfoldgicas nos nucleos interfasicos; geralmente essas alteracfes sdo detectadas pela
presenca de brotos nucleares, redugdo do tamanho dos nucleos, células polinucleares,
micronucleos, danos no ciclo mitético, entre outros. A presenca de brotos nucleares e
células polinucleares podem indicar um processo de morte celular, uma vez que essas
anormalidades ndo sdo observadas nas células filhas (F1) (LEME e MARIN-
MORALES, 2009).

As lesbes ao DNA devem ser reparadas para evitar que o crescimento e 0
desenvolvimento das plantas seja afetado; e a germinacdo de sementes tem sido
amplamente explorada para estudar mecanismos de reparo em vegetais. Os
mecanismos de reparo ao DNA durante a embebi¢do tém sido associados a
caracteristica de vigor das sementes, manutencdo da longevidade e viabilidade
(PARREIRA et al., 2018).

O DNA deve ser reparado antes do inicio da divisao celular para minimizar
a inibicdo da divisdo celular e mutacdo genética. As espécies reativas de oxigénio
(EROs), sdo um dos principais agentes de mutagénese e o envelhecimento celular é a
principal causa de deterioracdo em sementes armazenadas. As EROs resultam no
acumulo de macromoléculas oxidadas durante a embebicdo gerando altos niveis de
estresse, causando danos as macromoléculas devido a perda na compartimentalizacao
celular e baixa atividade de vias de reparo. A oxidacdo de lipidios esta associada a
perda de integridade da membrana e declinio no vigor e na viabilidade das sementes
(WATERWORTH et al., 2015).

Quando o dano no DNA ¢ eficientemente reparado, as células
embrionarias retomam a progressdo do ciclo celular e sofrem replicacdo do DNA;
porém, quando os mecanismos de reparo sdo defeituosos, a lesdo oxidativa leva a
morte celular. O reparo do DNA é um componente chave no metabolismo, que deve
ser ativado quando a absor¢éo de dgua é iniciada no processo de embebicdo. Todas as
principais vias de reparo do DNA sdo ativadas durante a fase inicial da embebicao das
sementes para manter a integridade do genoma. A atividade da semente em termos de

eliminacdo de EROs é expressa como o potencial antioxidante da semente, um
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requisito critico para suportar o estresse e continuar a germinacdo. Assim, ocorre uma
maior atividade de enzimas antioxidantes como Ascorbato Peroxidase, Catalase e
Glutationa Redutase que permitem controlar o acimulo de EROs durante a absorcao
de &gua, evitando a ocorréncia de morte celular (KRANNER et al., 2010;
PAPARELLA, 2015).
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3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratdrio de Tecnologia de Sementes da
Faculdade de Ciéncias Agrérias, na Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) e na area experimental da Faculdade de Ciéncias Agraria (FCA), situados no
municipio de Dourados-MS. Foram utilizados cinco lotes de sementes de soja das
cultivares M6410 IPRO e BMX Poténcia RR, produzidas na safra 2017/2018 em Mato
Grosso do Sul. Durante o periodo de realizacdo das analises, as amostras
permaneceram armazenadas na cadmara fria e seca (15°C/ 55% UR) do Laboratério de

Tecnologia de Sementes da FCA.
3.1 Caracterizacao inicial dos lotes

As sementes das cultivares M6410 IPRO e BMX Poténcia RR foram
inicialmente caracterizadas quanto aos atributos fisicos e fisiolégicos. O experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes para
cada lote. Para o agrupamento dos resultados médios dos lotes foi aplicado o teste de

Scott- Knott ao nivel de 5% de significancia.
3.1.1 Teor de agua

Para a determinagdo do teor de agua das sementes foi utilizado o método
da estufa a 105 = 3°C por 24 horas, empregando-se quatro repeticbes de 5 g de
sementes para cada lote. Os resultados foram expressos em porcentagem com base
Umida (BRASIL, 2009).

3.1.2 Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi instalado com quatro repeti¢cdes de 50 sementes
para cada lote. As sementes foram posicionadas em rolo de papel Germitest®,
umedecidos com agua destilada em quantidade correspondente a 2,5 vezes a massa do
papel seco e mantidas em germinador regulado a 25°C durante 8 dias. A avaliagéo foi
realizada aos 8 dias ap0s a instalacéo do teste, conforme os critérios estabelecidos pelas
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

3.1.3 indice de velocidade de germinac&o
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O indice de velocidade de germinacgéo (IVG) foi realizado conjuntamente
ao teste de germinacdo; foram realizadas as leituras didrias do nimero de plantas
normais. Posteriormente, foi aplicada a formula e os critérios estabelecidos por

Maguire (1962) para o célculo do IVG.
3.1.4 Teste de frio

Para o teste de frio utilizou-se como substrato rolo de papel Germitest®
umedecido com agua destilada na proporcao a 2,5 vezes a massa do papel seco. Os
rolos de papel com as sementes foram acondicionadas dentro de sacos plasticos
vedados que permaneceram em B.O.D. previamente regulada a 10°C. Apos cinco dias,
os rolos de papel foram retirados e mantidos no germinador a 25°C por mais cinco
dias, procedendo-se com a avaliacao do percentual de plantulas normais (BARROS et
al., 1999).

3.1.5 Envelhecimento acelerado

Para o teste de envelhecimento acelerado as sementes foram distribuidas
uniformemente sobre tela de aco no interior de caixa plastica tipo Gerbox® (11,0 x
11,0 x 3,5 cm) com 40 mL de agua destilada no fundo. As caixas foram tampadas e
mantidas em camaras do tipo Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.) regulada a 41°C
durante 48 horas. Apoés este periodo, realizou-se a distribuicdo das sementes em rolo
de papel Germitest® que foram mantidos em germinador a temperatura de 25°C
(MARCOS FILHO, 1999). A avaliacdo ocorreu no quinto dia ap6s a semeadura

computando-se a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).
3.1.6 Emergéncia de plantulas em campo

As sementes foram semeadas em sulcos de 1,00 m de comprimento,
espacamento de 0,50 m e profundidade aproximada de 0,03 m. Realizou-se a contagem
das plantulas emergidas ap6s o periodo de oito dias de instalacdo do teste e os

resultados foram expressos em porcentagem (NAKAGAWA,1999).
3.1.7 Indice de velocidade de emergéncia

Conjuntamente ao teste de emergéncia de plantulas em campo, foram
realizadas as contagens diarias do namero de plantas emergidas. Foi aplicada a formula

e 0s critérios estabelecidos por Maguire (1962) no célculo do IVE.



24

3.1.8 Condutividade elétrica

A condutividade elétrica foi determinada com quatro repeticdes de 50
sementes previamente pesadas e colocadas em um recipiente contendo 75 mL de agua
deionizada e mantidas a 25°C por 24 horas. Decorrido o periodo de embebicao, foram
feitas as leituras em condutivimetro digital portatil. O resultado obtido da leitura da
solugéo de embebicéo foi dividido pela massa de sementes de cada repeti¢cdo, de modo
que o resultado final foi expresso em puS cm g (VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999).

3.1.9 Comprimento de parte aérea e raiz

Para a determinacdo do comprimento de pléantulas foi realizada a
semeadura de 20 sementes sobre uma linha tracada no terco superior do papel
Germitest®, no sentido longitudinal. As amostras foram mantidas no germinador
durante sete dias, sob temperatura de 25°C. Decorrido o periodo, foram determinadas
as medidas do comprimento médio da parte aérea e do comprimento de raiz das
plantulas normais com auxilio de uma régua graduada (NAKAGAWA, 1999) e os

resultados foram expressos em centimetros (cm).

3.1.10  Massa de matéria seca de parte area e de raiz

Ap0s a determinagdo do comprimento de plantulas, as partes das plantulas
foram colocadas no interior de sacos de papel e secas em estufa com circulacéo forcada
de ar a temperatura de 65°C, durante 48 horas. Os calculos foram efetuados dividindo-
se a massa obtida pelo numero de plantulas normais contidas em cada amostra e,
posteriormente, a média aritmética para cada repeticdo, com expressao dos resultados
em gramas (g) (NAKAGAWA, 1999).

