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RESUMO

A qualidade das sementes pode ser afetada por diversos fatores, dentre
os quais se destacam a permeabilidade, a cor e o teor de lignina do tegumento. A
influéncia do tegumento da semente sobre o comportamento fisiologico, diante
de condi¢des ambientais € de manejo, deve-se ao fato de se constituir em
camada protetora, que limita a parte interna da semente com o meio ambiente,
protegendo o embrido contra injurias mecéanicas e da acdo de microrganismos e
insetos. Neste trabalho objetivou-se avaliar a influéncia do teor de lignina no
tegumento de sementes de diferentes cultivares de soja inoculadas com
Aspergillus flavus e Penicillium sp., na qualidade fisica, fisioldgica e sanitaria,
durante o armazenamento. Determinou-se a qualidade inicial, por meio do grau
de umidade, teor de lignina, teste de sanidade, germinagdo, condutividade
elétrica, viabilidade pelo teste de tetrazdlio e andlise ultra-estrutural por
microscopia eletronica de varredura. Utilizando-se o método da restri¢ao hidrica,
parte das sementes foi submetida a inoculagao artificial com o fungo Aspergillus
flavus, outra parte com o fungo Penicillium sp. e a terceira parte ndo foi
inoculada. As sementes foram armazenadas em camara fria por 180 dias, sendo
submetidas as mesmas avaliagdes, a cada 60 dias de armazenamento. O grau de
umidade sofreu pequenas alteragdes, durante o periodo de armazenamento,
independente dos tratamentos de inoculagdo. Pelos resultados do teste de
sanidade, verificou-se que a inoculagdo foi eficiente, com incidéncia minima de
85% do fungo nas sementes inoculadas, independente da cultivar e do periodo
de armazenamento. No teste de germinagao observou-se tendéncia de redugdo da
porcentagem de germina¢do com o aumento do periodo de armazenamento, para
todas as cultivares, independente da inoculag¢do. Pelo teste de condutividade
elétrica verificou-se aumento da condutividade com o aumento do periodo de
armazenamento, para todos os tratamentos. Nao ha interferéncia do teor de
lignina no tegumento das sementes na resisténcia a incidéncia do fungo
Aspergillus flavus e Penicillium sp.,, mesmo com o armazenamento das
sementes.

Palavras-chave: Glycine max. Teor de lignina. Fungos de armazenamento.



ABSTRACT

Seed quality can be affected by many factors, among them we can
highlight the permeability, color and lignin content of the seed coat. The
interference of seed coat in relation to their conduct towards the environmental
conditions and management, there is the fact that they constitute a protective
layer, that is, which limits the inside of the seed with the environment
causing that the embryo is protected from mechanical injury and the action of
microorganisms and insects. This work aimed to evaluate the influence of lignin
content in the seed coat of seeds of different soybean cultivars inoculated with
Aspergillus flavus and Penicillium sp. in the physical, physiological and sanitary
during storage. It was determined by the initial quality of the moisture content,
lignin content, sanity, germination, electrical conductivity and viability by
tetrazolium test.Some of the seeds have been subjected to artificial inoculation
with Aspergillus flavus, the method of water restriction, another part by the
fungus Penicillium sp. By the same method and then stored in cold storage for
up to 180 days. The remaining seeds were not subjected to artificial inoculation
in order to observe the efficiency of inoculation, and monitor the storage of
seeds. At intervals of 60 days were assessed to determine the moisture content,
lignin content, health, germination, viability by tetrazolium test and electrical
conductivity. The moisture content remained constant throughout the storage
period, regardless of the seeds were inoculated or not. The results of the test of
sanity can be observed that inoculation was effective, with an incidence of at
least 85% of the fungus in inoculated seeds, regardless of cultivar and storage
period. In the germination test there is a trend decline in germination percentage
with increasing storage period for all cultivars, regardless of inoculation. The
electrical conductivity test there is increase in conductivity with increasing
storage period for all treatments. No interference of the lignin content in the seed
coat in the incidence of resistance to Aspergillus flavus and Penicillium sp. Even
with seed storage.

Keywords: Glycine max. Lignin content. Storage fungi.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ o segundo maior produtor mundial de soja. Na safra 2009/10,
a cultura ocupou uma area de 24,2 milhdes de hectares, que totalizou uma
produgdo de 75 milhdes de toneladas (Companhia Nacional de Abastecimento —
CONAB, 2011). A produtividade média da soja brasileira ¢ de 3106 kg por
hectare, chegando a alcancar cerca de 3190 kg/ha no estado de Mato Grosso, o
maior produtor brasileiro de soja.

A semente ¢ responsavel pela transferéncia de inovagdes tecnologicas e
dos ganhos genéticos resultantes dos trabalhos de melhoramento, seja ele
tradicional ou resultado da engenharia genética. A qualidade da semente,
definida como o somatorio de todos os atributos genéticos, fisicos, fisiologicos e
sanitarios, ¢ um dos principais fatores na determina¢do do sucesso de uma
cultura (VIEIRA, 1980). Esses atributos sdo em grande parte reflexos das
func¢des do tegumento da semente de soja, seja a permeabilidade seletiva, cor e
teor de lignina (SILVA, 2003).

A interferéncia do tegumento da semente, em relagdo ao seu
comportamento perante as condigdes ambientais e de manejo, da-se pelo fato de
se constituir em uma camada protetora, ou seja, ¢ o que limita a parte interna da
semente com o meio ambiente, fazendo com que o embrido esteja protegido
contra injurias mecanicas e da agdo de microrganismos e insetos. Além disso, o
tegumento controla as trocas gasosas entre a semente e o ambiente, bem como o
processo de embebicao de dgua.

Atualmente os programas de melhoramento genético de soja visam a
selecdo de gendtipos com elevados teores de lignina, por apresentarem boa
resisténcia ao impacto mecénico, em relacdo ao desenvolvimento de cultivares

com testa impermeavel (ALVAREZ et al.,, 1997). Por sua vez, ndo esta
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devidamente esclarecido se existe ou ndo uma correlagdo entre o teor de lignina
e a espessura da testa (AGRAWAL; MENON, 1974; TAVARES et al., 1987).

Dentre os varios processos pelos quais as sementes de soja passam, 0
armazenamento assume papel importante, em virtude das condi¢des tropicais ¢
subtropicais do Brasil. E nessa fase que reside uma maior preocupagio dos
produtores de sementes quanto a preservacao da qualidade das mesmas, visando
minimizar a velocidade do processo deteriorativo.

Muitos estudos apontam os fungos de armazenamento, principalmente,
espécies de Aspergillus e Penicillium, como os principais agentes de
deterioracdo das sementes (TERVET, 1945; CHRISTENSEN; KAUFMANN,
1969; NEERGAARD, 1977, DHINGRA, 1985; WETZEL, 1987). BERJAK
(1987) cita que, segundo estatisticas da FAO, de 5 a 30% das sementes sdo
perdidas, anualmente, pela atuagdo desses microrganismos, afetando germinagao
e vigor.

Sendo assim, neste trabalho objetivou-se avaliar a influéncia do teor de
lignina presente no tegumento de diferentes cultivares de soja sobre a qualidade
fisica, fisiologica e sanitaria das sementes inoculadas com Aspergillus flavus e

Penicillium sp., durante o armazenamento.



13

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéncia da cultura da soja

A soja (Glycine max) é uma planta autdogama e anual, pertencente a
familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolinae (Glyciniae), género Glycine L., subgénero soja (Moench) F. J.
Germ. e a espécie Glycine max (L.) Merrill. Foi domesticada pelos chineses ha
cerca de cinco mil anos e hé trés mil anos que a cultura se espalhou pela Asia,
onde comegou a ser utilizada no consumo humano por seu alto valor alimenticio.
No final do século XV chegou ao ocidente, mas foi s6 no inicio do século XX
que passou a ser cultivada comercialmente nos Estados Unidos. A partir de
entdo, houve um rapido crescimento na produ¢do, com o desenvolvimento das
primeiras cultivares comerciais (CONWAY, 2003).

Alguns historiadores afirmam que a soja chegou ao Brasil em 1882,
outros em 1892, e outros que o grdo chegou com os primeiros imigrantes
japoneses em 1908. No RS, foi introduzida oficialmente em 1914 enquanto no
PR o seu cultivo iniciou-se em 1954. Porém, a expansdo da soja no Brasil
aconteceu nos anos 70, com o interesse crescente da industria de Oleo e a
demanda do mercado internacional. No inicio o plantio estava concentrado nos
estados do sul do pais, aproveitando a entressafra da cultura do trigo. Até 1975,
toda a producdo brasileira de soja era realizada com cultivares e técnicas
importadas dos Estados Unidos, onde as condi¢des climaticas e os solos sdo
diferentes do Brasil. Assim, a soja s6 produzia bem, em escala comercial, nos
estados do sul, onde as cultivares americanas encontravam condi¢des
semelhantes as de sua origem.

Com a criagdo de inumeras outras cultivares, a soja passou a ser

plantada, também, em regides de clima tropical no Brasil (Centro-Oeste,
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Nordeste ¢ Norte). A soja viabilizou a implantacdo de industrias de oleo,
fomentou o mercado de sementes e deu estabilidade a exploragdo econdmica das
terras em que antes so existiam matas e cerrados (CONWAY, 2003).

O grao da soja da origem a produtos e subprodutos utilizados atualmente
pela agroindustria de alimentos e industria quimica. A proteina de soja da
origem a produtos comestiveis (ingredientes de padaria, massas, produtos de
carne, cereais, misturas preparadas, bebidas, alimentacdo para bebés, confeccdes
e alimentos dietéticos). E utilizado, também, pela industria de adesivos,
nutrientes, alimentacdo animal, adubos, formulador de espumas, fabricacdo de
fibra, revestimento, papel ¢ emulsdo de agua para tintas. A soja integral ¢
utilizada pela industria de alimentos em geral e o 6leo cru se transforma em 6leo
refinado e lecitina, que dd origem a inimeros outros produtos (CONWAY,

2003).

2.2 Sementes de soja

2.2.1 Qualidade Fisioldgica

A qualidade fisiologica de sementes de soja é, em grande parte,
influenciada pelo genotipo. Nesse sentido, nos ultimos anos, nos programas de
melhoramento genético ha preocupacdo em desenvolver materiais com
caracteristicas relacionadas a resisténcia a doengas e pragas, teores de 6leo e
proteina e, mais recentemente, teor de lignina no tegumento das sementes
(COSTA etal., 2001).

A constituicdo genética da semente pode influenciar as caracteristicas de
qualidade fisiologica, logo, diferentes cultivares de uma mesma espécie podem
ter caracteristicas endogenas ao maior ou menor vigor, além da longevidade

(PRETE; GUERRA, 1999). Caracteres da planta, do legume e da propria
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semente, bem como seus efeitos interativos, podem estar correlacionados direta
ou indiretamente, com a deterioragdo das sementes, determinando a resposta
diferencial de cada cultivar e seus niveis de tolerdncia a deterioracdo das
sementes, as condigdes adversas no campo e até mesmo a colheita mecanizada.

A perda de qualidade no campo ¢ frequente, principalmente durante a
fase de maturagdo, que tem motivado varios pesquisadores a enfatizar a
possibilidade do uso da semente de tegumento com determinado grau de
impermeabilidade a agua (GIGLIOLI; FRANCA NETO, 1982; PESKE;
PEREIRA, 1983; HARTWIG; POTTS, 1987). A desidratagdo e hidratagdo
ciclica da semente, no campo, sdo apontadas como uma das principais causas da
reducdo da qualidade fisiologica (VIEIRA et al, 1983; COSTA, 1984;
TEKRONY et al., 1984).

2.2.2 Caracteristicas morfologicas das sementes

A producdo de sementes de soja de elevada qualidade pode ser
complementada por determinadas caracteristicas morfologicas da testa, tais
como a impermeabilidade a agua, a cor e o elevado teor de lignina.

O tegumento da semente ¢ proveniente dos integumentos do 6vulo, e o
integumento externo ou secundina d4d origem a testa enquanto o integumento
interno ou primina origina o tégmen. Por vezes o integumento interno em muitas
espécies da familia Fabaceae tende a desaparecer (ESAU, 1977; MILLER et al.,
1999). O tegumento como € o envoltdrio da semente exerce fun¢des de protegido
ao eixo embrionario e ao tecido de reserva contra choques e abrasdes;
manutencdo da unido entre as partes internas da semente; de impedimento a
entrada de microrganismos e insetos; de controle da velocidade de hidratagao e
de troca gasosa entre a semente e o meio; de regulacdo da germinagdo, por

intermédio da dorméncia (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000); além de
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protecdo ao embrido de ruptura celular e perda de substincias intracelulares,
durante a embebicdo (DUKE; KAKEFUDA, 1981).

