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ANALISE FISIOLOGICAE ULTRA-ESTRUTURAL DURANTE O DESENVOLVIMENTO EA
SECAGEM DE SEMENTES DE SOJA!

PAULO DE ALBUQUERQUE SILVA?, KENIA ALMEIDADINIZ, JOAO ALMIR OLIVEIRA?, EDILAVILELADE REZENDE VON PINHO®

RESUMO - Durante o desenvolvimento e a secagem, varios mecanismos de protecdo atuam na
manutencao da qualidade fisioldgica de sementes. Alguns desses mecanismos mantém a integridade
das membranas celulares, o que é fundamental para o perfeito funcionamento do metabolismo
celular. O estudo de ultra-estrutura além de permitir a visualizagdo dos danos causados pela
secagem na auséncia de mecanismos de protecdo, permite, ainda, a observacao do inicio da
efetividade destes mecanismos. Neste trabalho, foram estudados os danos durante o
desenvolvimento e a secagem de sementes de soja, por meio de microscopia eletrénica de varredura
e testes fisioldgicos. Para isso, foram colhidas sementes em diferentes estadios de desenvolvimento,
que foram submetidas a diferentes temperaturas e tratamentos de secagem. Foram feitas avaliagdes
quanto a qualidade fisioldgica das sementes por meio dos testes de germinacdo, teste de frio, teste
de emergéncia em condicOes controladas e condutividade elétrica. Os danos de membrana foram
observados por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando-se microscépio
LEO Evo40. Concluiu-se que as sementes de soja tornam-se tolerantes a desseca¢do quando
possuem em torno de 30% de teor de 4gua. A secagem em sementes de soja com teor de agua acima
de 30% provoca danos de membrana que diminuem a qualidade fisioldgica das sementes. Os
maiores valores de germinagdo em sementes de soja sdo alcangados quando estas atingem cerca
de 30% de grau de umidade no campo e 0s maiores valores de vigor em sementes de soja sdo
alcancados quando estas atingem cerca de 40% de grau de umidade no campo.

Termos para indexacdo: Glycine max, MEV, dessecacdo, vigor.

ULTRA-STRUCTURALAND PHYSIOLOGICALANALYSIS DURING THE DEVELOPMENT
AND DRYING OF SOYBEAN SEEDS

ABSTRACT - During development and drying, a number of protection mechanisms act on the
maintenance of seed physiological quality. Some of these mechanisms maintain the integrity of the
cells, which is fundamental to the perfect functioning of cell metabolism. The study of the ultra-
structure enables visualization of damage caused by drying in the absence of protection
mechanisms. In this research, damage occurred during the soybean seed development and drying
was studied by means of Scanning Electron Microscopy (SEM). In addition, seeds were also
evaluated regarding the physiological quality. Thus, seeds in different developmental stages were
collected and submitted to different drying temperatures and treatments. Evaluations were made
concerning the seed physiological quality by means of the germination test, cold test, emergence
test under controlled conditions and electrical conductivity test. The damages were visualized by
means of scanning electron microscopy utilizing the LEO Evo40 Microscope. The results showed
that the soybean seeds become desiccation tolerant when they possess around 30% water content.
Drying of seeds with moisture content above 30% caused reduction in cellular volume,
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disorganization of the cell walls and decrease in seed physiological quality. Higher germination
values were observed in seeds with 30% moisture content in the field, whereas higher values of
vigor were observed in seeds with 40% of moisture content in the field.

Index terms: Glycine max, SEM, desiccation, vigor.

INTRODUCAO

A soja, nos ultimos 10 anos, tornou-se a maior geradora
de divisas do agroneg6cio brasileiro. A cultura ocupa uma
area de 21,24 milhdes de hectares com producdo em 2005/
2006 de, aproximadamente, 51 milhdes de toneladas de gréos.
A demanda por semente na safra 2005/2006 foi de,
aproximadamente, um milh&o de toneladas. Todo complexo
agroindustrial da soja movimenta, no Brasil, mais de 30 bilhdes
de dolares (IBGE, 2006).

Além do desafio de produzir sementes de qualidade para
atender a demanda crescente, as unidades de beneficiamento
ainda tém que solucionar o problema de concentracdo de
producdo e operacdo das usinas. A utilizacdo de dessecantes
para a antecipacdo de colheita é uma técnica que tem sido
adotada por diversos produtores, porém, o estadio do
desenvolvimento para aplicacdo ndo esta claro, sendo
observadas recomendacdes divergentes.