3.2 Métodos de pré-condicionamento de sementes

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. Foram
testados 0s seguintes métodos e suas associacdes e 0 método do substrato umido foi

considerado o controle:
3.2.1 Método da imersdao em agua

As sementes foram colocadas diretamente no interior de recipientes

plasticos (180 mL) contendo 100 mL de agua destilada e foram mantidas em cAmaras
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tipo B.O.D. reguladas nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C durante os periodos de
4,6, 8, 16 e 24 horas (ZUCARELI et al, 2011).

3.2.2 Método do substrato Umido

Foram utilizados como substrato rolos de papel Germitest® umedecidos
com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel seco. Foram utilizadas
trés folhas de papel Germitest®, distribuindo-se as sementes sobre duas delas e
cobrindo-as com a terceira folha. Os rolos foram acondicionados em sacos plasticos
fechados e mantidos, em camaras tipo B.O.D. reguladas nas temperaturas de 20°C,
25°C e 30°C por 4, 6, 8, 16 e 24 horas (BRASIL, 2009; ZUCARELI et al, 2008).

3.2.3 Método da atmosfera imida

Para 0 método da atmosfera Umida, cada repeticao foi disposta sobre tela
metalica acoplada em caixas plasticas transparentes tipo Gebox® (11,0 x 11,0 x 3,5
cm), com 40 mL de agua destilada no interior e mantidas em camaras B.O.D. por 4, 6,
8, 16 e 24 horas, sob as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C (BRASIL, 2009;
ZUCARELI et al, 2008).

3.3 Caracteristicas avaliadas

Ap0s cada periodo associado aos métodos de pré-condicionamento, as

sementes foram submetidas aos seguintes testes:
3.3.1 Teste de germinacao

O teste de germinacdo foi conduzido da mesma forma citada
anteriormente. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais e
plantulas anormais (BRASIL, 2009).

3.3.2 Emergéncia em campo

Foram utilizados recipientes preenchidos com solo do tipo Latossolo
Vermelho distroférrico, sendo a semeadura realizada manualmente na profundidade
de 0,03 m. A avaliagdo da emergéncia de plantulas foi realizada apés oito dias do inicio
da instalacio do teste e o0s resultados foram expressos em porcentagem
(NAKAGAWA, 1999).

3.3.3 Condutividade elétrica
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As sementes foram previamente pesadas, colocadas para embeber em 75
mL de 4gua destilada e deionizada por um periodo de 24 horas a 25°C. Ap0s realizou-
se a leitura (US cm™g?) da condutividade elétrica da solucdo de embebicdo em
condutivimetro digital portatil (VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999).

3.3.4 Curva de absorcao de agua

A curva de absorcdo de agua foi determinada com 5 repeticdes de 10
sementes para cada método de pré-condicionamento. As sementes foram dispostas em
rolo de papel Germitest® umedecido com agua destilada e foram pesadas em balanca

digital com preciséo de 0,001 g a cada 1 hora por um periodo de 24 horas.
3.3.5 Analise citolégica

Apos cada método de pré-condicionamento (imersdo em agua, substrato
umido e atmosfera umida) durante 24 horas sob temperatura de 25°C, as sementes
foram retiradas, fixadas em solucdo de &cido acético: alcool etilico (3:1) e armazenadas
a 10°C durante 24 horas.

3.3.5.1 Preparacéo das laminas

Inicialmente, as pontas das raizes foram retiradas da solugéo fixadora com
auxilio de bisturi e submetidas a duas lavagens em agua destilada (5 minutos cada).
Em seguida, foram hidrolisadas com HCL 1N por 10 minutos em banho-maria a 60°C
e posteriormente, os tubos com as raizes foram resfriados em &gua na temperatura
ambiente. Ap6s nova lavagem dos meristemas radiculares hidrolisados em &gua
destilada, foram preparadas cinco laminas com trés meristemas para cada tratamento.
As pontas das raizes foram colocadas sobre as laminas, cobertas por laminulas e
realizados macerados. As laminas foram congeladas por 20 minutos a -20°C. Logo, as
laminulas foram retiradas e as ldaminas deixadas 30 minutos em temperatura ambiente

para secagem.

Posteriormente, as mesmas foram coradas utilizando o Kit Panotico
Réapido®, sendo que as laminas foram submersas 10 vezes em cada recipiente com
submersbes de 1 segundo de duracdo. Logo, as laminas foram imersas em agua
destilada por trés vezes e secas em temperatura ambiente (ADAPTADO de
MENEGUETTI et al., 2012).

3.3.5.2 Caracteristicas avaliadas
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As laminas foram avaliadas sob microscépio de luz (ZEISS® Primo Star)
usando lentes com aumento de 100x. Em cada la&mina foram avaliadas mil células e
quantificadas as células com anormalidades no nucleo e o percentual de células em
intérfase e em divisdo.

O célculo do Indice Mitético (IM%) foi realizado pela divisdo do nimero
total de células em divisdo pelo nimero total de células analisadas, multiplicando-se
por 100. O Indice de Morte Celular (IMC) foi avaliado por meio da divisio do
numero total de células mortas pelo nimero total de células analisadas. O Indice de
Alteracdes Cromossdmicas (IAC) foi avaliado pela contagem de alteracdes
cromossdmicas (cromossomo solto, ponte anafésica, atrasos, micronucleos e broto
nuclear), pelo nimero total de células analisadas. Os microndcleos foram contados

para avaliar o Indice de Mutagenicidade (IMT).

3.4 Procedimento Estatistico

Foi utilizado o esquema fatorial 3 x 3 x 5 (métodos de pré-
condicionamento x temperaturas x periodos), utilizando-se para cada tratamento o
resultado médio dos cinco lotes para cada cultivar.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade com o software estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao inicial dos lotes

Para a cultivar M6410 PRO observou-se que os lotes 1, 4 e 5 apresentaram
germinacdo semelhante entre si e ndo foram detectadas diferencas de vigor entre esses
lotes e o lote 2 pelos testes de condutividade elétrica e VG, sendo também verificado
que o lote 2 apresentou vigor superior pelo desempenho de plantulas, exceto pela
determinacdo de massa de matéria seca de parte aérea (Quadro 1). Por outro lado, o
lote 2 apresentou os maiores resultados de plantulas anormais, sem diferir do lote 3,
sendo verificado que a baixa qualidade destes dois lotes foi indicado pelo teste de
germinacao e pelos testes de vigor aplicados (Quadro 1).

Vale destacar que o teor de dgua das sementes do lote 2 encontrava-se
abaixo de 11% (Quadro 1), que pode constituir um condicionante de estresse durante
0 teste de germinacdo conduzido com a exposicdo direta das sementes em papel
umedecido. Por outro lado, as circunstancias que envolvem a conducdo de certos testes
de vigor determinam a avaliacdo de partes das plantulas, como verificado para o
comprimento de parte aérea e de raiz, que possibilitaram caracterizar o lote 2 com
qualidade superior, diferente do que foi observado com a avaliagdo da germinacdo e
demais testes de vigor. As sementes com o teor de dgua mais elevado, a exemplo do
lote 3 (14,9%) também apresentaram baixa germinacdo e vigor, exceto pela
determinacdo de massa de matéria seca de parte aérea e de condutividade elétrica,
sendo que o resultado inferior de condutividade pode ser devido ao teor de agua mais
elevado que as sementes deste lote apresentaram em relacdo aos demais,
proporcionando a entrada de agua de forma mais controlada, assim como a lixivia¢éo
de eletrolitos (Quadro 1). Esses resultados indicam que o baixo poder germinativo e
alto percentual de plantulas anormais estava em consonancia com a baixa qualidade
do lote 3, determinada pela avaliacdo do vigor, em comparag¢do com os demais lotes.