Em um corte transversal da testa de uma semente de soja, podem ser
distinguidas quatro camadas a partir da sua superficie: cuticula, epiderme
(células epidérmicas em palicada ou macroesclerideos), hipoderme (células em
ampulheta, ou células pilares ou osteoesclerideos) e células parenquimatosas
(parénquima  lacunoso) (GLORIA; GUERREIRO, 2006). Células
esclerenquimatosas, chamadas macroesclerideos formam a camada de células
epidérmicas em pali¢ada, a qual aparece de uma forma continua por todo o
tegumento, com exce¢do da regido do hilo, onde duas camadas de células em
palicada podem ser observadas. Neste caso a camada de células em palicada
mais interna provém do funiculo, enquanto a mais externa, do integumento
externo do 6vulo (EVERT, 2006).

Algumas caracteristicas da camada de células epidérmicas em palicada,
como composi¢do quimica, arranjo e substancias intercelulares, vao influenciar
na absor¢gdo de agua (BACIU-MICLAUS, 1970; CALERO, 1979;
DUANGPATRA, 1976). A impermeabilidade do tegumento seria decorréncia de
impedimento da camada palicadica a passagem de agua, que pode ser verificado
com o uso de corantes especiais, como o azul de metileno (BACIU-MICLAUS,
1970).

A ocorréncia de materiais hidrofébicos na camada de células em
palicada € que determinaria as diferencas no grau de permeabilidade da testa.
Em sementes duras ou impermeaveis, a presenga de lipidios ocorre em grande
quantidade na base das células da camada em paligada, chegando a penetrar
entre as paredes celulares, enquanto nas sementes de testa permeavel a sua
presenga pode ser verificada por toda a camada.

As células imediatamente abaixo da camada em palicada sdo as células

em ampulheta ou hipoderme (CORNER, 1951), que se constitui de uma camada
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de células uniforme, continua em toda a testa, com excecdo da regido do hilo,
onde estd ausente. Ela ¢ formada por células esclerenquimatosas com parede
celular de espessura desuniforme, chamadas de osteoesclerideos, com a presenga
de grandes espacos intercelulares. Vale ressaltar que nas proximidades do hilo os
osteoesclerideos sdo maiores, fazendo com que a hipoderme apresente variagao
na espessura de 30-70 micrometros (DUANGPATRA, 1976).

O termo esclerénquima ¢ derivado do grego skleros, que significa duro.
A caracteristica principal deste tecido ¢ a presenca de paredes secundarias
espessadas, lignificadas ou ndo, havendo espessamento homogéneo e regular da
parede celular.

O esclerénquima ¢ um tecido de sustentacdo, presente na periferia ou nas
camadas mais internas do 6rgdo, no corpo primario ou secundario da planta.
Originado do meristema fundamental, da mesma forma que o parénquima ¢ o
colénquima, este tecido faz parte do sistema do corpo primario da planta. As
células do esclerénquima, em geral, ndo possuem protoplasto vivo na
maturidade, sendo esta uma das principais diferencas entre este tecido e o
colénquima, além da presenca de lignina e do espessamento secundario e
uniforme das paredes. A parede secundaria é composta de celulose,
hemicelulose, substancias pécticas e cerca de 35% de lignina (GLORIA;
GUERREIRO, 2006).

O parénquima lacunoso, ou esponjoso, ¢ composto de 6-8 camadas de
células, as quais sdo tangenciais a superficie da testa e possuem parede celular
fina. Apresenta células de formato irregular, com projecdes laterais, conectadas
as células adjacentes, delimitando espagos intercelulares, que podem ter
amplitudes variadas. As células do parénquima esponjoso conectam-se com as
células do parénquima pali¢adico, podendo, neste caso, ter formato diferenciado
das demais células esponjosas, bem como estar conectadas a varias células do

paligadico.
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De acordo com Esau (1977) na parte mais externa do parénquima as
células apresentam-se grandes e alongadas, enquanto na interna elas sdo
menores e bastante ramificadas. O parénquima esta presente em toda a testa da
semente, com exce¢do da regido do hilo (hilo propriamente dito, micrdpila e
rafe), onde ha trés camadas diferentes: 1) camada mais externa: as células
parenquimadticas sdo dispostas radialmente e com grande espago intercelular e
estdo em contato com os osteoesclerideos; 2) camada mediana de parénquima:
as células apresentam-se ramificadas ao redor do hilo, sdo de formato achatado e
tamanho reduzido possuindo pequenos feixes de vasos em espirais; 3) camada
mais interna: formada por células parenquimaticas mais ou menos tipicas
(DZIKOWSKI, 1936, citado por CARLSON; LERSTEN, 1987).

A espessura da testa de uma semente de soja varia entre 70-100
micrometros, considerando-se as quatro camadas em conjunto e existe variagdo
entre cultivares. Ressalta-se que esta caracteristica fisica ¢ constante dentro de
cada cultivar e é controlada geneticamente (CAVINESS; SIMPSON, 1974).

O alto grau de impermeabilidade de sementes duras em Phaseolus seria
decorréncia das caracteristicas da camada de células epidérmicas em paligada
(EVERT, 2006). A partir deste apontamento, Agbo et al. (1987) sugeriram que
as células em palicada sdo menos permedveis a0 movimento da dgua do que as
células parenquimatosas (subepidérmicas) por estas ultimas ndo possuirem
esclerideos. Assim, a espessura das camadas de células (em palicada e
ampulheta) poderia estar relacionada a embebicdo da dgua dentro de um
contexto fisico. Com o objetivo de atingir e hidratar os cotilédones, a 4gua teria
uma distancia bem maior a percorrer em uma camada espessa do que em uma
camada fina de células.

Alguns autores consideram que a agua atinge o embrido de sementes de
soja, passando principalmente por meio da testa (NOODEN et al., 1985;
CHACHALLIS; SMITH, 2000); enquanto Mcdonald et al. (1988) consideraram
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que o principal caminho percorrido pela agua ¢ a regido hilar. Em Phaseolus
lunatus (KORBAN et al., 1981) e Phaseolus vulgaris (AGBO et al, 1987), a
regido hilar (hilo propriamente dito, rafe e micrépila), também, foi considerada a
principal via de acesso da agua para o interior da semente.

A presenca ou ndo de poros e sua quantidade, forma e tamanho na
superficie da testa também ¢ controlada geneticamente, portanto, ¢ uma
caracteristica que varia entre cultivares. Os poros parecem estar relacionados
com a absor¢do de a4gua e em sementes duras eles estdo ausentes ou apresentam-
se em quantidade bastante reduzida (CALERO, 1979). Em algumas cultivares os
poros atravessam a camada palicadica da testa (CALERO et al., 1981; WOLF et
al., 1981). Com o uso da microscopia eletronica de varredura, foram encontrados
poros na testa de sementes de soja (WOLF e BAKER, 1972; WOLF et al., 1981;
YAKLICK et al, 1984, HARRIS, 1987), que levou os pesquisadores a
considerarem uma possivel relagdo entre a presenca ou ndo de poros e a
impermeabilidade da testa.

Como Wolf e Baker (1972) e Wolf et al. (1981) encontraram pequenos
poros tanto nas cultivares de sementes duras como normais, eles concluiram que
os poros nio afetariam a permeabilidade do tegumento. Por sua vez, Harris
(1987), trabalhando com variedades de soja de sementes duras e normais,
verificou a presenga de poros apenas nas sementes das variedades permeéveis.
Nas sementes das variedades duras ele notou a linha de luz mais proeminente.
Assim, concluiu que trés fatores estruturais poderiam estar relacionados com a
impermeabilidade da testa: poros, depositos fendlicos e a linha de luz. O mesmo
autor menciona que a presenca de compostos fenodlicos nas variedades duras
poderia esclarecer o porqué delas serem mais resistentes ao ataque fungico e
possuirem uma reduzida taxa de deterioragdo no campo.

De acordo com Duangpatra (1976), a camada de suberina no hilo

poderia ser outro fator. Em sementes de soja (SAIO, 1976) e ervilha (WERKER
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et al., 1979), a impermeabilidade foi atribuida a cuticulas espessas, a linha de
luz, camadas pécticas duras, substincias fenolicas (quinonas) na camada
pali¢adica, contetido de célcio, espessura da testa e o tamanho da abertura da
micrépila. Yaklich et al. (1984), ao estudarem a testa permedvel e impermeével
de sementes de soja, consideraram as seguintes hipoteses para explicar a
impermeabilidade da testa: 1) a superficie de uma testa impermeéavel contém
cuticula ou um depdsito de cutina e cera e 2) a fissura hilar e a micropila estdo
fechadas ou cobertas com cutina e ou cera. O depdsito de cutina e ou cera na
testa ¢ proveniente ou da propria testa ou do endocarpo da parede do legume.

Uma das principais causas do decréscimo do potencial fisiologico da
semente ¢ a absor¢do de dgua ainda no campo, apds a maturidade fisiologica
antes da colheita (VIEIRA et al., 1982). Isso despertou o interesse pela
utilizagdo de sementes que possuam testa com certo grau de dureza (GIGLIOLI,
FRANCA NETO, 1982; PESKE; PEREIRA, 1983; HARTWIG; POTTS, 1987),
ou seja, com testa impermeavel ou semipermedvel a agua. As vantagens dessa
caracteristica seriam: redugdo das flutuagdes de umidade nas sementes, em
virtude das oscila¢cdes da umidade relativa do ar nos estadios de maturagdo e
pré-colheita (POTTS et al., 1978; HARTWIG; POTTS, 1987); reduzida
incidéncia de patogenos transmitidos por sementes (MIRANDA, 1977; HILL et
al., 1985; BRACCINI et al., 1994); maior tolerancia a deterioragdo em campo,
mesmo em condigdes extremas de estresse, como altas temperaturas associadas
com baixa disponibilidade hidrica durante a fase de enchimento das sementes
(GIGLIOLI; FRANCA NETO, 1982); maior resisténcia aos danos mecanicos
durante a colheita (FRANCA NETO; POTTS, 1979; FRANCA NETO et al.,
1983); menor incidéncia de danos provocados por percevejos (FRANCA NETO
et al,, 1983); e maior potencial de armazenamento (POTTS et al., 1978;
DASSOU; KUENEMAN, 1984).
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2.2.3 Teor de lignina

A lignina é um polimero fendlico natural, importante por conferir
resisténcia mecanica, transporte de agua e defesa em plantas vasculares.

E uma substincia amorfa, presente nas plantas vasculares, formada pela
polimerizagdo de varios alcoois, como o p-coumaril, o coniferil e o sinaptil. A
auséncia de lignina nas células de esclerénquima ¢ rara, mas pode acontecer em
algumas espécies. As células do esclerénquima podem manter seu protoplasto
ativo, mesmo depois de totalmente diferenciadas; nesse caso, as paredes muito
espessadas sdo ricas em pontuagdes, situacdo comum em fibras e nas esclereides
(GLORIA; GUERREIRO, 2006).

Em semente de soja, essa substancia tem um papel muito importante na
qualidade fisica e fisiologica. O tegumento de semente de soja € muito fino e o
teor de lignina presente ¢ muito baixo, que proporciona pouca prote¢do para a
radicula que se situa em uma regido muito vulneravel, diretamente abaixo do
tegumento.

No melhoramento genético visando a alteragdes na permeabilidade da
testa de sementes de soja, deve-se ter em mente que essa caracteristica esta
associada a diversos fatores, tais como estruturas presentes na testa (hilo,
estrofiolo, micrdpila), porosidade, cor e cerosidade (SOUZA; MARCOS
FILHO, 2001).

Ressalta-se, porém, que as sementes com testa impermeavel apresentam
limitagdes, para que o melhoramento genético possa utilizar essa caracteristica
com o intuito de melhorar a qualidade das sementes de soja. Como essa
caracteristica é governada por trés genes maiores (KILEN; HARTWIG, 1978), a
sua expressao podera sofrer interferéncia de varios fatores ambientais, como a
ocorréncia de periodos de seca, durante o estadio de enchimento de graos (HILL

et al., 1986), as condigdes climaticas, durante as fases de maturagdo e colheita
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(MINOR; PASCHAL, 1982; HARTWIG; POTTS, 1987) ¢ a temperatura de
secagem das sementes apos a colheita (POTTS et al., 1978). Ainda, corre-se o
risco do aparecimento de um nuimero significativo de plantas voluntarias em
cultivos posteriores e, possivelmente, problemas de estande desuniforme de
plantas (POTTS et al., 1978) e a provavel necessidade da escarificagdo das
sementes de lotes com elevados indices de impermeabilidade (FRANCA NETO,
1984).