Durante o desenvolvimento, as sementes passam pela
fase de histodiferenciacéo, em que h4 um aumento na massa
fresca e na deposicéo de reserva, acompanhado por um rapido
aumento na massa seca durante a maturacdo. O acimulo de
massa seca cessa e 0 de massa fresca diminui, quando as
sementes atingem o ponto de maturidade fisiologica. Apos a
histodiferenciacdo e antes da secagem na maturacdo, as
sementes adquirem a habilidade para germinar e tolerar a
dessecacdo. Em sementes em desenvolvimento, a concentragdo
de ABA diminui préximo ao final do desenvolvimento,
enquanto a tolerancia a dessecacdo é aumentada (Oliver e
Bewley, 1997).

Em soja, as fases de desenvolvimento sdo divididas em
estagio vegetativo (V1, V2... Vn) e estagio reprodutivo (R1,
R2, R3,..., R8) (Fehr e Caviness, 1979). No estagio
reprodutivo, o R7 marca o ponto de maturidade fisioldgica,
que é caracterizado pelo maximo acimulo de matéria seca na
semente e com teor de agua variando de 50% a 60% (Howell
etal., 1959). Natransicdo do estagio R7 ao R8, o metabolismo
de mecanismos de tolerancia a dessecagdo € intensificado e a
semente passa a tolerar altas temperaturas de secagem (Oliver
e Bewley, 1997).
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A secagem lenta promove melhor tolerancia a dessecacéo,
presumivelmente devido ao tempo suficiente que é concedido
para a inducdo e a operacdo dos mecanismos de protecao.
Oliver e Bewley (1997) sugeriram que a secagem rapida impede
0S processos de recuperacao e é necessario mais tempo para
0s reparos na reidratacéo.

Estudos de ultra-estrutura conduzidos durante os Gltimos
anos contribuiram para a compreensdo das diferentes
respostas a secagem apresentadas por sementes recalcitrantes
e ortodoxas. Membranas das organelas celulares, o
citoesqueleto e o nicleo esquelético sdo essenciais para o
perfeito funcionamento da célula e danos a essas estruturas
durante a secagem podem levar a perda de viabilidade (Berjak
e Pammanter, 2000).

Neste trabalho foram estudados os danos celulares por
meio de testes fisiol6gicos e microscopia eletrénica de
varredura (MEV) durante o desenvolvimento e a secagem de
sementes de soja.