Para a cultivar BMX Poténcia RR, o lote 3 apresentou germinacéo e vigor
elevados em relacdo aos demais lotes, exceto para a massa de matéria seca de plantulas
(Quadro 2). Dentre os testes mais recomendados para a avaliagao do vigor de sementes
de soja, destacam-se o envelhecimento acelerado; condutividade elétrica e crescimento
de plantulas (MARCOS FILHO et al., 2009).
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Todos os testes de vigor aplicados, exceto pelo comprimento de parte
aérea, foram uniformes em evidenciar que o baixo poder germinativo dos demais lotes
representava um indicativo de perda da qualidade (Quadro 2). Como observado por
Schuab et al. (2007), a estimativa de porcentagem de emergéncia em campo,
proporciona informacdes para identificar os lotes que possuam maiores possibilidades
de apresentar melhor desempenho em campo, ou seja, avaliar corretamente o potencial
de cada lote.

Os testes de vigor determinam indices de qualidade mais sensiveis em
relacdo ao teste de germinacdo, que simula condi¢des 6timas do ambiente podendo
superestimar o potencial fisiologico dos lotes, apesar de ser 0 mais utilizado na rotina
dos laboratorios. O teste de envelhecimento acelerado é reconhecido como um dos
mais populares para avaliagdo do vigor de sementes, e tem apresentado boas
correlacdes com a emergéncia de plantulas em campo, sendo capaz de diferenciar 0s
lotes em diferentes niveis de vigor, pois sdo traduzidos pelo grau de tolerancia as
condigOes adversas de temperatura e umidade relativa (BARBOSA et al., 2011).

A menor velocidade de germinacgdo esta correlacionada ao vigor pois,
sementes menos vigorosas, antes de iniciarem o processo de crescimento do eixo
embrionario, promovem primeiramente a restauracdo das organelas e dos tecidos
danificados, de maneira que o tempo consumido nesse processo amplia o periodo total
para que a germinacao e posterior emergéncia ocorram (SENA et al., 2015).

Alguns testes de vigor sdo desenvolvidos em condi¢bes de ambiente
desfavoraveis e tém a capacidade de detectar, com maior exatiddo, os avancos da
deterioracdo das sementes anteriores a perda total do poder germinativo, permitindo
diferenciar lotes com germinacdo semelhantes (AOSA, 1983; MARCOS FILHO,
2013; FINCH-SAVAGE e BASSEL, 2016). Os resultados obtidos para a
caracterizacgdo dos lotes permitem reforcar a importancia dos varios testes para avaliar
a qualidade fisiologica dos lotes de sementes de soja (MARCOS FILHO, 1999;
SANTOS et al., 2011), pois os testes de vigor ajudam a complementar as informacdes

fornecidas pelo teste de germinacéo.
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Quadro 1. Caracterizacao dos lotes de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO, quanto ao teor de agua (TA), germinacao (G), plantulas anormais
(PA), indice de velocidade de germinacédo (IVG), teste de frio (TF), envelhecimento acelerado (EA), emergéncia em campo (EM), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), condutividade elétrica (CE), comprimento da parte aérea (CPPA), comprimento de raiz (CPR), massa
da matéria seca de parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca de raiz (MSR).

LOTE TA G PA VG TF EA EM IVE CE CPPA CPR MSPA MSR
% % % % % % uS cmig? cm cm g g
1 111 84 a 13b 10,17 a 78 a 70 a 65b 3,54 Db 54,46 a 22,44b 16,22c 0,0830b 0,009590 b
2 10,8 78b 18 a 10,35a 67 b 46 ¢ 70b 3,97 b 56,02 a 33,13a 2194a 0,0735b 0,017875a
3 14,9 76 b 19a 8,70 b 47 ¢ 36¢C 66 b 3,05Db 45,49 b 2563b 1291e 0,1834a 0,007938¢c
4 11,8 84 a 15b 10,25 a 77 a 45¢ 8la 7,73 a 51,35a 21,89¢c 14,12d 0,0819b 0,008860 b
5 12,6 83a 14b 10,53 a 8la 56 b 70b 2,43 Db 53,85 a 3294a 20,66b 0,0154c 0,007843c
CV (%) 5,59 17,39 6,5 4,32 13,88 6,4 18,3 7,31 2,65 4,19 10,37 6,29

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.



31

Quadro 2. Caracterizacdo dos lotes de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia RR, quanto ao teor de agua (TA), germinacdo (G), plantulas
anormais (PA), indice de velocidade de germinacdo (IVG), teste de frio (TF), envelhecimento acelerado (EA), emergéncia em campo (EM), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), condutividade elétrica (CE), comprimento da parte aérea (CPPA), comprimento de raiz (CPR), massa da matéria
seca de parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca de raiz (MSR).

LOTE TA G PA VG TF EA EM IVE CE CPPA CPR MSPA MSR
% % % % % % uS cmig? cm cm g g

1 5,38 83b 6b 10,37 b 58 b 62 b 65 b 6,41 D 41,18 a 1326a 20,32a 0,79510b 0,118175a

2 5,50 80b 8a 9,56 ¢ 59 b 60 b 64 b 6,20 b 42,32 a 1190a 18,20b 1,29175a 0,149675a

3 5,04 97 a 2¢C 12,00 a Na 92 a 94 a 9,33a 37,04 b 13,30a 19,95a 0,52905c 0,058350 Db

4 5,05 73b 9a 8,68 d 44 c 66 b 47 ¢ 5,00b 41,99 a 1159a 21,53a 0,64587c 0,080600 b

5 5,17 77b 6b 8,06 d 50c¢c 69 b 56 b 581b 42,75 a 1251a 20,64a 0.54457c¢ 0.078825h
(%A)V) 5,59 2837 6,19 7,48 9,54 1422 12,39 6,34 9,37 5,9 11,18 24,47

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.2 Métodos de pré-condicionamento de sementes - cultivar M6410
IPRO

Houve interacgdo significativa entre os métodos de pré-condicionamentos,
periodos e temperaturas para a germinacao das sementes (Figuras 1 e 2). O método de
pré-condicionamento com atmosfera imida e substrato imido foram semelhantes entre
si e proporcionaram maior germinacdo das sementes em relagdo & imersdo em agua
em todas as e temperaturas e periodos avaliados (Figura 1). No entanto, foram
encontradas diferencas entre os dois métodos nos periodos de 8 e 24 h para as
temperaturas de 25°C e 30°C, sendo que o substrato umido e a atmosfera Umida,
respectivamente, proporcionaram maior germinacgéo das sementes (Figuras 1B e 1C).

Inicialmente, ndo houve diferencas entre a germinagdo das sementes pré-
condicionadas com substrato umido e atmosfera Umida durante as primeiras 16 h de
embebicao; entretanto, com o prolongamento do periodo por 24 h, foi possivel detectar
a reducdo da germinacgdo com a exposicao direta ao substrato umido (Figuras 1A, 1B
e 1C). Durante o pre-condicionamento das sementes, periodos maiores de exposicdo
ao método atmosfera Umida permitiram melhor acondicionamento das sementes,
proporcionando um maior periodo para a restruturagdo das membranas celulares, ja no
método imersdo em agua, periodos maiores proporcionaram menor porcentagem de
germinacéo de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO (SILVA e VILLELA, 2011).
Os mecanismos moleculares de protecéo ao sistema de membranas podem ser ativados
durante o pré-condicionamento por atmosfera Umida, limitando a lixiviacdo do
contetdo celular e, assim, permitindo um melhor desempenho das sementes durante o
processo de germinagdo (COSTA et al., 2008).

As sementes de milho com baixo teor de agua, quando colocadas em
contato com substrato Gmido ou em imersdo em agua também apresentaram
inicialmente réapida e intensa perda de lixiviados, provocando danos nas membranas
celulares, que sdo os eventos iniciais das alteracbes degenerativas nas sementes
(ZUCARELLI etal., 2011). A perda completa da viabilidade celular devido aos danos
irreversiveis a membrana é chamada de “dano por embebicéo rapida” e pode reduzir a
germinacdo (MASETTO etal., 2011).