De acordo com Woodstock (1988), as sementes impermeaveis ou duras
sdo provenientes da organiza¢do compactada de microfibrilas de celulose na
parede celular. As paredes celulares seriam formadas de grandes quantidades de
polissacarideos como a celulose e a hemicelulose e de polimeros
fenilpropanoides, ou seja, lignina (LOWRY et al., 1994). Substancias
impermeaveis a agua tais como ceras, suberina, tanino ou lignina podem ser
encontradas na parede celular (MCDOUGALL et al., 1996). Para Lewis e
Yamamoto (1990), a lignina ¢ um polimero natural e esta presente apenas na
testa.

Braccini et al. (1994) verificaram que a cultivar de soja Doko, apesar de
ndo ser impermeavel a dgua, apresentou qualidade de sementes semelhante as
cultivares portadoras dessa caracteristica. A explicagdo ¢ que a cultivar Doko
apresenta elevado teor de lignina na testa (ALVAREZ al., 1997). Por sua vez,
Tavares et al. (1987) verificaram que os maiores valores de lignina
encontravam-se nas linhagens de soja com testa impermedvel. Também,
Panobianco et al. (1999) verificaram variagdes no teor de lignina da testa entre
genotipos de soja.

Carbonell e Krzyzanowski (1995), ao estudarem 12 cultivares de soja,
quanto ao teor de lignina na testa, encontraram uma forte correlagdo entre o teor
de lignina e a resisténcia ao dano mecénico. Bay et al. (1995), apos avaliacdo da

composi¢do quimica da testa de sementes de feijao-vagem, concluiram que a
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testa apresenta maior resisténcia quanto maior for o teor de lignina, oferecendo,
portanto, uma maior prote¢do ao embrido. Dentro deste enfoque, Srisuma et al.
(1991), ao estudarem a testa de sementes de feijdo branco, verificaram que a
rigidez da testa é decorréncia do teor de lignina e celulose da parede celular.

Atualmente os programas de melhoramento genético de soja visam a
selecdo de gendtipos com elevados teores de lignina (> 5,0 %), por apresentarem
boa resisténcia ao impacto mecanico, em relagdo ao desenvolvimento de
cultivares com testa impermeavel (ALVAREZ et al., 1997). Por sua vez, ndo
esta devidamente esclarecido se existe ou ndo uma correlagdo entre o teor de
lignina e a espessura da testa (AGRAWAL; MENON, 1974; TAVARES et al.,
1987).

Ressalta-se que os estudos voltados para incorporar o gene da
caracteristica da testa da semente responsavel pelo controle de absor¢do de agua
visam unicamente a produgdo de sementes de elevado potencial fisiologico, que
seria uma consequéncia da redug¢do da deterioragdo no campo e dos danos
mecédnicos na colheita, assim como de um potencial de armazenamento

prolongado (POTTS et al., 1978).

2.3 Armazenamento de sementes

A velocidade da perda de viabilidade ap6s a maturidade fisiologica
depende das condigdes ambientais pré e pds - colheita, do nivel de danos
mecanicos durante a colheita ¢ o beneficiamento e das condi¢des de
armazenamento (HARRINGTON, 1972). Para Delouche (1973), a partir da
maturidade fisiologica tem-se inicio o processo de deterioracdo das sementes.
Atrasos na colheita, apds o periodo de maturidade, correspondem ao
armazenamento das mesmas no campo e contribuem para acelerar o processo de

deterioracdo. Esse armazenamento ao ar livre pode comprometer a qualidade das
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sementes, pois essas permanecem expostas as variagdes climaticas, ao ataque de
insetos e de microrganismos que contribuem significativamente para a queda de
qualidade, como ja verificado por varios autores (VIEIRA et al., 1982;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Com o armazenamento de sementes deve-se procurar minimizar o
processo de deterioragdo, evitando a perda de germinagdo e de vigor, e prevenir
perdas de recursos genéticos muitas vezes importantes (DIAS; CHAMMA,
1991).

Quando a semente ¢ colocada no armazém, a preservacdo da qualidade
fica na dependéncia das condi¢des de armazenamento ¢ do potencial fisiologico
inicial. A qualidade da semente ndo pode ser melhorada, durante o
armazenamento, podendo apenas ser preservada quando as condi¢des de
conservacao sdo favoraveis (POPINIGIS, 1985; CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

A partir do momento que a semente atinge a maturidade fisiologica, os
processos de deteriora¢do tornam-se ativos ¢ inicia-se a perda do seu potencial
fisiologico. Com o armazenamento procura-se conservar esse potencial até que a
semente seja semeada, de maneira que produza a populacdo de plantas esperada
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Entre os fatores que afetam o potencial fisiologico das sementes,
encontram-se constitui¢do quimica, qualidade inicial, teor de agua, condicdes
ambientais e presenca de fungos e insetos durante o armazenamento

(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

2.3.1 Deterioracédo das sementes

A deterioracdo pode ser definida como um processo que envolve

mudangas citologicas, bioquimicas e fisicas que causam a morte das sementes. O
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processo foi caracterizado por Delouche (1975) como inexoravel, irreversivel e
progressivo. Tal processo ¢ determinado por fatores genéticos, ataques de
percevejos, condicdes ambientais no periodo poés-maturagdo/pré-colheita,
procedimentos de colheita e de beneficiamento, além das condi¢des de
armazenamento e transporte.

A velocidade de deterioragdo depende da qualidade inicial da semente,
de modo que lotes de sementes da mesma espécie e da mesma variedade sob as
mesmas condi¢gdes de armazenamento podem apresentar ampla variagdo quanto
ao tempo que levam para perder seu potencial fisiologico. Lotes de semente com
maior qualidade inicial mantém melhor qualidade no armazenamento e oferecem
maior tolerancia ao processo de deterioragdo (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).

Fatores indesejaveis como condicdes adversas durante o
desenvolvimento da semente e na fase de pré-colheita, danos mecanicas, durante
a colheita e no beneficiamento, danos térmicos € mecanicos durante a secagem,
e condi¢des precarias de manuseio, além de causarem perdas imediatas de
germinagdo e vigor, submetem a semente a deterioracdo mais rapida durante o
armazenamento (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

A temperatura ¢ a umidade relativa do ar em que as sementes sdo
armazenadas s@o os principais fatores ambientais que afetam o potencial
fisiolégico da semente. A temperatura afeta a velocidade dos processos
bioquimicos na semente, enquanto a umidade relativa do ar controla o teor de
agua das sementes (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O teor de agua da semente ¢ fun¢do da umidade relativa do ar e da
temperatura. As sementes, por serem higroscopicas, absorvem ou perdem agua
do ambiente, até entrarem em equilibrio com o mesmo. No armazenamento, o

aumento da temperatura provoca a aceleracdo das atividades respiratorias da
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semente ¢ de fungos que a acompanham, bem como da atividade dos insetos
(CARVALHO, 1994).

As sementes de soja atingem a maturidade fisioldgica com 35 a 45% de
teor de umidade, quando ndo ¢é ainda possivel a colheita (DELOUCHE, 1975).
Todavia, se as condi¢Oes climaticas forem favoraveis, essa faixa de teor de
umidade pode cair rapidamente para 15 a 18% em uma semana apenas.

A constante desidratacdo e hidratacdo das sementes, causadas pela
alternancia de periodos chuvosos e secos, faz com que as mesmas, ainda no
campo, sofram constantes altera¢cdes no seu teor de umidade, acelerando-se os
seus processos de deteriora¢do, que ¢ mais drastico para as cultivares precoces
que para as tardias, pois, para as primeiras, a temperatura apds a maturagdo ¢
mais elevada (DELOUCHE, 1975).

A deterioragdo por umidade, conforme descrita por Moore (1973),
Pereira ¢ Andrews (1976) e Franca Neto (1984) citados por Franga Neto et al.
(1998), resulta da exposicdo das sementes de soja a ciclos alternados de
condigdes ambientais midas e secas na fase final de maturacdo, antes da
colheita. Tais danos apresentam uma maior magnitude, caso ocorram em
ambientes quentes, tipicos de regides tropicais e subtropicais.

Sementes com deterioragdo por umidade apresentam rugas
caracteristicas nos cotilédones, na regido oposta ao hilo, ou sobre o eixo
embriondrio. Frequentemente, tais lesdes podem estar associadas com a infecgao
por certos fungos.

Por outro lado, sementes com elevado teor de agua requerem secagem
imediata que pode ser feita tanto em secador convencional, usando ar quente,
como em silos com sistema de ventilagdo. Cerqueira et al. (1979) determinaram
um prazo maximo de 72 horas de retardamento da secagem para sementes de

soja colhidas com 19,1% de teor de umidade, para as condigdes de Pelotas, RS.
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Com teores mais baixos (15 a 17%), as sementes suportam periodos mais
longos.

Com relacdo as sementes de soja, varios critérios devem ser observados,
como por exemplo, ndo empregar temperaturas acima de 43,3°C e umidade
relativa abaixo de 40%, evitando-se, dessa maneira, danificagées nas células do
embrido e quebraduras no tegumento da semente, que facilitam a penetragao de
microrganismos patogénicos e o ataque de pragas no decorrer do

armazenamento (DELOUCHE, 1975; HARRINGTON, 1972).

2.3.2 Efeito de danos mecéanicos

Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), durante o processo produtivo de
qualquer cultura, o dano mecanico ¢ consequéncia, na sua maior parte, da
modernizagdo das atividades agricolas. As perdas de graos de soja durante a
colheita tém atingido niveis bastante preocupantes, nos ultimos anos. Essas
perdas podem ser atribuidas a uma série de fatores, especialmente manejo
inadequado da lavoura, mau preparo do solo, plantio de cultivares ndo
adequadas, presenca de plantas daninhas nas lavouras, retardamento da colheita
e, finalmente, a falta de regulagens e manuteng@o das maquinas colhedoras.

Ainda, segundo os mesmos autores, uma semente pode ser sofrer danos
mecanicos nas maquinas de semeadura ou de colheita e, também, durante o
beneficiamento, armazenamento e transporte. Os fatores que controlam o grau
de danos mecanicos, em sua maior parte, sdo a intensidade e o numero de
impactos sofridos por elas entre outros. A intensidade de danos mecanicos que
sofre uma semente ¢ avaliada por seus efeitos sobre sua germinagdo e seu vigor.

Dentre os fatores mais importantes que determinam a severidade de
danos mecanicos sofridos pelas sementes ou graos, destaca-se o teor de umidade

no momento do impacto. Em fun¢do do teor de agua, o dano mecénico sera
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classificado em dois tipos: por “quebramento”, a semente sofre esse tipo de
injuria quando o teor de dgua ¢ muito baixo, resultando no rompimento dos
tecidos das sementes; ou por “amassamento”, ocorre quando o teor de agua ¢
muito alto, pois, em razdo dos tecidos serem tenros, as sementes ficam
amassadas na regido onde ocorreu o impacto. Na pratica, pode-se dizer que o
dano mecanico por “quebramento” aumenta em intensidade a medida que o teor
de dgua se reduz a valores inferiores a 12-14% e, a por “amassamento”, aumenta
a partir de 16-18% (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Ainda segundo os mesmos autores, as sementes exalbuminosas como a
soja t€m como principal tecido de reserva os cotilédones e, como o tecido
cotiledonar ¢ embrionario, torna-se mais suscetivel ao dano mecanico, pela
exposicdo do eixo embrionario. Portanto, em sementes arredondadas, a
probabilidade de que ocorra o impacto sobre o eixo embrionario € igual a de
ocorrer em outra regido qualquer da semente. Essa seria uma das possiveis
explicagdes para a alta suscetibilidade das sementes de soja aos danos
mecanicos.

Alvarez et al. (1997) e Panobianco et al. (1999) observaram relagdo
direta entre a resisténcia das sementes a danos mecénicos e os teores de lignina.
Também foi observada grande variabilidade genética para a resisténcia a dano
mecanico (CARBONELL; KRZYZANOWSKI, 1995) e para o teor de lignina
(CARBONELL; KRZYZANOWSKI, 1995; ALVAREZ et al., 1997). A
lignificagdo do tegumento confere resisténcia mecanica ao tecido e protege a
parede celular de infec¢des por microrganismos (TAVARES et al., 1987).