MATERIAL E METODOS

As analises foram conduzidas no Laborat6rio de Analise
de Sementes (LAS) e no Laboratério de Microscopia
Eletronica e Analise Ultra-Estrutural (LME) e o experimento
de campo, na area experimental do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no
municipio de Lavras, MG. Apds analise de solo, sequiram-se
as recomendacgdes da Embrapa para Minas Gerais para as
correcdes de fertilidade e pH. A area de cultivo possui
predominéncia de solo do tipo Latossolo Vermelho Escuro.
Instalacéo e condugéo do experimento: foi utilizada a
cultivar MG/BR 46 (Conquista), recomendada para o estado
de Minas Gerais. Em solo preparado de maneira convencional,
as parcelas foram instaladas com espagamento de 0,45m entre
linha e 15 plantas por metro linear. Cada parcela constou de
20 linhas de 10 metros, totalizando 9m?, sendo as 18 linhas
centrais de cada parcela consideradas Uteis. Foram feitos
controles de invasoras, assim como de pragas e doencas
sempre que necessario. A colheita de sementes foi realizada
em diferentes estadios fenoldgicos para a avaliacdo da
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qualidade fisiolégica e ultra-estrutural durante a secagem.
Utilizou-se a escala de Caviness (Fehr e Caviness, 1979) como
critério para a caracterizacdo da primeira colheita, feita quando
as sementes estavam no estagio R6, que se caracteriza por
vagens com sementes verdes, porém, totalmente formadas.
A partir do R6, quando as sementes tinham, aproximadamente,
65% de teor de agua, foram feitas colheitas semanais quando
as sementes possuiam 60%, 50%, 40%, 30%, 22% e 12%
de grau de umidade. As vagens colhidas foram debulhadas
manualmente e as sementes levadas a secadores de pequena
escala, construidos de acordo com Navratil e Burris (1982).
Os secadores foram regulados para as temperaturas
constantes de 35°C e 45°C, até atingir 13% de grau de umidade
e temperaturas alternadas, iniciando com 35°C até um
contetido médio de dgua das sementes de 20%, quando, entéo,
atemperatura foi elevada para 45°C, até contetdo de agua em
torno de 12%. No momento da colheita e ap6s atingirem
20% e 12% de teor de agua, foram retiradas amostras de
sementes para serem avaliadas quanto a qualidade fisiologica
e incidéncia de danos de membrana por meio de microscopia
eletronica de varredura. Determinacao do grau de umidade:
0 grau de umidade inicial foi mensurado utilizando-se 0 método
da estufa a 130°C por 2 horas, utilizando-se duas repeticdes
para cada avaliacdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem. Teste de germinagdo: foram utilizadas quatro
repeti¢des de 50 sementes por tratamento, semeadas em rolos
de papel tipo “Germitest” a temperatura de 25°C. A quantidade
de 4gua adicionada foi de 2,5 vezes o peso do papel, visando
a umedecimento adequado e a uniformizagdo do teste. As
avaliacOes e contagens das plantulas normais foram feitas no
40 e 7° dias ap6s a semeadura de acordo com as RAS (Brasil,
1992). Teste de emergéncia em condicdes controladas: a
semeadura foi realizada em bandejas plasticas contendo como
substrato solo + areia, na proporcdo 1:2. Foram utilizadas
quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento. Apés a
semeadura, as bandejas foram mantidas em camara de
crescimento vegetal a temperatura de 25°C, em regime
alternado de luz e escuro (12 horas). Foi considerada a
porcentagem de plantulas normais aos 14 dias. Teste de frio:
foram utilizadas caixas plasticas com uma mistura de areia e
terra (2:1), com quatro repeti¢des de 50 sementes cada. Uma
quantidade de 4.000g da mistura areia e solo juntamente com
adicdo da quantidade de agua calculada para 70% da capacidade
de campo, foi colocada em cada caixa. Em seguida estas
caixas foram colocadas em cdmara previamente regulada a
10 °C, onde na qual permaneceram durante cinco dias. Apos
esse periodo, as caixas foram transferidas para uma camara

de germinacdo com temperatura de 25°C, por sete dias para a
emergéncia das plantulas. A avaliacdo foi realizada
considerando somente as plantulas normais emergidas
(Krzyzanowski et al., 1999). Condutividade elétrica: foi
utilizada a quantificagdo em massa, com quatro repeticdes de
50 sementes por tratamento. As sementes foram pesadas com
precisdo de duas casas decimais e, em seguida, colocadas
em copos plasticos descartaveis com 75mL de dgua deionizada.
Apbs 24 horas de embebicdo a temperatura de 25°C, a
condutividade elétrica foi determinada com auxilio de um
condutivimetro com resultados expressos em iS.cm™.g?, de
acordo com o método descrito por Krzyzanowski et al. (1999).
Microscopia eletronica de varredura: os eixos embrionarios
foram extraidos e imersos em solugdo fixativa (Karnovisk's
modificada), pH 7,2, por 24 horas. Em seguida foram lavadas
em tampao cacodilato por trés vezes, durante 10 minutos. A
pos-fixacao foi feita em tetréxido de dsmio 1% por uma hora.
Apos esse periodo, foram feitas lavagens com agua destilada
e desidratagdo em gradiente de acetona a 25%, 50%, 75%,
90% e 100%, por trés vezes. As amostras foram levadas para
o0 aparelho de ponto critico, onde foi eliminado todo o residuo
de acetona, para posterior montagem em stubs sob fita de
carbono e revestimento com ouro. A visualizacdo das amostras
foi feita em microscdpio eletronico de varredura LEO Evo40.
Delineamento experimental e analise estatistica: utilizou-
se delineamento experimental em blocos casualizados com
quatro repeticdes, arranjados em esquema fatorial (6x3x3),
em que foram utilizadas épocas de colheitas (65%, 60%, 50%,
40%, 30%, 22 % de teor de agua das sementes), 3
temperaturas de secagem (35, 45 e 35/45°C), 3 tratamentos
de secagem (sem secagem, secagem até 20% de teor dgua e
secagem até 12% de teor agua). Para as variaveis germinagéo,
emergéncia em condi¢des controladas, condutividade elétrica
e teste de frio, foram realizados estudos de regresséo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de variancia observou-se diferenga significativa
para a interacdo estadio de desenvolvimento e tratamento de
secagem, para todas as variaveis analisadas, ndo sendo
observada diferenca significativa entre temperaturas de
secagem.