Verificou-se que somente com a execugdo do pré-condicionamento das
sementes de soja sob atmosfera imida durante 16 ou 24 h, nas diferentes temperaturas,

foi possivel obter germinacdo acima de 80%, que é preconizada para a comercializagao
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das sementes de soja (BRASIL, 2013). Esses resultados indicam que na rotina da
analise de sementes, a conducdo do pré-condicionamento sob atmosfera Umida €
eficiente e, para certas cultivares de soja, necessario para obter resultados confiaveis
no teste de germinacdo de sementes (Figura 1). Assim, o resultado elevado de
germinacdo em sementes pré-condicionadas pode estar relacionado a efetividade da
pré-hidratacdo em reparar a integridade celular durante o processo de absor¢éo de agua
de forma mais lenta e diminuicdo dos possiveis danos causados a integridade das
membranas decorrentes do processo de absor¢do de agua de forma rapida (SILVA e
VILLELA, 2011).

A semente com baixo conteldo de agua apresenta atividade metabolica
reduzida e & medida que ocorre a reabsor¢cdo de agua, o metabolismo € reativado
(ZUCARELLI et al., 2011). O processo de rapida embebicdo pela semente, pode
causar danos durante a transicdo de membranas da fase gel para a fase liquido-
cristalina, ocorrendo liberagdo de soluto para o meio. Os danos incluem a quebra na
fita de DNA devido a acdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), mudancgas nos
pares de bases e fragmentacdo do DNA (KRANNER et al., 2010). Assim, para um
melhor desempenho durante a germinacdo, as sementes desencadeiam Vvarios
mecanismos de reparo das membranas, proteinas e ao DNA gendmico
(WATERWORTH et al., 2015).
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Figura 1. Germinag&o (%) de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO submetidas
ao pré-condicionamento por imersdo em agua (1A), substrato dmido (SU) e
atmosfera Umida (AU) em diferentes periodos (h). Letras mindsculas
comparam diferentes métodos de pré-condicionamento dentro do mesmo
periodo. Letras mailsculas comparam 0s mesmos métodos de pré-
condicionamento em periodos diferentes. Médias seguidas pela mesma letra
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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Em todas as temperaturas empregadas, 0 méetodo de imersdo em agua foi
0 mais prejudicial para a germinagdo das sementes de soja, evidenciando os efeitos
deletérios da embebicdo rapida (Figura 2A). Verificou-se que a temperatura
apresentou efeito significativo nas primeiras horas de pré-condicionamento das
sementes (Figura 2B); por 4 horas de hidratacdo, a temperatura mais elevada (30°C)
apresentou maior germinacdo em relacdo as demais, sendo que entre 6 e 8 horas, a
temperatura de 25°C foi superior. Acima de 16 horas ndo houve diferencas entre as
temperaturas (Figura 2B).
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Figura 2. Germinacao (%) de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO submetidas
ao pré-condicionamento por imersdo em agua (1A), substrato tmido (SU) e
atmosfera Umida (AU) em diferentes temperaturas. Letras maiusculas
comparam a mesma temperatura em diferentes métodos. Letras minusculas
comparam temperaturas diferentes no mesmo método (A). Germinacéo (%)
de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO submetidas ao pré-
condicionamento em diferentes periodos (h) e temperaturas (C°). Letras
mailsculas comparam a mesma temperatura em diferentes periodos. Letras
minusculas comparam diferentes temperaturas no mesmo periodo (B).
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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As plantulas anormais que ocorreram no teste de germinagédo de sementes
da cv. M6410 IPRO foram caracterizadas pelo encurtamento e estrangulamento na raiz

primaria (Figura 3).

Figura 3. Plantulas anormais de soja provenientes de sementes cv. M6410 IPRO
provenientes de sementes suscetiveis aos danos por embebicao rapida.

A formacéo de plantulas anormais foi influenciada significativamente pela
interacdo entre os métodos, temperaturas e periodos de pré-condionamento (Figura 4).
Em qualquer uma das temperaturas avaliadas verificou-se que o método de imerséo
em agua elevou a formacao de plantulas anormais (Figuras 4A, 4B e 4C), indicando a
sensibilidade das sementes a embebicdo direta em agua.

A entrada de &gua rédpida na semente dirige uma série de eventos
bioguimicos dindmicos, entre 0s quais ocorre a ativacdo de enzimas, danos e reparo ao
DNA, quebra, translocacdo e utilizacdo do material de reserva (MACOVEI et al.,
2017). A velocidade de penetracdo da agua nos tecidos das sementes influencia
diretamente na germinacdo. O processo de absorcédo rapida ocasiona a desorganizacao
da membrana celular ou rupturas em seus tecidos, desencadeando processos como
respiracdo anaerdbica, que geram prejuizos decorrentes da caréncia de oxigénio por
aeracdo insuficiente (ZUCARELI et al., 2008). Os resultados elevados de plantulas
anormais apos a imersao direta em agua (Figura 4) indicam que 0os mecanismos de
reparo durante a fase inicial da germinacao das sementes estavam ausentes e/ou foram
ineficientes para recuperar a desorganizacao celular apés a entrada de agua abrupta e
evidenciam a caracteristica de sensibilidade aos danos por embebicao das sementes de
soja da cv M6410.

Vale destacar que conforme o aumento do periodo de imersdo direta em
agua, os danos por embebicdo foram acentuados, verificando-se que com 24 horas de
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embebicdo houve a formacdo de aproximadamente 50% de plantulas anormais
(Figuras 4B e 4C). Por outro lado, 0 método de atmosfera Umida, que promove a
hidratagcdo lenta das sementes proporcionou 0s menores resultados de plantulas
anormais (Figuras 4A, 4B e 4C).

A conducao do teste de germinacdo apds 24 horas de pré-condicionamento
em atmosfera imida proporcionou resultados de plantulas anormais bem inferiores em
relacdo a exposicdo direta das sementes em substrato Uumido (controle), sendo
verificada uma reducdo de aproximadamente 40 pontos percentuais para todas as
temperaturas (Figuras 4A, 4B e 4C).

Embora fosse identificada a sensibilidade das sementes a rapida entrada
de &gua, o pré-condicionamento sob atmosfera Umida foi eficiente para atenuar os
danos e restabelecer as funcGes metabdlicas que determinam a normalidade do
processo germinativo. Assim, quando uma semente com sensibilidade é submetida ao
pré-condicionamento, com a hidratagdo gradativa da semente, esta possui mais tempo
para reparar as lesdes metabolicas antes que ocorra a germinacdo (ATAIDE et al.,
2016). A menor diferenca de potencial hidrico, imposta pela atmosfera imida, reduz a
velocidade de absorcdo de dgua pelas sementes e permite a ocorréncia de reparacao
das membranas celulares que regulam a entrada de &gua e a perda de solutos. A pré-
hidratagdo das sementes reduz as diferencas no potencial hidrico existente entre as
sementes e a solucdo de hidratacdo, principalmente nas primeiras horas, sendo possivel
reduzir o efeito do dano por rapida embebicdo (RODRIGUES et al., 2006).
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Figura 4. Plantulas anormais (%) de soja cultivar M6410 IPRO provenientes de
sementes submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua (l1A),
substrato umido (SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes periodos (h).
Letras minusculas comparam diferentes métodos de pré-condicionamento
dentro do mesmo periodo. Letras mailsculas comparam 0S mMesmos
métodos de pré-condicionamento em periodos diferentes. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.
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Para as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C, o método de imersdo em agua
apresentou o maior resultado de plantulas anormais (Figura 5A), sendo que a
embebicdo direta em &gua associada a temperatura de 30°C proporcionou 0 maior
resultado de plantulas anormais (Figura 5A). Esses resultados indicam que os danos
por embebicdo foram mais acentuadas na temperatura mais elevada, possivelmente
devido ao aumento das reacGes metabolicas das sementes que ocorrem com a elevagéo
da temperatura. Resultados semelhantes foram verificados com 4 horas e com 16 horas
de embebicdo das sementes na temperatura de 20°C, que proporcionou 0s maiores

resultados de plantulas anormais (Figura 5B).
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Figura 5. Plantulas anormais (%) de soja cultivar M6410 IPRO provenientes de
sementes submetidas ao pré-condicionamento por imersdao em agua (1A),
substrato umido (SU) e atmosfera tmida (AU) em diferentes temperaturas.
A - Letras maiusculas comparam a mesma temperatura em diferentes
métodos. Letras minusculas comparam temperaturas diferentes no mesmo
método B - Letras maiusculas comparam a mesma temperatura em
diferentes periodos. Letras mindsculas comparam diferentes temperaturas
no mesmo periodo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Plantulas Anormais
(%)