Os efeitos dos danos mecanicos sobre a qualidade das sementes ou graos
podem ser subdivididos em dois tipos: efeitos imediatos, os quais ocorrem se
houver dano no momento da semeadura. Esse efeito dificilmente sera avaliado
como problema, porque, na maior parte das vezes, a semente serd armazenada e

ndo semeada; e os efeitos latentes, aqueles observados somente apos as sementes
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danificadas terem permanecido armazenadas no periodo entre a colheita e a
semeadura. Neste caso, a possibilidade dos danos mecanicos terem
consequéncias mais sérias ¢ muito maior. Uma semente cujo tegumento foi
rompido torna-se muito mais suscetivel a deterioracdo durante o armazenamento
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Moore (1974) afirma que os efeitos latentes de danos mecanicos sdo
mais graves quando ¢ do tipo “amassamento”. Neste tipo de dano, o volume de
tecido ndo danificado € muito maior do que quando o dano ¢ por “quebramento”,
entdo, o tecido afetado serve como um “centro de infec¢do” para o resto da
semente. O ponto onde o tegumento se rompeu serve como porta de entrada para
fungos de armazenamento, os quais teriam, possivelmente, papel na deterioragdo
da semente. Tendo em conta que, entre as fungdes que o tegumento desempenha
esta a de regular a velocidade de absor¢do de agua, poder-se-ia esperar que essa
funcdo fosse anulada ou, pelo menos, realizada com menor eficiéncia, quando
uma pancada sobre a semente rompesse sua integridade.

O efeito latente ¢ mais acentuado do que o imediato porque o dano
reduz, durante o armazenamento, o vigor da semente. Consequentemente, o
nivel de energia na semente, no momento em que € posta no solo para germinar,
¢ mais baixo do que numa semente recém-danificada. Em ambos os casos, as
sementes vao mobilizar energia com o objetivo de cicatrizar o tecido; no caso,
porém, da semente injuriada e armazenada (efeito latente) é bem mais provavel
que, apos cicatrizar o tecido, a energia remanescente ndo seja suficiente para que
o processo de germinagdo se complete. As vezes, a redugio do vigor durante o
armazenamento ¢ tdo acentuada que a energia remanescente ndo chega a ser
suficiente sequer para cicatrizar o tecido danificado (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000).
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2.3.3 Efeitos do ataque por microrganismos

Os patdgenos associados as sementes causam danos diretos as
plantagdes, redugdo do estande, debilitacdo das plantas e a criacdo de fontes de
indculo primario para o desenvolvimento de epidemias, também provocam
danos indiretos, como a introdu¢do de patdogenos em areas isentas (BAYER,
1996).

A interacdo dos fatores ambientais, de temperatura e de umidade relativa
do ar, com a umidade dos grdos e danos mecanicos pode favorecer a atividade
de fungos de armazenamento, como os do género Aspergillus, que promovem
alteragcdes bioquimicas, degenerativas e irreversiveis das sementes (PAIVA et
al., 1995).

Os fungos de maior incidéncia sdo Aspergillus spp. ¢ Penicillium spp.,
que tém sido associados as sementes de baixa qualidade fisiologica
(MARIOTTO et al., 1982). Espécies de Aspergillus dos grupos flavus e niger
tétm causado decréscimo de germinacdo (HARMON; PFLEGER, 1974;
MCLEAN et al., 1984) e, assim como Penicillium spp., tém promovido lesdes
nas plantulas, levando ao menor desenvolvimento dessas (BACKMAN;
HAMMOND, 1976, ITO et al., 1992). Estes fungos podem contaminar e infectar
as sementes no campo (ROSSETTO et al., 2003) e apos a colheita (ITO et al.,
1992).

Amaral e Usberti (1983) detectaram Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Penicillium spp. e Rhizopus spp. em sementes de amendoim armazenadas,
com ou sem fungicida, tendo as sementes tratadas apresentado infestagdo menor
que as ndo tratadas. Lago et al. (1976) armazenaram sementes de amendoim
durante 21 meses, em sacos plasticos de 0,15mm de espessura e tratadas com
diversos fungicidas, constataram que sementes ndo tratadas deterioraram-se

rapidamente, atingindo 27% de germinagdo aos seis meses.
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Em sementes de amendoim, Usberti ¢ Amaral (1999) constataram que
para a invas@o desses fungos, os teores de dgua das sementes devem ser maiores
que 7% (base umida).

Diversas espécies de Aspergillus ocorrem em sementes de soja, porém a
mais frequente ¢ Aspergillus flavus. Tem sido observado que, em sementes
colhidas com teores clevados de umidade, um retardamento do inicio da
secagem por alguns dias ¢ suficiente para reduzir sua qualidade, por causa da
acdo desse fungo. Quando encontrado em alta incidéncia, pode reduzir o poder
germinativo das sementes.

Os produtos armazenados grios ¢ sementes podem ser o alvo preferido
de alguns fungos, pois servem como substratos apropriados ao desenvolvimento
de algumas espécies.

O ataque de fungos pode afetar a qualidade fisioldégica com redugdo da
germinagdo e vigor de sementes e liberar micotoxinas em graos, causando
intoxicagdes (micotoxicoses) em animais e humanos (POPINIGIS, 1985;
MENTEN, 1995; PEREIRA, 1995, MALOZZI; CORREA, 1998).

O género Aspergillus constitui-se de fungos toxigénicos, causadores de
deterioracdo em grdos e sementes, sdo saprofitos cosmopolitas de disseminagdo
facil por seus esporos leves e secos. S@o xerofilicos ou xero tolerantes, ou seja,
podem crescer em baixo potencial de Aagua, sendo os primeiros a se
desenvolverem nas condigdes de baixa umidade dos graos e sementes, assim,
facilitando o desenvolvimento de outros géneros que necessitam mais umidade
(NEERGAARD, 1979; BERJAK, 1987; MILLS, 1983;GRIFFIN, 1994; LUZ,
1995; PUZZI, 2000).

Paiva et al. (1995) estudaram a acdo de Aspergillus flavus sobre
sementes de soja, cv. CAC-1 com dois niveis de teor de umidade (12 e 15%) as
quais foram inoculadas com esporos de dois isolados de A. flavus e submetidas

ao teste de envelhecimento acelerado, expondo-as a 42°C e 95% de umidade
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relativa por 0, 24, 48 e 72 horas. Considerando a inoculagdo ou ndo das
sementes, foram obtidas respostas altamente significativas para todos os testes,
demonstrando o potencial de deterioragdo do isolado utilizado cujo indculo
cobriu parcialmente as sementes nos tratamentos de 24 horas e totalmente nos
tratamentos de 48 e 72 horas. Diferencas altamente significativas foram
detectadas entre todos os tratamentos para os testes porcentagem de germinagao,
e entre o tratamento de 72 horas e os demais para nivel de vigor em tetrazdlio,
avaliacdo de estande inicial e velocidade de emergéncia.

Henning et al. (1985) estudaram a qualidade de sementes de soja
“Tropical” armazenadas com 17 ¢ 9% de teor de umidade em camara fria (12-
15°C; 65-70% U.R.) e ambiente natural, em Teresina/PI. De maneira geral, o
teor de umidade das sementes decresceu durante a armazenagem estabilizando-
se em torno de 8%. A qualidade fisiologica determinada pelos testes de
germinagdo padrdo, envelhecimento precoce e tetrazélio (germinacdo e vigor)
foi sempre superior para sementes armazenadas em caAmara fria. Apos 45 dias de
armazenagem em ambiente natural, independentemente do seu teor natural de
umidade, as sementes ja apresentavam sensiveis decréscimos na sua qualidade.
Paralelamente, observou-se acentuada elevag@o nos indices de deterioracdo por
umidade, determinados pelos testes de tetrazélio e aumento na incidéncia de
Aspergillus spp. Em cémara fria ndo houve proliferacdo desse fungo
observando-se apenas ligeiro aumento nos indices de deterioragdo por umidade.
A andlise sanitaria revelou baixos indices de Phomopsis sp., Colletotrichum
dematium var. truncata. Com relagdo a Cercospora kikuchii e Fusarium
semitectum, observou-se que os mesmos perderam sua viabilidade no
armazenamento em ambiente natural, porém foram preservados em camara fria.

Ja o Penicillium é menos frequente que Aspergillus spp., porém ocorre
geralmente em semente de soja de baixa qualidade. O Penicillium sp. multiplica-

se vegetativamente por conidios produzidos em cadeia em conididéforos que se
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ramificam na extremidade, lembrando uma vassoura. Estes conidios, apoés
disseminados, produzirdo novo micélio (KIMATI et al., 1978).

A sua forma teleomorfica pertence a familia Trichocomaceae, ordem
Eurotiales, Subclasse Eurotiomycetidae, Classe Eurotiomycetes, Divisdo
Ascomycota, Reino Fungi (INDEX FUNGORUM, 2010). Os géneros Erotium
sp., Sartoya sp. e Emerilha sp. pertencem a familia do Eurotiaceae e representam
os genes mais importantes da fase sexual. As espécies de Penicillium sp. tém
fases teleomorficas dos génerosTalaromyces sp. e Eupenicillium sp. (KIMATI et
al., 1978).

Existem registrados cerca de 1107 espécies, variedades e formae
speciales de taxons pertencentes ao género Penicillium sp. presentes e descritos
em literatura. Foi observado 182 variedades e duas formae speciales associadas
ao género (Index Fungorum, 2010). Dentre 2140 registros de ocorréncia do
hospedeiro que apresentava em seu tecido Penicillium sp., cerca de 90 registros
sobre a cultura do milho (Zea mays L.) e 30 na nogueira-pecd (Carya illinoensi
K). E dentre as varias espécies de citros a que mais apresentou hospedeiros foi o
Citrus sp. Cerca de 40 espécies de Penicillum sp. foram registradas em
hospedeiros no Brasil (INDEX FUGORUM, 2010; EMBRAPA, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério Central de Analise de Sementes
do Departamento de Agricultura e nos Laboratdrios de Patologia de Sementes ¢
de Microscopia Eletronica do departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. O projeto foi conduzido em dois

ensaios distintos, relacionados abaixo.

3.1 Primeiro Ensaio: Caracteristicas fisicas, fisiologicas, sanitarias e
ultraestruturais de sementes de soja com diferentes teores de lignina

Foram utilizados lotes de sementes de soja com diferentes teores de
lignina, pertencentes as cultivares Silvania RR, Valiosa, Conquista, Celeste,
BRS 245 ¢ BRS 247.

As sementes de todas as cultivares foram produzidas na area
experimental da UFLA, em Latossolo Roxo distroférrico, fase cerrado, no
periodo de abril a agosto de 2007. De acordo com a classificagdo de Koppen, a
regido Sul de Minas Gerais apresenta clima tipo Cwa (OMETO, 1981). Os dados
relativos a temperatura, umidade relativa e precipitacdo pluviométrica,
registrados na Estacdo Climatologica Principal de Lavras (MG) s@o apresentados
na Figura 1.

A adubagdo de semadura foi realizada de acordo com a analise de solo e
as interpretacdes segundo Riberiro et al. (1999). As sementes foram tratadas
com o fungicida Vitavax Thiram 200 CS, na dosagem de 250 ml/100kg de
sementes, sendo em seguida inoculadas com produto comercial turfoso, de
maneira a garantir populagdo minima de 1.200.000 bactérias/semente. Por
ocasido do desbaste, manteve-se a densidade de 16 plantas por metro linear,
sendo os tratos culturais, quando necessarios, realizados segundo recomendagdes

para a cultura.
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As sementes foram colhidas manualmente, quando as plantas se

encontravam entre os estadios reprodutivos R7 e R8 (FEHR; CAVINESS, 1977)

e, apos trilha manual, foram secadas & sombra até que atingissem teor de agua

proximo a 13% e foram armazenadas em camara fria (10 °C e 40% UR).

Em seguida, foi feita a determinagdo do perfil inicial das

sementes, avaliando-se teor de agua, teor de lignina, avaliagdo da qualidade

fisioldgica, sanitaria e analise ultra-estrutural.