Na medida em que o teor de 4gua de colheita das sementes
foi diminuindo, a germinagdo foi aumentando para os trés
tratamentos de secagem, porém nas sementes com 65% e
60% de teor de agua (Figura 1) 0s mecanismos responsaveis
pela tolerancia a dessecagdo parecem ndo estar presentes ou
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FIGURA 1. Representacdo grafica das equacdes de regressao para os resultados dos testes de germinacao (%), emergénciaem
condicdes controladas (%), condutividade elétrica (mS.cm™.g) e teste de frio (%) em fun¢édo da secagem de sementes
de soja cultivar MG/BR 46 (Conquista) colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento. A linha tracejada representa
os valores médios de sementes soja colhidas convencionalmente no campo com teor de agua de 12%. UFLA, Lavras—

MG, 2006.

ativos, levando a semente a perder drasticamente sua
viabilidade ap6s secagem. Observou-se acentuada reducao
de volume celular que pode ter ocasionado a ruptura de
plasmodemata nos trés sistemas de tecidos fundamentais
(dérmico, fundamental e vascular) (Figura 2 e 3), fazendo
com que o contelido citoplasmatico seja lixiviado refletindo
nos altos valores de condutividade elétrica (Figura 1). Segundo
Taiz e Zaiger (2004), a maioria das células vegetais é
interconectada por plasmodesmas que formam um continuum
citoplasmatico e estes sdo responsaveis por transporte de
solutos. Pammenter e Berjak (1999) relataram que o dano
mecéanico associado com a redugdo do volume celular durante
0 processo de secagem é o mais importante dano em tecidos
muito hidratados. Marcos Filho (1979), relatou prejuizos na
germinacdo e no vigor de sementes de soja colhidas
precocemente. Faria (2006) trabalhando com armazenamento
de sementes de Inga vera, observou, por meio de microscopia
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eletrénica de varredura, uma retracéo celular relacionada com
a baixa qualidade fisioldgica. A diminuicdo do volume celular
em sementes com alta umidade e em estagio de
desenvolvimento poderia estar relacionada com o contetido
de agua “livre” e adsorvida, que é superior a dgua de
constituicdo, quando comparado a sementes desenvolvidas.
Segundo Carvalho e Nakagawa (2000) e Marcos Filho (2005)
aagua livre e adsorvida possui forcas de atracdo muito frageis,
sendo facilmente eliminadas da semente durante a secagem.

Com 50% de grau de umidade, foi possivel submeter as
sementes a uma secagem até 20% de teor de agua sem causar
prejuizo para a germinacao (Figura 7). Segundo Marcos Filho
(2005), o prejuizo causado a configuracdo de membranas
durante a secagem prematura € minimizada quando sdo
mantidos teores de agua em torno de 25%. Segundo Kermode
e Bewley. (1989), o sinal indicativo da mudanca de estadio de
desenvolvimento para germinacao é a reducéo no teor de agua
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FIGURA 2. Imagensobtidas por meio de microscopio eletronico
de varredura mostrando danos causados por
secagem em eixos embrionarios de sementes de soja
colhidas com 65%b de grau de umidade. Aimagem A
representa eixos embrionarios de sementes
submetidas a secagem artificial e B sementes secas
naturalmente. Aumento médio 1500 X. UFLA,
Lavras-MG, 2006.

nas sementes. Nesse estadio, observou-se uma diminuicao
na profundidade do dano causado pela secagem (Figura 4),
sendo este mais intenso nos tecidos mais externos (dérmico
e fundamental), podendo ter sido causado pela maior exposi¢do
destes tecidos a temperatura de secagem.

A inducdo da germinacdo pela secagem foi efetivamente
promovida quando o teor de dgua das sementes estava em
torno de 40% (Figura 1), suportando, a partir de entdo,
secagem até 12% de teor de agua. Nesse estadio, o valor
médio de germinacdo das sementes submetidas a secagem
tornou-se superior ao das sementes sem secagem. As células
mantiveram-se turgidas com danos minimos por secagem
(Figura 5), sendo estes observados principalmente nas células
mais externas do cortex e epiderme. A menor incidéncia de
danos condicionou menores valores de condutividade elétrica.