Para a emergéncia a campo, houve interagdo significativa entre os métodos

de pré-condicionamentos, periodos e temperaturas (Figura 6A, 6B e 6C). O método
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com substrato umido foi superior aos demais, exceto nos periodos de 6 e 8 h, indicando
que a dindmica da absorc¢do de agua das sementes em solo ocorre de maneira distinta
do que em substrato de papel. Nesse sentido, a prévia embebicdo das sementes pode
ter atuado como um condicionamento fisiolégico. A técnica de condicionamento
fisioldgico em sementes de soja, embora ainda néo seja utilizada comercialmente, pode
ser empregada em pequenos volumes de sementes quando em processo de deterioracdo
e, nesses casos, o condicionamento fisioldgico pode ser promissor no estabelecimento
de plantulas (SILVA et al., 2016).

Na imersdo de sementes em agua a temperatura de 30°C verificou-se a
menor emergéncia em relacdo aos demais métodos (Figura 7A). No entanto, quando
se considera somente o periodo de 24 horas sob 30°C observou-se maior emergéncia
a campo em detrimento da temperatura de 20°C que proporcionou a menor emergéncia

a campo (Figura 7B).
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Figura 6. Emergéncia em campo (%) de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO
submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua (IA), substrato
umido (SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes periodos (h). Letras
minusculas comparam diferentes métodos de pré-condicionamento dentro
do mesmo periodo. Letras maidsculas comparam os mesmos metodos de
pré-condicionamento em periodos diferentes. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 7. Emergéncia em campo (%) de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO
submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua (1A), substrato
umido (SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes temperaturas. A - Letras
maiusculas comparam a mesma temperatura em diferentes métodos. Letras
minusculas comparam temperaturas diferentes no mesmo método. B -
Letras mailsculas comparam a mesma temperatura em diferentes periodos.
Letras minusculas comparam diferentes temperaturas no mesmo periodo.
Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey

ao nivel de 5% de probabilidade.

Houve interacdo significativa entre os métodos de pre-condicionamento,

os periodos e as temperaturas para a condutividade elétrica das sementes (Figura 8A,

8B e 8C). Com a imerséo direta em agua e a atmosfera imida em 25°C, verificou-se

que os menores resultados ocorreram no inicio do condicionamento das sementes,

sendo que para o substrato umido ndo houve diferencas entre os periodos (Figura 8B).

Vale ressaltar, que durante a imersdo direta o periodo de exposicdo influenciou

sobremaneira a lixiviacdo de solutos; durante o inicio da embebicdo (4 horas) o
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resultado foi superior em comparacdo com o periodo subsequente de 6 horas,
determinando que as primeiras horas de embebicdo constituam as mais severas para a
ocorréncia dos danos por embebigéo.

A velocidade em que ocorre 0 processo de absorcdo de agua varia de
acordo com o teor de agua inicial da semente, da temperatura do ambiente e da taxa
de absorc¢do de agua. O tegumento da semente de soja influencia na permeabilidade
das membranas e pode variar de acordo com a espessura e composi¢do quimica.
Assim, espécies e cultivares podem apresentar diferencas na velocidade de penetracdo
de agua. A variacao no contetdo de lignina no tegumento da semente, tem relagdo com
a embebicdo, pois a alta lignificacdo do tegumento dificulta o processo de absorcéo de
agua e a perda de substancias que podem ser lixiviadas (CAVARIANI et al., 2009).

Ainda, com a imersdo da semente em agua ocorre lixiviacdo dos seus
solutos citoplasmaticos no meio liquido, sendo proporcional ao nivel de
desorganizagcdo das membranas e inversamente proporcional & velocidade das
membranas se reorganizarem. A elevada concentragéo de solutos sinaliza redugéo do
vigor das sementes, devido a deterioracdo e aos danos por embebicdo, 0s quais
interagem entre si, pois sementes mais deterioradas sdo mais propensas aos danos por
embebicdo e, consequentemente, ocorre aumento de lixiviados na agua de imersao
(BARBIERI et al., 2012).

A temperatura de 30°C apresentou a maior lixiviagdo para imersdo em
agua e menor para o substrato umido. Para a atmosfera imida ndo houve diferencas
significativas entre as temperaturas (Figura 9A). Resultados semelhantes a emergéncia
em campo foram observados para a condutividade elétrica com o periodo de 24 horas;
a temperatura de 30°C determinou menor condutividade elétrica e com a temperatura
de 20°C verificou-se o maior resultado (Figura 9B). Esses resultados indicam que a
temperatura mais baixa durante a embebic¢éo prolongada prejudica o desempenho das
sementes, e que podem acentuar os danos por embebicdo, ao induzirem danos na

membrana celular e afetarem as funcgdes fisioldgicas das celulas (GUAN et al., 2009).
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Figura 8. Condutividade elétrica (CE) (uS cm™g™?) de sementes de soja da cultivar
M6410 IPRO submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua
(1A), substrato imido (SU) e atmosfera imida (AU) em diferentes periodos
(h). Letras mindsculas comparam diferentes métodos de pré-
condicionamento dentro do mesmo periodo. Letras maitusculas comparam
0s mesmos métodos de pré-condicionamento em periodos diferentes.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 9. Condutividade elétrica (CE) (uS cmg?) de sementes de soja da cultivar
M6410 IPRO submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua
(IA), substrato Umido (SU) e atmosfera Umida (AU) em diferentes
temperaturas. A - Letras maiUsculas comparam a mesma temperatura em
diferentes métodos. Letras minusculas comparam temperaturas diferentes
no mesmo método. B - Letras mailsculas comparam a mesma temperatura
em diferentes periodos. Letras mindsculas comparam diferentes
temperaturas no mesmo periodo. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.3 Métodos de pré-condicionamento de sementes - Cultivar BMX
Poténcia RR

Houve interacdo significativa entre os métodos de pré-condicionamento e
0s periodos de exposicdo para a germinacdo das sementes (Figura 10). Assim como
verificado para a cultivar M6410 IPRO, a imersdo direta em agua prejudicou a

germinacao das sementes da cultivar BMX Poténcia RR, sobretudo com o aumento do



46

periodo de imersdo. Conforme Bahry et al. (2017), ao submeter a cultivar BMX
Poténcia RR a imersdo das sementes em agua antes do teste de germinagdo pode
ocorrer uma reducdo do namero de plantulas normais, demostrando que a cultivar
possui certa sensibilidade quando exposta diretamento a agua. Entretanto, os
resultados de germinacdo obtidos com o controle (substrato umido) e a atmosfera
umida foram semelhantes entre si, sugerindo um comportamento de tolerancia das
sementes a embebicdo rapida (Figuras 10). Esses resultados indicam que o teste de
germinacdo de sementes da cv. BMX Poténcia RR pode ser conduzido sem a prévia

utilizacdo da técnica de pré-condicionamento.
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Figura 10. Germinacdo (%) de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia RR
submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua (1A), substrato
umido (SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes periodos (h). Letras
mindsculas comparam diferentes métodos de pré-condicionamento dentro
do mesmo periodo. Letras maidsculas comparam os mesmos métodos de
pré-condicionamento em periodos diferentes. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observou-se interacdo significativa entre os métodos de pre-
condicionamento e os periodos para as plantulas anormais (Figura 11). Ndo foram
observadas diferencas entre o substrato umido (controle) e a atmosfera imida, porém
0 método de imersdo em agua aumentou a formacdo de plantulas anormais, indicando
que embora caracterizada como tolerante aos danos por embebicéo, as sementes da cv.
BMX Poténcia RR também apresentam certa sensibilidade a imersdo direta em agua
(Figura 11). Verificou-se interacdo significativa entre as temperaturas e os periodos;

houve maior nimero de plantulas anormais no periodo de 16 horas com a temperatura
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de 20°C (Figura 12). Temperaturas menores podem ser consideradas fatores limitantes

na germinacdo, por induzirem danos na membrana celular (GUAN et al., 2009).
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Figura 11. Plantulas anormais (%) de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia RR