Este ensaio foi instalado em delineamento inteiramente casualizado,

com quatro repeticdes. As analises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o

software Sisvar® (FERREIRA, 2000) e as médias comparadas pelo teste de
Scott-Knott (P< 5%).
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3.1.1 Caracterisitcas fisicas

Teor de &gua das sementes: determinado pelo método da estufa a
105°C por 24 horas, sendo utilizadas duas repetigdes de 50 sementes, por
tratamento. Os resultados foram expressos em porcentagem.

Teor de lignina no tegumento: para facilitar a separa¢do do tegumento
do embrido da semente de soja, as sementes foram imersas em dagua, por
aproximadamente 12 horas. Apdés a remog¢do dos tegumentos, esses foram
colocados para secar em estufa previamente regulada a temperatura de 55°C, por
48 horas. Posteriormente, os tegumentos foram triturados em moinho de bola,
com o objetivo de obter um pod bastante fino. A lignina foi quantificada em duas
repeticoes de 0,5g de tegumento para cada cultivar, pelo método do
permanganato de potassio (VAN SOEST; WINE, 1968) e os resultados

expressos em porcentagem.

3.1.2 Qualidade sanitaria

Teste de sanidade (Blotter Test): as sementes foram incubadas em
placas de Petri de 15 cm, contendo trés folhas de papel de filtro umedecidas com
solucdo de 2,4 diclorofenoxiacetato de potassio (2,4-D) a 5 ppm. Foram
utilizadas 25 sementes de cada tratamento por placa, num total de oito
repeticoes. As placas foram mantidas em sala de incubagdo a 20°C sob
fotoperiodo de 12 horas, onde permaneceram por sete dias, quando foram
avaliadas quanto a presenga dos principais patdégenos da cultura da soja

(MANUAL DE ANALISE SANITARIA DE SEMENTES, 2009).

3.1.3 Qualidade fisioldgica
Teste de germinagdo: avaliado segundo as Regras para Analise de
Sementes - RAS (BRASIL, 2009), por meio da semeadura de 200 sementes por

tratamento, divididas em quatro repeti¢cdes de 50 sementes, em rolos de papel
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germitest umedecidos com agua. Esses rolos foram mantidos em germinador a
25°C por sete dias, quando foi realizada a avaliagdo. Os resultados foram
expressos em porcentagem de plantulas normais.

Teste de tetrazdlio: quatro repeticdes de 25 as sementes foram pré-
condicionadas entre folhas de papel germitest, umedecidas com agua destilada
2,5 vezes o seu peso, por um periodo de 16 horas a 25°C. Para a avaliagdo da
qualidade, as sementes foram colocadas em copos plasticos, totalmente
submersas em solugdo de tetrazolio na concentragdo de 0,075% e, em seguida,
foram mantidas em BOD a 25°C, durante 150 a 180 minutos. Ao alcangarem o
padrdo de coloracdo, as sementes foram retiradas da estufa, lavadas em agua
comum e mantidas submersas em agua até o momento das avaliacdes, realizadas
conforme critérios descritos por Franga Neto et al. (1998).

Condutividade elétrica: realizada em quatro repeti¢des de 50 sementes
por tratamento, sendo as sementes pesadas com precisdo de duas casas decimais
e, em seguida, colocadas em copos plasticos descartaveis com 75mL de agua
deionizada. Apds 24 horas de embebicao a temperatura de 25°C, a condutividade
elétrica foi determinada com auxilio de um condutivimetro e os resultados
expressos em pS.cm™.g”', de acordo com o método descrito por Krzyzanowski et
al. (1999).

Teste de emergéncia em bandeja: a semeadura foi realizada em
bandejas plasticas contendo como substrato solo e areia na proporc¢ao 2:1. Foram
utilizadas quatro repeti¢des de 50 sementes por tratamento. Apds a semeadura,
as bandejas foram mantidas em camara de crescimento vegetal a 25°C e
fotoperiodo de 12 horas. Irrigacdo foi realizada a intervalos de dois dias. A partir
da emergéncia da primeira plantula foram realizadas avaliagdes diarias,
computando-se o numero de plantulas emergidas até a estabilizagdo. Foram

consideradas as porcentagens de plantulas normais aos 14 dias.
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Correlacao fenotipica: a estimativa da correlagdo fenotipica entre o
teor de lignina e os pardmetros utilizados para a avaliagdo da qualidade
fisiologica das sementes foi determinada entre os caracteres dois a dois, pela
expressao proposta por Falconer e Mackay (1996):

r(xy) = COVxy

\/G 2x02y

em que:
r(xy): correlagdo fenotipica entre os caracteres X e y.

COV[x,y]: estimativa da covariancia fenotipica entre os caracteres x e y.
\/szcszy: variancia fenotipica entre os caracteres x € y obtidas a partir das

analises de variancia estrutural.

3.1.4 Analise ultraestrutural

Microscopia eletrénica de varredura: os tegumentos foram retirados
das sementes e cortados na presenca de nitrogénio liquido. Os tegumentos foram
colocados em fixador primario Karnovsky modificado (Gluteraldeido 2,5%,
Formaldeido 2,5% em tampao Cacodilato de sodio 0,05 M pH 7,2 e CaCl, 0,001
M), onde permaneceram por 48 horas. Para a avaliagdo da espessura das
camadas das células paligaddicas e das células em ampulheta, os tegumentos
foram colocados em glicerol por 30 minutos e depois cortados transversalmente
com bisturi em nitrogénio liquido para subsequente série de trés lavagens de 10
minutos em tampao Cacodilato de s6dio 0,05 M e posterior fixacdo secundaria
em tetroxido de dsmio 1% (3 gotas/amostra) em tampdo Cacodilato 0,05 M pH
7,2, por 1 hora. Apos a segunda fixacdo, os tegumentos foram lavados em agua
destilada por trés vezes ¢ submetidos a desidratagdo em série de acetona. O
tempo de exposi¢do dos tegumentos as solugdes foi de 10 minutos para cada

concentragdo de acetona, em ordem crescente de concentragdo (25%, 50%, 75%,
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90% e 100%). Uma vez desidratado, o material foi submetido a secagem ao
ponto critico no secador CPD 030 e posterior banho de ouro no evaporador SCD
050. A visualizagdo das amostras para determinagdo da espessura das camadas
das células pali¢adicas e das células em ampulheta foi feita em microscépio
eletrénico de varredura LEO Evo 40 (ALVES, 2004). Para a analise da
espessura das respectivas camadas de células, empregou-se o delineamento
inteiramente casualizado com 10 repeti¢cdes e as médias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott (1974) a 5% de probabilidade.

3.2 Segundo Ensaio: Armazenamento de sementes de soja com diferentes
teores de lignina inoculadas com Aspergillus flavus e Penicillium

As sementes de soja das cultivares Silvania RR, Valiosa, Conquista,
Celeste, BRS 245 ¢ BRS 247, foram inicialmente inoculadas com Aspergillus
flavus e Penicillium sp.,isoladamente, por intermédio da técnica de restri¢do
hidrica.

Para a inoculagéo, utilizou-se o meio de cultura basico BDA (extrato de
200g de batata, 20g de dextrose e 20g de agar), ao qual foi adicionado o soluto
manitol ajustado a -1,0 MPa. A concentrag@o para o preparo dos meios, para este
potencial hidrico, foi obtida por meio do software SPPM (MICHEL &
RADCLIFFE, 1995). Apdés a autoclavagem, 150 ml do meio de cultura,
contendo manitol foi vertido em bandeja pléstica, contendo como substrato trés
folhas de papel tipo germitest esterilizadas, previamente umedecidas em agua
com potencial osmético de —1,0 MPa. Com uma al¢a de Drigalsky, foi feita a
raspagem da colénia pura do fungo, obtendo-se, desta maneira, uma suspensao
de conidios + micélio, de onde foi retirada uma aliquota e transferida para o
substrato. As bandejas, cobertas com plastico transparente, foram colocadas em
camara com temperatura de 20°C e fotoperiodo de 12 horas por cinco dias. Em

seguida as sementes de soja foram distribuidas sobre a colonia do fungo em
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camada unica. Ainda, para se ter certeza da infeccdo das sementes, foi borrifada
uma suspensio de conidios a concentragio de 1x10° sobre a camada tUnica de
sementes descrita anteriormente. Apos a inoculag@o, as bandejas retornaram a
camara de 20°C com fotoperiodo de 12 horas onde, nessa fase, permaneceram
por 48 horas. Como testemunha parte das sementes, foi espalhada sobre o
mesmo meio de cultura, porém sem a inoculagdo do fungo, permanecendo pelo
mesmo periodo. Em seguida as sementes foram retiradas e colocadas para secar
ao ambiente. Apds atingir proximo de 12% de umidade essas foram embaladas
em sacos de papel e armazenadas em camara fria (10°C, 50% de UR), por
periodo de 180 dias.

Durante o armazenamento, as sementes inoculadas e ndo inoculadas
foram avaliadas a cada 60 dias, utilizando as mesmas determinacdes descritas
para o primeiro ensaio.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 6 x 4 x 2 (6 cultivares x 4 periodos de
armazenamento x com e sem inoculagdo). As analises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o software Sisvar® (FERREIRA, 2000) e as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott (P< 5%).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Primeiro Ensaio: Caracteristicas fisicas, fisiologicas, sanitarias e
ultraestruturais de sementes de soja com diferentes teores de lignina

Os resultados obtidos na determinac¢do do grau de umidade das sementes
de diferentes cultivares de soja ndo foram submetidos a andlise estatistica e estdo
apresentados na Tabela 1, onde se observou baixa variacdo entre as cultivares,
sendo esta variagdo menor que 1%. Os valores observados encontravam-se na
faixa aceitavel de armazenamento de sementes de soja, que varia entre 11-13%

de umidade.

Tabela 1 Grau de umidade (%U) das sementes de diferentes cultivares de soja.

Cultivar %U
Silvania 11,30
Valiosa 11,25
Celeste 11,18
Conquista 11,48
BRS 245 10,87
BRS 247 11,23

Pelos resultados do teor de lignina do tegumento das sementes (Tabela
2), verifica-se que houve diferenca significativa entre as cultivares e que a
cultivar Silvania foi a que obteve maior teor de lignina (0,446 %g), sendo
considerada, neste trabalho como de alto teor, enquanto os valores observados
para as cultivares Valiosa e Conquista as classificaram como sendo sementes de
médio teor de lignina (0,309 e 0,294 %g, respectivamente). Nas cultivares BRS
247, BRS 245 e celeste foram obtidos os menores teor de lignina (0,199, 0,192 e
0,177 %g, respectivamente) sendo estas consideradas de baixo teor de lignina.

Os resultados de teores de lignina presentes nos tegumentos das

cultivares de soja, utilizadas neste trabalho, estdo de acordo com aqueles
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observados anteriormente por Alvarez et al. (1997). Valores, também,
semelhantes foram encontrados por Gris (2009) e, nas condi¢des do ensaio, 0s
valores de lignina se situaram entre 0,17 e 0,30%, sendo os menores valores
associados as cultivares BRS245 ¢ BRS247 (0,17 e 0,20% respectivamente) e,
0s maiores, as cultivares Silvania e Valiosa (0,30 e 0,27%, respectivamente).

Em soja, diferengas nos teores de lignina entre tegumentos de sementes
ttm sido observadas por diversos autores (TAVARES et al., 1987,
CARBONELL et al, 1992; ALVAREZ, 1994; CARBONELL;
KRZYZANOWSKI, 1995; PANOBIANCO, 1997; MENEZES, 2008).

Tabela 2 Teor de lignina das sementes de diferentes cultivares de soja.

Cultivar Teor de lignina (g%)
Silvania 0,446 a
Valiosa 0,309 b

Conquista 0,294 b

BRS 247 0,199 ¢

BRS 245 0,192 ¢
Celeste 0,177 ¢

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Na avaliagdo da qualidade sanitaria, foi observada a incidéncia dos
fungos Cladosporium, Aspergillus flavus, Penicillium sp., Phomopsis e
Cercospora. Para todas as cultivares a maior incidéncia foi do fungo
Aspergillus, seguida do Penicillium, que sdo os principais fungos associados ao
armazenamento de sementes. Nas cultivares Silvania, Celeste e na BR 247
foram observados os maiores percentuais de contaminagdo pelo fungo

Aspergillus (Figura 2).
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Figura 2 Incidéncia de fungos obtidos no Blotter Test para as sementes das
diferentes cultivares de soja.

Mesmo em sementes de alta qualidade, muitos patogenos,
principalmente fungos, podem estar associados as sementes afetando a
germinacdo e o vigor das plantulas, resultando em redugdes da produtividade das
plantas (SINCLAIR, 1991).