FIGURA 3. Imagens obtidas por meio de microscopio eletrénico
de varredura mostrando danos causados por
secagem em eixos embrionarios de sementes de soja
colhidas com 60% de grau de umidade. Aimagem A
representa eixos embrionarios de sementes
submetidas a secagem artificial e B sementes secas
naturalmente. Aumento médio 1250 X. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Sun e Leopold (1993), trabalhando com a cultivar Chippewa
64, consideraram que 0s eixos embrionarios de sementes de
soja atingem o ponto de maturidade aos 48 dias apds o
florescimento, quando estes possuem em torno de 38% de
grau de umidade.

Com 30% e 22% de teor de agua, foram observados os
maiores valores de germinacao e vigor (Figura 1) comparados
aos observados em sementes nos estadios anteriores. Zanakis
et al. (1994) testando trés cultivares de soja, obtiveram
resultados semelhantes, porém, os autores relataram que estas
possuiam menor longevidade do que sementes colhidas com
15% de teor de agua. A partir desse estadio, as células
mantiveram-se tdrgidas ap6s a secagem, com aspecto
semelhante ao das sementes secas naturalmente em campo
(Figura 6 e 7). Os valores de condutividade elétrica (Figura
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FIGURA 4. Imagens obtidas por meio de microscopio eletronico
de varredura mostrando danos causados por
secagem em eixos embrionarios de sementes de soja
colhidas com 50% de grau de umidade. Aimagem A
representa eixos embrionarios de sementes
submetidas a secagem artificial e B sementes secas
naturalmente. Aumento médio 1250 X. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

1) nesses estadios ndo variaram com a secagem, relacionando-
se diretamente com a diminuicdo dos danos de membrana
observados nas imagens.

Os resultados obtidos para o teste de emergéncia em
condigOes controladas e teste de frio foram semelhantes aos
da germinacdo (Figura 1). Observou-se, porém, que, nas
sementes sem secagem, o estresse causado nos testes induziu
a ativacdo de genes ligados a germinacdo, fazendo com que
os valores de emergéncia em condic¢des controladas e no teste
de frio aumentassem significativamente quando comparados
com o teste de germinacdo, resultados que corroboram o0s
resultados obtidos por Veiga (2005).

De acordo com Howell et al. (1959), as sementes de
soja atingem seu ponto de maturidade fisiol6gica quando
possuem entre 50% a 60% de umidade, diferente do
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FIGURAS. Imagens obtidas por meio de microscopio eletrénico
de varredura mostrando danos causados por
secagem em eixos embrionarios de sementes de soja
colhidas com 40% de grau de umidade. Aimagem A
representa eixos embrionarios de sementes
submetidas a secagem artificial e B sementes secas
naturalmente. Aumento médio 1250 X. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

encontrado nesta pesquisa, que foi de, aproximadamente, 40%
de teor de agua, como pdde ser observado nos testes
fisioldgicos (Figura 1) e imagens de ultra-estruturas, porém,
por ndo possuir os mecanismos de protecdo totalmente
desenvolvidos neste estadio, a secagem provocou decréscimo
nos valores de vigor das sementes. O vigor das sementes foi
crescente nos trés tratamentos de secagem, na medida em
que a umidade de colheita diminuia e, assim, como no teste
de germinacdo, os valores de maior vigor foram alcancados
em sementes secadas quando apresentavam em torno de 30%
de teor de &gua, ndo diferindo das sementes com 20% (Figura 1).

CONCLUSOES

As sementes de soja tornam-se tolerantes a dessecacdo
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FIGURA 6. Imagens obtidas por meio de microscopio eletrénico
de varredura mostrando danos causados por
secagem em eixos embrionarios de sementes de soja
colhidas com 30% de grau de umidade. AimagemA
representa eixos embrionarios de sementes
submetidas a secagem artificial e B sementes secas
naturalmente. Aumento médio 1150 X. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

guando possuem em torno de 30% de teor de agua.

A secagem em sementes de soja com teor de dgua acima
de 30%, provoca danos de membrana que diminuem a
qualidade fisiol6gica das sementes.

Os maiores valores de germinagdo em sementes de soja
sdo alcangados quando estas atingem cerca de 30% de grau
de umidade no campo.

Os maiores valores de vigor em sementes de soja séo
alcancados quando estas atingem cerca de 40% de grau de
umidade no campo.
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