Figura 12.

submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua (l1A), substrato
umido (SU) e atmosfera tmida (AU) em diferentes periodos (h). Letras
minusculas comparam diferentes métodos de pré-condicionamento dentro
do mesmo periodo. Letras maitsculas comparam os mesmos métodos de
pré-condicionamento em periodos diferentes. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Plantulas anormais (%) de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia
submetidas ao pré-condicionamento em diferentes periodos (h) e
temperaturas (C°). Letras mailsculas comparam a mesma temperatura em
diferentes periodos. Letras mindsculas comparam diferentes temperaturas
no mesmo periodo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Plantulas anormais (%)

o

Verificou-se interacdo significativa entre o0s metodos de pre-

condicionamento e os periodos para a emergéncia em campo (Figura 13), sendo

verificado que a imersdo em agua e o substrato Umido associado ao menor periodo (4

horas) apresentou 0s menores resultados de emergéncia (Figura 13).
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Por outro lado, com 24 horas de pré-condicionamento observou-se que o
método de atmosfera Umida também proporcionou baixa emergéncia de plantulas em
comparacdo aos demais periodos (Figura 13). Esses resultados sugerem que o periodo
mais prolongado do pré-condicionamento pode causar certo prejuizo ao desempenho
das sementes pertencentes as cultivares tolerantes aos danos por embebicéo,
possivelmente, devido ao condicionamento das sementes em ambiente com alta
umidade. Como as sementes que s@o tolerantes aos danos por embebicdo ndo
necessitam de um longo periodo (24 horas) para reparar 0os danos provocados pela
entrada de agua, durante o prolongamento da exposi¢cdo das sementes em atmosfera
Umida ocorre a lenta hidratacdo dos tecidos da semente, porém, sem que a semente
atinja o teor de agua necessario para iniciar 0 processo germinativo.

As sementes ndo dormentes, como as de soja, submetidas a hidratacéo
lenta, sem, no entanto, atingir o teor de agua para desencadear a germinacao poderiam
estar sujeitas a deterioracdo. Os resultados obtidos evidenciam essa suposi¢do; durante
4 horas de pré-condicionamento, a atmosfera Umida foi superior em relacdo ao
substrato Umido (controle); no entanto, com 24 horas ndo houve diferenca com o
substrato imido (Figura 13), indicando que o prolongamento do método pode ter
determinado uma condicdo adversa a manutengdo do potencial fisiologico das
sementes. Giurizatto et al. (2008), observou que sementes embebidas em substrato
Umido por 20 e 24 horas de embebicdo apresentaram melhores resultados na
emergéncia em campo, verificando a existéncia de beneficios relacionados a técnica.

Observou-se interagdo significativa entre as temperaturas e os periodos
para a emergéncia a campo (Figura 14). Com a temperatura de 25°C foi observado o
menor resultado de emergéncia somente no periodo de 4 horas de pré-
condicionamento. Para a temperatura de 20°C foi observado que o pré-
condicionamento durante 4 horas e 24 horas proporcionaram menor resultado de
emergéncia (Figura 14).

Assim, novos estudos poderiam ser conduzidos para elucidar o
comportamento de sementes tolerantes a embebicao rapida quando submetidas ao pré-
condicionamento, na tentativa de confirmar se ocorrem danos durante o aumento do

periodo do pré-condicionamento e a influéncia da temperatura.
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Figura 13. Emergéncia em campo (%) de soja da cultivar BMX Poténcia RR
submetidas ao pré-condicionamento por imersdo em agua (1A), substrato
umido (SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes periodos (h). Letras
mindsculas comparam diferentes métodos de pré-condicionamento dentro
do mesmo periodo. Letras maidsculas comparam os mesmos metodos de
pré-condicionamento em periodos diferentes. Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 14. Emergéncia em campo (%) de soja da cultivar BMX Poténcia RR
submetidas ao pré-condicionamento em diferentes periodos (h) e
temperaturas. Letras mailsculas comparam a mesma temperatura em
diferentes periodos. Letras mindsculas comparam diferentes temperaturas
no mesmo periodo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Observou-se interacdo significativa entre os métodos de pré-
condicionamento e as temperaturas para a emergéncia em campo (Figura 15), sendo
observado que em todas as temperaturas avaliadas (20°C, 25°C e 30°C), o método de
imersdo direta em agua proporcionou baixa emergéncia em relacdo aos demais

métodos. Esses resultados indicam que a embebicdo direta das sementes em agua



50

influencia negativamente na emergéncia em campo e sugerem a ocorréncia de danos

por embebicao, pela entrada abrupta de agua (Figura 15).
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Figura 15. Emergéncia em campo (%) de soja cultivar BMX Poténcia RR submetidas
ao pré-condicionamento por imersdo em agua (1A), substrato idmido (SU) e
atmosfera Umida (AU) em diferentes temperaturas. Letras maiusculas
comparam a mesma temperatura em diferentes metodos. Letras mindsculas
comparam temperaturas diferentes no mesmo método. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. (A).

Houve interacdo significativa entre os métodos de pré-condicionamento e

as temperaturas para a condutividade elétrica das sementes (Figura 16). Com o

substrato imido associado a temperatura de 25°C observou-se menor condutividade

elétrica (CE) em comparacdo com as demais temperaturas. Verificou-se que as
temperaturas de 20°C e 25°C ndo diferiram significativamente para o metodo

atmosfera Umida e apresentaram maior condutividade elétrica em relacdo a

temperatura de 30°C.

Observou-se que nas temperaturas de 20°C e 25°C, o método atmosfera

Umida determinou maior condutividade elétrica das sementes em comparacdo aos

demais métodos, ja para a temperatura de 30°C foi observado maior condutividade

com o substrato Umido, em comparacdo aos demais métodos. As sementes de soja
quando apresentam baixo teor de dgua e sdo submetidas a hidratacdo resultam em um
maior numero de plantulas anormais e maiores valores de condutividade elétrica,

caracterizando o dano por embebicdo (SILVA e VILLELA, 2011).
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Figura 16. Condutividade elétrica (CE) (US cm™g?) de sementes de soja da cultivar
BMX Poténcia RR submetidas ao pré-condicionamento por imersao em
agua (1A), substrato umido (SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes
temperaturas. Letras mailsculas comparam a mesma temperatura em
diferentes métodos. Letras mindsculas comparam temperaturas diferentes
no mesmo metodo. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.4 Curva de absorcéo de agua

Verificou-se que as sementes da cultivar M6410 IPRO submetidas aos
tratamentos de pré-condicionamento apresentaram acentuada absorcdo de &gua nas
primeiras quatro horas (Figura 17). Conforme o padréo trifasico de hidratagdo, na fase
I, ocorre uma rapida entrada de &gua em funcéo da diferenca de potencial hidrico entre
a semente e o substrato (BEWLEY e BLACK, 1994). O método de imersdo em agua
apresentou uma rapida entrada de agua ja nas primeiras horas, em todas as
temperaturas avaliadas, indicando que nesse método o periodo para que ocorra o
reparo das membranas é insuficiente, acentuando os danos por embebicdo (Figuras
17A, 17B e 17C).