Pelos resultados das analises de varidncia dos dados da qualidade
fisologica das sementes, houve diferencas significativas entre as cultivares
apenas para as variadveis germinagdo e emergéncia (Tabela 1A). Os resultados
obtidos nos testes de tetrazolio e condutividade elétrica ndo apresentaram
diferencas significativas entre as cultivares.

No teste de germinacdo (Tabela 3) foi observada variagdo de 11 % na
porcentagem de germinagdo. Nas cultivares de alto e médio teor de lignina,
Silvania, Valiosa e Conquista foram observados os menores  percentuais,

enquanto que nas de baixo teor foram observados os maiores valores.
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Foi observado resultado semelhante para o teste de emergéncia (Tabela
3), tendo a cultivar Conquista novamente a menor porcentagem de emergéncia

(78%) e as cultivares Silvania, BRS 245 ¢ BRS 247 as maiores (94%).

Tabela 3 Avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes das seis cultivares
de soja: germinag¢do (G), emergéncia (E), tetrazolio (TZ) e
condutividade elétrica (C.E.).

Cultivar G (%) E (%) TZ (%)  CE (uS.cm™.g")
Silvania 89,0 b 90,0 a 95,0 a 63,5a

Valiosa 88,0 b 84,0 b 98,0 a 58,4 a
Conquista 87,0b 78,0 ¢ 94,0 a 59,1 a
BRS 247 93,0 a 94,0 a 95,0 a 52,7a
BRS 245 98,0 a 94,0 a 97,0 a 579 a

Celeste 95,0 a 87,0b 95,0 a 53,8 a
C.V. (%) 4,53 4,28 3,44 9,20

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna no diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

No teste de tetrazolio ndo foram observadas diferengas quanto a
viabilidade das sementes entre as cultivares estudadas, tendo as cultivares
apresentado valores entre 94% e 98% (Tabela 3).

Para os dados de condutividade elétrica (Tabela 3), observa-se também
que ndo houve diferencas significativa entre as cultivares, tendo estas
apresentado valores entre 52,7 e 63,5uS.cm™ ..

De acordo com Vieira e Krzyzanowski (1999), o valor padrio de
condutividade a ser considerado, para sementes de soja de média a alta
qualidade, deve ser de 70-80 pS.cm™.g". Os valores de condutividade elétrica
encontrados neste trabalho foram inferiores ao padrio referido, evidenciando o
bom desempenho das cultivares, que também pode ser explicado pelas

condicdes favoraveis durante o processo de produgdo das sementes.
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Em alguns trabalhos a alta qualidade fisiologica de sementes de soja tem
sido relacionada com o alto teor de lignina presente nos tegumentos
(PANOBIANCO et al., 1999).

Na presente pesquisa foi avaliada a correlagdo fenotipica entre o teor de
lignina e as variaveis utilizadas na avaliacdo da qualidade das sementes. Houve
correlacdo baixa e negativa para o teor de lignina e a germinacao de sementes (-
0,54), tetrazolio (-0,06) e emergéncia (-0,25), ndo havendo correlacdo fenotipica
entre esses fatores. No entanto, correlagdo positiva foi observada apenas entre o
teor de lignina e a condutividade elétrica (0,55), sugerindo que quanto maior o
teor de lignina maior a quantidade de solutos lixiviados, indicando menor
qualidade fisiologica das sementes.

Baldoni (2010), estudando sementes de soja com diferentes teores de
lignina, também, observou correlagdo baixa e negativa entre o teor de lignina e
os parametros avaliados. No entanto, foram observadas por Menezes et al.,
(2009) correlagdes positivas entre o teor de lignina e a velocidade de germinagao

de sementes.

Microscopia eletronica de varredura

Além do teor de lignina, a espessura do tegumento, caracterizada pelas
espessuras das camadas de células em palicada e células em ampulheta, também
pode estar associada a qualidade fisiologica das sementes.

Pelos resultados das andlises de varidncia dos dados de microscopia
eletrénica de varredura das sementes, houve diferengas significativas entre as
cultivares para todas as variaveis analisadas (Tabela 1A)

Os dados de espessura das camadas de células em ampulheta ¢ em
palicada do tegumento das sementes estdo apresentados na Tabela 4.

Maiores espessuras das camadas de células em palicada e em ampulheta

e do conjunto de ambas foram observadas em tegumentos de sementes das



46

cultivares Valiosa e Conquista, consideradas de médio teor de lignina (Tabela
4). Por meio das andlises ultraestruturais obtidas por microscopia de luz,
Menezes et al. (2009) observaram que a lignina ¢ depositada nessas duas

camadas.

Tabela4 Teor de lignina (TL) e espessura das camadas de células em paligada
(CP), células em ampulheta (CA) e do conjunto de células em
palicadas e em ampulhetas (CPA) das sementes de soja, obtidos por
microscopia eletronica de varredura.

Cultivar TL (%g) CP (um) CA (pm) CPA (um)
Silvania 0,446 a 345¢ 31,8b 66,3 b
Valiosa 0,309 b 41,8 a 478 a 89,5a
Conquista 0,294 b 422 a 46,4 a 88,6 a
BRS 247 0,199 ¢ 333¢ 19,6 d 529c¢
BRS 245 0,192 ¢ 31,7¢ 238 ¢ 55,5¢
Celeste 0,177 ¢ 38,4b 309b 69,3b
Ccv 4,81 6,41 4,51

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Comparando-se os resultados observados no teste de condutividade
elétrica em sementes das cultivares Silvania e Conquista com os dados de teor
de lignina e da espessura das camadas palicadicas e em ampulheta, onde a
lignina estd presente, embora ndo havendo diferencas significativas, parece
existir relacao entre os dados de condutividade elétrica, com maior lixiviagao de
exsudatos e o maior espessamento das camadas do tegumento. Enquanto que
para as cultivares BRS 245 e BRS 247 foram observados menor espessamento
das camadas e menor lixiviagdo de exsudatos. Resultados divergentes daqueles
obtidos por Baldoni (2010) ao observar que sementes da cultivar Doko com
maior espessamento dessas camadas apresentou menor lixiviagdo, enquanto que

na cultivar Silvania foi observado alto valor de condutividade elétrica e menores
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valores de espessura das camadas em ampulheta e do conjunto de células em
palicada e em ampulheta.

Assim, infere-se que a restri¢do a absor¢do de dgua pode estar associada
a espessura das camadas em referéncia. Cavariani et al. (2009), avaliando a
relagdo entre a velocidade de hidratagdo e a espessura e o teor de lignina do
tegumento de sementes de soja, verificaram que a espessura do parénquima
lacunoso relacionou-se significativamente com a velocidade de hidratacdo das
sementes.

Segundo Silva (2003), o parénquima lacunoso possui de seis a oito
camadas de células e no processo de absor¢do a agua teria que percorrer uma

distancia maior pela camada mais espessa de células.
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Figura 3

Perfil do tegumento de semente de soja de diferentes cultivares,
obtido por Microscopia Eletronica de Varredura: a) camada de
células palicadicas; b) camada de células em ampulheta e; c)
parénquima lacunoso.
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4.2 Segundo Ensaio: Qualidade de sementes de soja com diferentes teores de
lignina inoculadas com Aspergillus flavus e Penicillium sp. durante o

armazenamento.
4.2.1 Sementes inoculadas com Aspergillus

As médias dos resultados obtidos na determinacdo do grau de umidade
das sementes de soja com diferentes teores de lignina, submetidas ou ndo a
inoculagdo artificial com Aspergillus, armazenadas por até 180 dias, ndo foram

submetidas a analise estatistica e estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela5 Grau de umidade (%U) das sementes de diferentes cultivares de soja
sem inoculagdo e sementes submetidas a inoculagdo artificial com
Aspergillus flavus, armazenadas por 0, 60, 120 ¢ 180 dias

Periodo de
Armazenamento 0 60 120 180
(dias)

Cultivar CI SI CI SI CI SI CI SI
Silvania 9,66 9,54 8,67 8,65 9,44 9,21 9,71 9,59
Valiosa 9,17 9,12 9,79 945 9,54 9,52 9,12 9,11
Celeste 9,76 9,58 10,92 10,83 9,72 9,67 10,06 10,03
Conquista 10,56 10,22 9,20 9,12 10,05 9,98 9,87 9,86
BRS 245 10,78 10,76 9,33 9,23 9,18 9,17 10,43 10,39
BRS 247 10,68 10,5 10,55 1046 10,56 10,41 10,07 10,02

*CI — com inocula¢do; SI — sem inoculagdo.

Observa-se que a umidade das sementes de soja permaneceu
praticamente  inalterada, durante o periodo de armazenamento,
independentemente da cultivar e de ter sido ou ndo submetida a inoculagdo

artificial com o fungo Aspergillus sp (Tabela 5). Isso provavelmente seja em
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razdo das sementes estarem armazenadas em condigdes controladas com baixa
temperatura e baixa umidade relativa.

Pelos resultados da Tabela 6, observa-se que o teor de lignina do
tegumento da semente diferiu significativamente entre as cultivares e nao houve
alteracdo significativa durante o periodo de armazenamento por até 180 dias
(Tabela 2A). Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Gris et al
(2010) e por Krzyzanowski et al. (2008), pois eles também verificaram que o
teor de lignina ndo foi alterado com o periodo de armazenamento. Os resultados
do teor de lignina, presentes nos tegumentos das cultivares, estdo de acordo com

aqueles observados anteriormente por Alvarez et al. (1997).

Tabela 6 Teor de lignina (g%) das sementes de diferentes cultivares de soja,
submetidas a inoculagdo artificial com Aspergillus flavus e
armazenadas por até 180 dias.

Teor de lignina (9%o)

Periodo de
Armazenamento 0 60 120 180
(dias) /Cultivar

Silvania 0,446 aA 0,443 aA 0,442 aA 0,442 aA
Valiosa 0,307 bA 0,306 bA 0,306 bA 0,304 bA
Conquista 0,292 bA 0,290 bA 0,290 bA 0,288 bA
BRS 247 0,199 cA 0,196 cA 0,195 cA 0,195 cA
BRS 245 0,192 cA 0,189 cA 0,188 cA 0,188 cA
Celeste 0,176 cA 0,172 cA 0,172 cA 0,171 cA

Médias seguidas da mesma letra, minfiscula na coluna, e maitiscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A estabilidade dos teores de lignina presentes nos tegumentos das
diferentes cultivares de soja, durante o armazenamento, pode ser explicado pela

insolubilidade e a complexidade do polimero da lignina. Essas caracteristicas
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tornam a lignina resistente a degradacdo pela maioria dos microrganismos
(CAMPBELL; SEDEROFF, 1996).

Para o teor de lignina (Tabela 6), observou-se que nas cultivares
Silvania, Valiosa e Conquista foram obtidos teores mais elevados, sendo
consideradas como sementes de mais alto teor de lignina, enquanto que as
cultivares Celeste, BRS 247 ¢ BRS 245 tiveram menores valores, sendo estas
consideradas de baixo teor de lignina.

Valores semelhantes foram encontrados por Gris (2008) e, nas condigdes
do ensaio, os valores de lignina se situaram entre 0,17 e 0,30%, sendo os
menores valores associados as cultivares BRS 245 ¢ BRS247 (0,17 ¢ 0,20%
respectivamente) e os maiores, as cultivares Silvania ¢ Valiosa (0,30 ¢ 0,27%,
respectivamente).

Em soja, diferencas nos teores de lignina em tegumentos de sementes
tétm sido observadas por diversos autores (TAVARES et al., 1987,
CARBONELL et al, 1992; ALVAREZ, 1994; CARBONELL;
KRZYZANOWSKI, 1995; PANOBIANCO, 1997; MENEZES, 2008).

Pelos resultados obtidos no teste de sanidade (Figura 4), pode-se
verificar que a inoculagdo artificial com o fungo Aspergillus flavus foi eficiente,
visto que a incidéncia minima observada do fungo nas sementes inoculadas foi
de 85%, independente da cultivar e do periodo de armazenamento.

Para as sementes ndo inoculadas foi observada baixa incidéncia desse
fungo, sendo a incidéncia méxima observada na cultivar Silvania, aos dois
meses de armazenamento, de 21% e a incidéncia minima de 0% nas cultivares
Conquista, BRS 245 e Celeste, respectivamente, aos seis meses de

armazenamento.
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Figura4  Incidéncia de Aspergillus flavus nas sementes de diferentes
cultivares de soja, submetidas ao armazenamento por 0, 60, 120 e
180 dias.
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Pelos dados obtidos na analise de variancia da variavel germinagdo,
observa-se que houve interacdo significativa apenas para os fatores Cultivar x
Armazenamento (Tabela 3A).