Nos métodos de substrato Umido (controle) e atmosfera Umida, as
sementes apresentaram comportamento de absorcdo de dgua de maneira semelhante
durante as primeiras seis horas sob as temperaturas de 25°C e 30°C (Figuras 17A e
17B, respectivamente). Esses resultados indicam que seja necessario o prolongamento
do tempo, para 24 horas, durante a técnica de pré-condicionamento sob atmosfera
Umida para a efetivacdo da organizacdo e de reparos do contetdo celular. De acordo
com MARCOS FILHO (2015), os estresses que ocorrem durante o periodo de rapida

absorcédo de agua, devido a grande diferenca de potenciais hidricos entre a semente e
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0 substrato, interferem na organizacdo dos constituintes celulares, principalmente das

membranas.
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Figura 17. Curva de absorcao de dgua de sementes de soja da cv. M6410 IPRO durante

0 pré-condionamento por imersdo em agua (IA), substrato imido (SU) e
atmosfera imida (AU) em diferentes temperaturas.
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Em todas as temperaturas avaliadas, com o método de imersdo em agua, a
absorcédo de agua pelas sementes foi mais acentuada em relacdo aos demais métodos
(Figura 18). Esse comportamento estd de acordo com o baixo desempenho das
sementes verificado com o teste de germinagéo (Figuras 10 e 11).

Com o0s metodos de substrato imido e atmosfera imida, as sementes da
cv. BMX Poténcia apresentaram comportamentos distintos, principalmente durante as
primeiras 15 horas, sob as temperaturas de 25°C (Figura 18B) e 30°C (Figura 18C).
Com a temperatura mais elevada, observou-se maior entrada de 4gua no interior das
sementes expostas ao substrato Umido, embora nao tenham sido verificadas diferencas
entre esses dois métodos na germinacao das sementes (Figura 10).

Existe uma relacdo entre a velocidade de entrada de 4gua e a temperatura;
assim, com o0 aumento da temperatura, as atividades metabolicas também séo
aumentadas. Esses resultados sugerem que existe um mecanismo eficiente de reparos
durante as primeiras horas de embebi¢do em agua pelas sementes da cv. BMX Poténcia
RR, determinado pelas diferencgas genéticas entre as cultivares de soja. De acordo com
Cavariani et al. (2009), a absorcdo de agua pela semente também pode variar em
decorréncia do contetdo de lignina no tegumento da semente do cultivar, influenciado

pelo fator genotipo.
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Figura 18. Curva de absorcao de 4gua de sementes de soja da cv. BMX Poténcia RR,
durante o pré-condionamento por imersao em agua (1A), substrato imido
(SU) e atmosfera umida (AU) em diferentes temperaturas
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4.5 Andlise citoldgica

As analises de aberracdes cromossdmicas tém sido amplamente utilizadas,
para avaliar os efeitos genotoxicos de agentes quimicos e também para avaliar seus
mecanismos de acdo sobre o material genético dos organismos expostos. Assim, esse
procedimento pode ser eficiente para investigar os impactos dos danos por embebicéo
rapida em sementes de soja da cultivar M6410 IPRO em nivel citogenético.

Houve influéncia significativa dos métodos de pré-condicionamentos
sobre o indice de morte celular da cultivar BMX Poténcia RR e sobre todas as
caracteristicas citogenéticas das sementes da M6410 IPRO (Quadro 3). De acordo com
0 indice mitético (IM) da cultivar M6410 IPRO, verificou-se que as sementes
submetidas ao método atmosfera Umida apresentaram maior nimero de células em
divisdo celular em comparacdo com os demais metodos (Quadro 3), evidenciando a
necessidade do pré-condicionamento com hidratacdo lenta para a normalidade do
processo germinativo das sementes desta cultivar.

O maior indice de morte celular (IMC) foi observado com o método de
imersdo em agua para as duas cultivares, indicando que a rapida entrada de agua para
o interior das sementes provocou danos celulares irreversiveis, determinando a morte
das células. Para as sementes da cultivar M6410 IPRO, os danos celulares observados
foram caracaterizados pelos resultados elevados de micronucleos, decorrentes dos
danos provocados pela embebicéo rapida, de acordo com o indice de mutagenicidade
(IMT) (Quadro 3).
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Quadro 3. Analise citoldgica de sementes de soja das cultivares M6410 IPRO e BMX
Poténcia RR, submetidas a diferentes métodos de pré-condicionamento por
um periodo de 24 horas. IM (indice mit6tico), IMC (indice de morte celular),
IAC (indice de aberracbes cromossémicas) e IMT (indice de

mutagenicidade).

CULTIVAR METODO IM IMC IAC IMT

1A 12,07 b 8,12 a 0,00 a 0,28 a

BMX Poténcia RR SU 21,60 a 2,98Db 0,04 a 0,10a
AU 22,00 a 2,26 b 0,06 a 0,20 a

1A 12,09 b 14,30a 0,00b 0,98 a

M6410 IPRO SU 13,84 b 4,18b 0,06ab 0,22Db
AU 16,30 a 2,06 b 0,12 a 0,34 b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.
Verificou-se a ocorréncia de danos nas células meristematicas das raizes,

caracterizados como anormalidades celulares que podem impedir a continuidade do
crescimento radicular, uma vez que determinam a reducdo do tamanho e
condensamento do nucleo, presenca de microndcleos, brotos celulares, distdrbios no
ciclo mitético e atraso cromossdmico (Figura 19). Esses danos podem ser decorrentes
do processo de embebicéo rapida de sementes e sdo indicativos de ocorréncia de morte
celular. As alteracbes celulares promoveram a anormalidade de plantulas de soja
determinada, sobretudo, pelas injurias ao sistema radicular.

A avaliacdo citoldgica se torna de fundamental importancia, uma vez que
tais analises fornecem um melhor conhecimento relacionado a acdo de agentes no
DNA (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Nesse contexto, € necessario que o
material genético permaneca integro para ocorrer a continuidade das agdes vitais na
célula, como a retomada do crescimento do embrido que determinara o
desenvolvimento da plantula. No entanto, na fase de transicdo entre a embebicéo
rapida das sementes e a germinacao visivel (determinada pela presenca da plantula),
ocorreram danos irreversiveis aos cromossomos (Figura 19), e/ ou estes ndo foram
suficientemente reparados e que, por conseguinte, impediram a continuidade do ciclo

mitotico para determinar o crescimento adequado das estruturas embrionarias.
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Figura 19. Células meristematicas de soja submetidas ao pré-condicionamento: A)
Interfase e metafase regular, B) Profase regular, C) Metafase e profase
regular, D) Anéafase regular, E) Tel6fase regular, F) Broto nuclear, G)
Nucleo condensado e reduzido, H) Ponte anaféasica, 1) Microndcleo, J)
Atraso cromossdmico. Escala: 0,055um.

O desenvolvimento de um organismo multicelular, como uma planta, esta
diretamente relacionado com os processos de divisdo celular, crescimento e
diferenciacdo (HARASHIMA e SCHNITTGER, 2010). No entanto, a entrada de 4gua
de forma abrupta nos tecidos internos das sementes de soja M6410 IPRO interferiu
negativamente em um desses processos, prejudicando o desenvolvimento normal das
plantulas. Alteragdes no DNA durante as etapas iniciais da embebicdo foram
verificadas em sementes de girassol, determinado pelo polimorfismo (RAPD),
sugerindo a ocorréncia de pontos de mutacao e/ou extensivos rearranjos do DNA (EL-
MAAROUF-BOUTEAU etal., 2011). No entanto, ndo foram observados em trabalhos
anteriores nenhuma caracterizacdo citogenética dos danos decorrentes da embebicao
rapida.

As aberraces cromossdmicas e a presenca de micronucleos observadas
nas células da raiz primaria estdo relacionadas, respectivamente, com a genotoxicidade
e mutagenicidade (LEME e MARIN-MORALES, 2009) decorrentes da embebicéo
rapida, que promoveu efeitos toxicos de ordem genética e irreversiveis. Os resultados
obtidos com a prévia hidratacdo lenta das sementes antes de submeté-las ao contato
direto com o substrato tmido podem impedir, a0 menos parcialmente, que o material
genetico seja danificado de forma irreversivel.

O conjunto de resultados permite avancar em um modelo para o

entendimento dos eventos genéticos que ocorrem com as sementes de soja e seus ciclos
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de hidratacdo-reidratacdo durante a embebicéo rapida. Vale destacar que esses eventos
ocorrem com as sementes durante a conducao de testes de germinacédo e também estéo
muito proximos daqueles que ocorrem durante 0 armazenamento das sementes e
mesmo a semeadura em solo. Existe um carater genético (determinado pelas diferencas
entre cultivares de mesma espécie) para o controle dos danos toxicos que ocorrem
durante a embebicdo rapida em sementes de soja. Caso estes mecanismos nao sejam
eficientes e/ou sdo ausentes para efetuar os reparos, 0s danos genéticos que ocorrem
nas etapas iniciais da embebicdo sdo irreversiveis e prejudicam o desenvolvimento das
plantulas ( WATERWORTH et al., 2015).
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5. CONCLUSOES

O pré-condicionamento das sementes de soja da cultivar M6410 IPRO ¢
necessario para obter resultados confiaveis do teste de germinagdo em laboratorio e é
influenciado pelo periodo de exposi¢do das sementes e pela temperatura. Quanto maior
o tempo de pré-condicionamento em atmosfera Umida associado com as temperaturas
de 25 e 30°C, maior é a eficiéncia para evitar os danos por embebigao rapida.

A imersdo direta em agua acentua os danos por embebicdo rapida em
sementes de soja, mesmo em cultivares consideradas tolerantes como a cultivar BMX
Poténcia RR.

Os danos por embebicdo rapida em sementes de soja estdo associados a

ocorréncia de anormalidades celulares e danos genéticos.
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7. ANEXOS

QUADRO 4. Analise de variancia com as respectivas fontes de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios para 0s caracteres
avaliados, incluindo média geral e coeficiente de variacdo da caracterizagdo dos lotes de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO.

™, GL Quadrados Médios

G PA IVG TF EA EM IVE CE CPPA CPR MSPA MSR
Lotes 4  56,30* 32,50* 2,19% 882,80*  670,30*  153,32* 17,45* 68,21* 99,97* 63,26*  0,01464*  0,000068*
Residuo 15 20,33 7,26 0,42 79,73 49,73 20,03 0,57 14,56 0,54 0,51 0,000082  0,00000043
Média Geral 81 16 10 70 51 70 4,14 52,23 27,8 17,17 0,08747 0,01050
Total 19
CV (%) 5,59 17,39 6,50 12,79 13,88 6,40 18,30 7,31 2,65 4,19 10,37 6,29

*, significativo a 5% de probabilidade.
NS Ndo significativo a 5% de probabilidade.

1 Germinagdo (G), plantulas anormais (PA), indice de velocidade de germinacdo (IVG), teste de frio (TF), envelhecimento acelerado (EA), emergéncia em campo

(EM), indice de velocidade de emergéncia (IVE), condutividade elétrica (CE), comprimento da parte aérea (CPPA), comprimento de raiz (CPR), massa da matéria seca
de parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca de raiz (MSR).
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Quadro 5. Analise de variancia com as respectivas fontes de variacdo (FV), graus de liberdade (GL) e quadrados médios para os caracteres avaliados,

incluindo média geral e coeficiente de variacao da caracterizacdo dos lotes de sementes de soja da cultivar BMX Poténcia RR.

Quadrados Médios

Fv GL G PA VG TF EA EM IVE CE CPPA CPR MSPA MSR
Lotes 4 32230  2955%  946* 124970  6640% 117850  1081* 21,50 240N 598%  03967*  0,00531*
Residuo 15 2086 285 0,36 20,06 44,25 86,73 0,66 6,77 137 141 000724  0,00056
'(\;/':ri'la 82 6 9,73 60 70 66 6,55 41,05 12,51 20,13 0,7612 0,0971
Total 19
CV (%) 5,59 28,37 6,19 7,48 9,54 14,22 12,39 6,34 9,37 5,90 11,18 24,47

*, significativo a 5% de probabilidade.
NS 'Nao significativo a 5% de probabilidade.

1 — Germinagdo (G), plantulas anormais (PA), indice de velocidade de germinacdo (IVG), teste de frio (TF), envelhecimento acelerado (EA), emergéncia em campo
(EM), indice de velocidade de emergéncia (IVE), condutividade elétrica (CE), comprimento da parte aérea (CPPA), comprimento de raiz (CPR), massa da matéria seca
de parte aérea (MSPA) e massa da matéria seca de raiz (MSR).



Quadro 6. Andlise de variancia com as respectivas fontes de variacédo (FV), graus de liberdade (GL)
e quadrados médios para os caracteres avaliados, incluindo média geral e coeficiente de
variacao da caracterizacdo dos lotes de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO para os
caracteres avaliados, incluindo média geral e coeficiente de variagao dos métodos de pré-
condicionamentos de sementes de soja da cultivar M6410 IPRO.

Quadrados médios

FV GL

G PA E CE

Temperatura 2 177,46* 324,91* 504,61* 654,58*
Métodos 2 21721497  27870,50*  4892,03* 721,35*
Periodos 4 794,59* 707,62* 15279,94* 2606,20*
Temperaturas*Métodos 4  381,87* 584,73* 881,31* 1645,46*
Temperaturas*Periodos 8  250,68* 117,22* 886,42* 549,01*
Métodos*Periodos 8 3035,00* 1473,06* 63,13,49* 1003,11*
Métodos*Periodos* Temperaturas 16  145,72* 269,04* 73,22* 602,90*
Meédia Geral 60 24 56 51,26
Total 44

CV (%) 11,41 27,34 15,4 11,67

*, significativo a 5% de probabilidade.
NS 'N3o significativo a 5% de probabilidade.
1_ Germinagdo (G), Plantulas anormais (PA), emergéncia (EM), condutividade elétrica (CE).



Quadro 7. Analise de variancia com as respectivas fontes de variacdo (FV), graus de liberdade
(GL) e quadrados médios para os caracteres avaliados, incluindo média geral e
coeficiente de variacdo dos métodos de pré-condicionamentos de sementes de soja da
cultivar BMX Poténcia RR.

FV GL Quadrados médios

G PA E CE
Temperatura 2 160,42" 81,96" 306,14" 108,25"
Métodos 2 189381,55" 23353,61" 54787,13" 0,061
Periodos 4  1356,79" 324,23" 7712,73" 575,33"
Temperaturas*Métodos 4  316,71" 28,12 499,00 376,68"
Temperaturas*Periodos 8 23,17 100,33" 346,84" 0,041"
Métodos*Periodos 8 1373,31" 939,53 499,00" 0,0292"
Métodos*Periodos* Temperaturas 16 126,28 106,26" 229,42 ™ 0,052"
Média Geral 71 9 68 39,56
Total 44
CV (%) 15,3 18,3 27,31 11,38

*, significativo a 5% de probabilidade.
NS 'N3o significativo a 5% de probabilidade.
1_ Germinagdo (G), Plantulas anormais (PA), emergéncia (EM), condutividade elétrica (CE).



Quadro 8. Andlise de variancia com as respectivas fontes de variacédo (FV), graus de liberdade (GL)
e quadrados médios para os caracteres avaliados, incluindo média geral andlise citoldgica
de sementes de soja das cultivares M6410 IPRO e BMX Poténcia RR, submetidas a
diferentes métodos de pré-condicionamento.

Quadrados Médios

FV GL IM IMC IAC IMT
Cultivar*Método 2 40,51* 28,11* 0,00233* 0,2710*
Método 2 139,70* 236,89* 0,02033* 0,6043*
Cultivar 1 150,43* 42,96* 0,0053* 0,768*
Residuo 24 1,57 3,42 0,08400 0,0831
Média Geral 16,31 5,65 0,00350 0,353
Total 29

CV (%) 7,69 32,74 126,77 81,62

*, significativo a 5% de probabilidade.

NS, Ndo significativo a 5% de probabilidade. ) )
! Indice Mitético (IM), Indice de Morte Celular (IMC), Indice de Alteragcdes Cromossdmicas (IAC), Indice de

Mutagenicidade (IMT).
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