Observa-se que ha uma tendéncia de reducdo da porcentagem de
germinagdo com o aumento do periodo de armazenamento, para todas as
cultivares estudadas (Figura 5), independente de terem sido inoculadas
artificialmente ou ndo.

Pode-se observar, também, que esse decréscimo foi maior na cultivar
Conquista, sendo esta considerada semente com médio teor de lignina, sendo
mais evidente a partir dos 60 dias de armazenamento. Apesar da ndo influéncia
do fator inoculag@o na interagdo cultivares e armazenamento, as sementes com
menor teor de lignina, como a Celeste ¢ a BRS 247 foram as que apresentaram

menor redugdo.

100 1
S y(ailvania)=-1,0885% + 82,948
25 " Re=0,824
%0 y(Conquista) =-2,9265x + 87,902
. F2=10,8238
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Figura 5 Porcentagem de germinacdo (%G) das sementes das diferentes
cultivares de soja, inoculadas artificalmente ou ndo com Aspergillus
e armazenadas por até 180 dias.
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Pelos resultados do teste de média (Tabela 7), pode-se observar maior
porcentagem de germinag@o nas cultivares Celeste e BRS 247, cujos teores de
lignina foram considerados como os mais baixos, em todos os periodos de
armazenamento.

De acordo com McDougall et al. (1996), a impermeabilidade do
tegumento, conferida pela lignina, exerce efeito significativo sobre a capacidade
e velocidade de absor¢do de dgua por meio desse, interferindo deste modo, na
quantidade de lixiviados liberados para o meio externo durante a fase de
embebicdo do processo de germinagdo das sementes.

Crocker (1948) ja mencionava a necessidade de se conhecer melhor esse
mecanismo, por considera-lo o maior exemplo de eficiéncia contra a penetragdo
de agua, devendo, portanto, ser melhor aproveitado pelos melhoristas ajustando
esta caracteristica as suas necessidades. Como caracteristicas gerais de cultivares
de soja de tegumento menos permeavel, pode-se citar o melhor potencial de
conservacdo, os niveis inferiores de infeccdo por patdgenos, o maior vigor e
viabilidade, além da resisténcia a reabsor¢do de umidade apds a maturagdo

(PANOBIANCO, 1997).

Tabela 7 Porcentagem de germinacdo (%G) das sementes de diferentes
cultivares de soja, armazenadas por até 180 dias.

%G

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 90 b 76 ¢ 76 ¢ 77 b
Conquista 93b 80 b 76 ¢ 69d

Valiosa 91Db 83b 78 ¢ 79b
BRS 245 96 a 92 a 83 b 73 ¢
BRS 247 98 a 92 a 91 a 86 a

Celeste 99 a 95a 90 a 87 a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.
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Para os resultados do teste de emergéncia, houve interagdo tripla
significativa entre os fatores inoculacdo x cultivar x armazenamento (Tabela
3A).

A mesma tendéncia de reducdo da porcentagem de germinagao ao longo
do periodo de armazenamento foi observada para a porcentagem de emergéncia
das sementes (Figura 6), sendo esta reducdo ainda mais acentuada nas sementes
que foram inoculadas artificialmente (Figura 6a), alcancando uma porcentagem
minima de 36% para a cultivar Celeste e 37% para a cultivar Valiosa, aos 180
dias de armazenamento (Tabela 8). Nas sementes ndo inoculadas artificialmente
a porcentagem minima para essas mesmas cultivares, no mesmo periodo de

armazenamento, foi de 66% e 58% (Tabela 8).

Tabela 8 Porcentagem de emergéncia (%E) das sementes de diferentes

cultivares de soja inoculadas ou ndo e armazenadas por até 180 dias.
Periodo de

armazenamento 0 60 120 180
(dias)
Cultivar CI SI CI SI CIL SI CIL SI
Silvania 89aB 93aA 73bD 80aC 66bC 75aB 71aB 75aB
Valiosa 90aB 95a A 70aD 74aD 54bD 64aC 37bE 58aD
Conquista 93aA 96a A 89aB 92aB 64bC 77aB  44bD 67aC
245 9% aA 95aA 86bC 91aB 85aA 86aA 60bC 76aB
247 98aA 98aA 9% aA 96a A 88aA 89aA 82aA 84aA
Celeste 98aA 98aA 83bC 89aB 74bB 84aA 36bE 66aC

*CI — com inoculagdo; SI — sem inoculagdo. Médias seguidas da mesma letra, mintscula
na linha para cada periodo de armazenamento e maiuscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

No teste de tetrazolio, também houve interagdo tripla entre os fatores
inoculacdo x cultivar x armazenamento (Tabela 3A). Para esta variavel também
foi observado comportamento semelhante aos obtidos no teste de germinagéo e
emergéncia, havendo reducdo da viabilidade das sementes ao longo do periodo
de armazenamento, tanto nas sementes que foram inoculadas (Figura 7a) quanto

nas que nao foram (Figura 7b).
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57

Inoculada
]

&l -

wiSibrania) = -0,001422 +0,1588x + 90,775

B 60 - +=0902
w{Valinss) =-0,0361x + 96,711
F*=0Ta04
40 - - 'y Conguista) =-0,041 7 + 96,5
0 ] 120 120 Mt R2=0£923
Periodo de Armazenamenio (dias)
- Sibranda = Walinsa 4 C
% 245 M7 @  Celeste
IZI Dolindmio (Silramia) =~ e Linear (Valinsa) =~ === Livwear | Comquista)

Nio Inoculada

yioibrania) = -0,1325x + 97,6
RI=09667

v Valiosa) =-0,0692% + 100,35

R2=096855
Al .
yiConguista) =0,000522 - 0,1079x + 95,025
R2=10,796
A0 2450 = -0,0705x + 1015
0 60 120 120 R*=0,8525
Period 0 de Armazenamenio (dias)
#  Silvamia B Viliosa 4 Conquista
o 245 ¥ 247 @ Celeste
Lingar(Filvawta)] =~ s Lingar(Valinga]) ~  ==e==ee=e- Polindmio(Conguista)

Figura 7 Viabilidade obtida, por meio do teste de tetrazdlio, das sementes de
diferentes cultivares de soja, inoculadas artificialmente com

Aspergillus flavus (a) e ndo inoculadas (b), armazenadas por até
180 dias.

Pode-se observar, também, que essa reducdo ocorreu a partir dos 60 dias

de armazenamento, sendo maior nas sementes consideradas de alto e médio teor
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de lignina e que foram inoculadas artificialmente, sendo observado que houve
deterioracdo tanto em fun¢do do armazenamento prolongado quanto pela

presenca do fungo (Tabela 9).

Tabela9 Viabilidade média obtida, por meio do teste de tetrazolio, das
sementes de diferentes cultivares de soja, submetidas ou ndo a
inoculagdo artificial com Aspergillus flavus e armazenadas por até
180 dias.

0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Cultivar Inoc. N/Inoc. Inoc. N/Inoc. Inoc. N/Inoc.  Inoc. N/Inoc.
Silvania 92aA 97aA 92aB 91aB 93aB 84bC 72aC 72aC
Valiosa 94bA 100aA 94aB 97 a A 90aB 93aB 78bB 87aB
Conquista 98 a A 9aA 9laB 92aB 93aB 94aB 89bB 95aA
245 9aA 100aA 99aA 9aA 9aA 95aB 98aA 97a A
247 9 aA 9aA 92bB 99 aA 94aB 99aA 95aA 98aA
Celeste 97 a A 97aA 97aA 97aA 100aA 100aA 96aA 96 a A

Meédias seguidas da mesma letra, mintscula na linha em cada periodo de armazenamento
e maiuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Para a variavel condutividade elétrica, houve interacdo significativa
apenas para os fatores inoculagdo x armazenamento (Tabela 3A).

Os dados obtidos no teste de condutividade elétrica sugerem uma
tendéncia de aumento da condutividade com o aumento do periodo de
armazenamento, tanto para as sementes inoculadas artificialmente quanto para as
que nao foram, independentemente da cultivar (Figura 8).

As sementes inoculadas com o fungo apresentaram maiores médias de
condutividade elétrica em todo o periodo de armazenamento, sendo esta
diferenca significativa apenas aos 60 e aos 180 dias de armazenamento (Tabela
10). Com base nesses resultados, observa-se que a inoculacdo com o fungo
Aspergillus flavus propiciou aumento na condutividade elétrica das sementes,
demonstrando que estes sdo capazes de acelerar o processo de deterioragdo

promovido pela desestruturacdo do sistema de membrana.
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Figura 8 Condutividade elétrica (C.E.) das sementes das diferentes cultivares
de soja, inoculadas artificalmente com Aspergillus flavus
armazenadas por até 180 dias.

Observou-se, também, que mesmo apés o armazenamento por até 180
dias em sementes inoculadas, os valores de condutividade elétrica encontrados
ainda foram considerados satisfatérios para sementes de alto vigor, como
sugerem Vieira ¢ Krzyzanowski (1999), que consideram sementes de alto vigor
com um maximo de até 70-80 pS.cm’.g”', porém com forte tendéncia a
apresentarem médio vigor.

Panobianco (1997), ao relacionar a variagcdo na condutividade elétrica de
sementes de soja e o teor de lignina no tegumento das mesmas, afirmou que o
genotipo pode alterar a condutividade elétrica para sementes com o mesmo

padrdo de qualidade fisiologica.
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Tabela 10 Médias de condutividade elétrica (CE) das sementes de diferentes
cultivares de soja, submetidas ou ndo a inoculagdo artificial com
Aspergillus flavus e armazenadas por até 180 dias.
CE (uS.cm™.g™)
Fungo 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Inoculada 32,81 a 53,57b 58,36 b 71,25 ¢
Niao Inoculada 22,67 a 32,17 a 49,34 b 59,84 ¢

Médias seguidas da mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Essa observagdo sugere que houve redugdo na qualidade fisiologica
dessas sementes, pois quanto maior a condutividade elétrica, maior é o estado de
deterioracdo das mesmas. Esses dados ainda confirmam o que foi observado nos
testes de germinacdo, pois com o aumento do periodo de armazenamento houve
reducdo nas porcentagens de germinacdo e aumento nos valores de

condutividade elétrica, para todas as cultivares.

Microscopia eletronica de varredura

Pela analise de wvaridncia (Tabela 4A), observou-se interagdo
significativa apenas para as fontes de variacdo cultivar X armazenamento na
varidvel camada em palicada (CP). Para as demais variaveis, camada em
ampulheta (CA) e o conjunto da camada em palicada e a camada em ampulheta
(CPA), houve significancia apenas para a fonte de variagdo cultivar.

Os dados de espessura da camada palicadica estdo apresentados na
Figura 8, onde € possivel observar uma tendéncia de redugdo dessa medida em
fungdo do aumento do periodo de armazenamento para as cultivares Silvania e
BRS 245. Para a cultivar Celeste observa-se tendéncia de aumento dessa medida
apds esse mesmo periodo de armazenamento. Para as demais cultivares ndo

houve significancia dos dados (Figura 9).
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Figura 9 Espessura da camada paligadica do tegumento de sementes de soja
inoculadas com Aspergillus flavus, armazenadas por até 180 dias.

Pelo teste de média (Tabela 11), observa-se que, quando nao submetidas
ao armazenamento, nas sementes das cultivares Celeste ¢ BRS 247 foram
obtidos os menores valores de espessura da camada de células paligadicas. Apds
60 dias de armazenamento, observou-se aumento significativo dessa variavel
para a cultivar Celeste, sendo observado reducdo dessa camada para as demais
cultivares, principalmente nas cultivares BRS 247 e BRS 245.

Os dados de espessura das camadas de células em palicada, em
ampulheta e do conjunto paligada/ampulheta estdo apresentados na Tabela 12,
onde ¢é possivel verificar maiores espessuras dessas camadas na cultivar
Silvania, seguida das cultivares Valiosa e Conquista, as quais foram
consideradas de alto e médio teor de lignina, enquanto que as cultivares
consideradas de baixo teor de lignina, BRS 245, BRS 247 e Celeste,

apresentaram os menores valores para essas mesmas medidas.
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Segundo Baldoni (2010), além do teor de lignina, a espessura do
tegumento, caracterizada pelas espessuras das camadas de células em palicada e
células em ampulheta, também, podem estar associadas a qualidade fisiologica

das sementes.

Tabela 11  Espessura da camada de células pali¢adicas (CP), obtida em
microscopia eletronica de varredura das sementes de soja
inoculadas ou ndo com Aspergillus flavus, armazenadas por até 180

dias,.
CP (mm)

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 41,97 a 39,18 a 39,10 a 38,45 a
Valiosa 39,27 a 37,37 a 33,02b 44,43 a
Conquista 47,22 a 40,69 a 42,77 a 34,46 b
245 40,99 a 30,73 b 31,86 b 32,86 b
247 3299b 31,32b 38,40 a 32,67b
Celeste 29.30b 40,91 a 34,03 b 38,96 a

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Por meio das andlises ultraestruturais, obtidas por microscopia de luz,
Menezes et al. (2009) observaram que a lignina encontra-se depositada nessas
duas camadas. Com o auxilio do microscopio eletronico de varredura (MEV), é
possivel avaliar a deposi¢do da lignina nas camadas do tegumento e determinar a
relagdo com a qualidade fisioldgica das sementes. Utilizando-se principalmente
de elétrons secundarios (Alves, 2006), a analise estrutural do tegumento das
sementes por meio do MEV destina-se, basicamente, ao exame de superficies
internas e determina se elas estdo fraturadas e expostas.

O conjunto das camadas das células em palicada e das células em
ampulheta variou de 59,30 a 89,30 pm (Tabela 12). De acordo com Caviness &
Simpson Junior (1974), a espessura das quatro camadas de células da testa
(cuticula, células em paligcada, hipoderme, parénquima lacunoso) de uma

semente de soja varia entre 70 ¢ 110 um. Esses autores observaram também
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diferencas entre cultivares e que, dentro de cada cultivar, essa caracteristica
fisica ¢ constante e controlada geneticamente. Essas estruturas podem ser

observadas na Figura 10.

Tabela 12 Teor de lignina e espessura das camadas de células em paligada (CP),
células em ampulheta (CA) e do conjunto de células em palicada e
em ampulhetas (CPA), obtidos em microscopia eletronica de
varredura, das sementes de soja inoculadas ou ndo com Aspergillus
flavus, armazenadas por até 180 dias.

Cultivar TL (%) CP(um) CA (um) CPA (um)
Silvania 0,442 a 39,68 a 44,62 a 84,30 a
Valiosa 0,290 b 38,52 a 40,50 a 79,02 a
Conquista 0,310 b 41,28 a 33,57b 74,86 a
BRS 245 0,200 ¢ 34,110 25,18b 59,30 b
BRS 247 0,190 ¢ 33,84 Db 29,85b 63,70 b
Celeste 0,172 ¢ 35,80 b 29,16 b 64,96 b

Meédias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 5% de probabilidade.

Silva et al. (2008), por meio de eletromicrografias de varredura de cortes
transversais da testa das sementes, das cultivares de soja M-Soy 8400 ¢ M-Soy
8411, observaram trés camadas de células e seu comportamento quando
expostas a cinco periodos de envelhecimento acelerado. Foi constatada reducgio
na espessura das camadas da testa das cultivares avaliadas com o
envelhecimento. Essa reducdo sugere um colapso das células que compdem
essas camadas, que pode estar relacionado com a redugdo do potencial
germinativo.

Por meio das imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura,
também foi possivel observar o fungo na superficie do tegumento (Figuras 10 a
e 11 a) e a penetragdo das hifas na camada das células em ampulheta do
tegumento das sementes nas cultivares Silvania (Figura 10 b) e Valiosa (Figura

11b).
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Figura 10 Estruturas do fungo Aspergillus flavus na superficie do tegumento (a)
e penetrando as sementes de soja na cultivar Silvania (b).



Figura 11 Estruturas do fungo Aspergillus flavus na superficie do tegumento (a)
e penetrando as sementes de soja na cultivar Valiosa (b).

4.2.2 Sementes inoculadas com Penicillium sp.

As médias dos resultados obtidos na determinac¢do do grau de umidade
das sementes de soja com diferentes teores de lignina, submetidas ou ndo a
inoculagdo artificial com Penicillium sp., armazenadas por até 180 dias, também
ndo apresentaram grandes variagdes e o maior teor de agua foi de 10,90%.

(Tabela 13).
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Tabela 13  Grau de umidade (%U) das sementes de diferentes cultivares de
soja, submetidas a inoculagdo artificial com Penicillium sp e
armazenadas por 180 dias.

Periodo de . . . .
0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Armazenamento
Cultivar cl SI cI SI cl SI cI SI

Silvania 10,17 10,11 10,35 10,29 929 927 10,09 10,01

Valiosa 10,51 1048 10,58 10,56 10,52 10,51 9,64 9,57

Celeste 10,00 9,94 1027 10,11 10,49 10,46 9,55 943
Conquista 1038 1025 9,57 9,53 992 988 945 944
BRS 245 9,58 9,46 10,07 10,03 10,70 10,62 10,40 10,36
BRS 247 10,11 10,09 10,73 10,68 10,90 10,8 991 9.8

Observa-se que ndo houve alteragdes nas médias do grau de umidade em
funcdo do aumento do periodo de armazenamento, independentemente da
cultivar e de ter sido ou ndo submetida & inoculagdo artificial com o fungo
Penicillium sp, assim como observado quando as sementes foram inoculadas
com o fungo Aspergillus flavus.

O teor de lignina do tegumento da semente diferiu significativamente
entre as cultivares, assim como observado para aquelas que foram inoculadas
com Aspergillus e também nfo alterou significativamente apds o periodo de
armazenamento de 180 dias (Tabela 5A), sugerindo que ambos os fungos ndo
sdo capazes de degradar a camada de lignina depositada no tegumento.

Para o teor de lignina (Tabela 14), pode-se observar que as cultivares
Silvania, Valiosa e Conquista apresentaram teores mais elevados, sendo
consideradas como sementes com alto teor de lignina, enquanto que as cultivares
Celeste, BRS 247 ¢ BRS 245 tiveram menor teor sendo essas consideradas de
baixo teor de lignina, mesmo apés a inoculagdo com o fungo Penicillium sp,
assim como observado quando as sementes foram inoculadas com Aspergillus

flavus.
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Tabela 14 Teor médio de lignina (g%) das sementes de diferentes cultivares
de soja, submetidas ou ndo a inoculagdo artificial com Penicillium
Sp. e armazenadas por até 180 dias.

Teor de lignina (g%b)

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 0,446 aA 0,442 aA 0,442 aA 0,440 aA
Valiosa 0,307 bA 0,306 bA 0,307 bA 0,304 bA
Conquista 0,292 bA 0,290 bA 0,287 bA 0,288 bA
BRS 247 0,199 cA 0,196 cA 0,195 cA 0,193 cA
BRS 245 0,192 cA 0,186 cA 0,186 cA 0,185 cA
Celeste 0,176 cA 0,172 cA 0,172 cA 0,171 cA

Meédias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna, e maitscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Segundo Tavares et al. (1987) a lignificagdo do tegumento confere
resisténcia mecanica ao tecido e protege a parede celular de infeccdes por
microrganismos.

Alvarez et al. (1997) e Panobianco et al. (1999) observaram relacdo
direta entre a resisténcia das sementes a danos mecénicos e os teores de lignina.
Também foi observada grande variabilidade genética para a resisténcia a dano
mecanico (CARBONELL; KRZYZANOWSKI, 1995) e para o teor de lignina
(CARBONELL; KRZYZANOWSKI, 1995; ALVAREZ et al., 1997).

Pelos resultados obtidos no teste de sanidade (Figura 12) pode-se
verificar que a inoculacdo artificial foi eficiente, visto que a incidéncia minima
observada do fungo nas sementes, que foram inoculadas, foi de 62,5% para a
cultivar Celeste antes do armazenamento.

As sementes que nao foram inoculadas apresentaram baixa incidéncia
deste fungo, sendo a incidéncia maxima observada na cultivar Valiosa, aos 180

dias armazenamento, com uma média de 3,5%.
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Figura 12

Incidéncia de Penicillium sp. nas sementes de diferentes cultivares
de soja, submetidas ao armazenamento por 0, 60, 120 e 180 dias.
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Pelos dados obtidos na analise de variancia para a variavel germinagao,
observa-se que houve interacdo significativa apenas para os fatores cultivar x
armazenamento e também para os fatores isolados (Tabela 6A).

Observa-se que ha uma tendéncia de reducdo da porcentagem de
germinagdo com o aumento do periodo de armazenamento, para todas as
cultivares estudadas, independente delas terem sido inoculadas artificialmente
ou nao (Figura 13).

Assim como observado para as sementes inoculadas com Aspergillus
flavus, pode-se observar que esse decréscimo também foi maior na cultivar
Conquista, sendo ela considerada semente com médio teor de lignina e mais
evidente a partir dos 60 dias de armazenamento. As sementes com menor teor de
lignina, como a BRS 245, a Celeste ¢ a BRS 247 foram as que apresentaram

maiores valores de germinagdo mesmo ap6s o armazenamento por 180 dias.

v (Silvania)=-0.0593x+82.93
R*=10.5956

v (Valioga)=-0,1169x+900,517
R==0.,9541
v (245)=-0,0225x+99.15
R°=0,7477

v (Concuista)—-0,1661x+94,472
R==0.,9597

y(247)=-0.1023x+95,858
R>=0,9666

[io T T 1
0 60 120 180

. . P (Celeste) = -0,0692x +96.6
Periodo de Armazenamento (dias) ¥ (Celeste) = -0,0602x +96,6

R*=0.8649
+  Gilvania B Valiosa Conguista 245
t 217 ] Celecte Linecr (Bilvania) Linear {Valiosa)

-------------- Linear (Congquista) -------- Linear (245 ————— Linear (247

Linear (Celeste)

Figura 13  Porcentagem de germinacdo (%G) das sementes das diferentes
cultivares de soja, armazenadas por até 180 dias.
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Pelo teste de média (Tabela 15), pode-se observar maior porcentagem de
germinacdo nas cultivares BRS 245, BRS 247, Celeste e Conquista, quando as
sementes ndo foram armazenadas. No entanto, apenas a cultivar BRS 245
manteve a germinagdo constante apos o periodo de armazenamento. Observa-se
também que as cultivares, cujo teor de lignina foi considerado como baixo,
foram as que apresentaram menor reducdo ao longo desse periodo de

armazenamento.

Tabela 15 Meédias da porcentagem de germinagdo (%G) das sementes de
diferentes cultivares de soja inoculadas ou ndo com Penicillium e
armazenadas por até 180 dias.

%G

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 84 cA 78 ¢B 75 cB 74 dB

Valiosa 92 bA 82 dB 75 cC 71 eC
Conquista 95 aA 85cB 71dC 67 D
BRS 245 97 aA 99 aA 96 aA 95 aA
BRS 247 97 aA 88 cB 83 bB 79 cB

Celeste 98 aA 93 bA 85 bB 86 bB

Meédias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna, e maitscula na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Para o teste de emergéncia, houve interacao tripla significativa entre as
variaveis inoculagdo x cultivar x armazenamento (Tabela 6A).

Para essa variavel pode-se observar o mesmo comportamento obtido no
teste de germinagdo, ou seja, redu¢do ao longo do periodo de armazenamento
para todas as cultivares, tendo as sementes sido inoculadas com o fungo (Figura

14a) ou ndo (Figura 14b).
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Figura 14  Porcentagem de emergéncia (%E) das sementes de diferentes
cultivares de soja, inoculadas artificialmente com Penicillium sp.
(a) e ndo inoculadas (b), armazenadas por até 180 dias.
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A redugdo foi ainda mais acentuada nas sementes que foram inoculadas
artificialmente, alcangando uma porcentagem minima de 24% , aos seis meses
de armazenamento para a cultivar Valiosa (Figura 14a). Nas sementes ndo
inoculadas artificialmente a porcentagem minima de emergéncia para essa
mesma cultivar, no mesmo periodo de armazenamento, foi de 72%.

Observou-se mais uma vez que as sementes de baixo teor de lignina
foram as que apresentaram menor reducdo da porcentagem de emergéncia,
durante o armazenamento, tanto nas sementes que foram inoculadas
artificialmente quanto nas que ndo foram.

A partir dos 60 dias de armazenamento, pode-se observar que houve
superioridade no desempenho das sementes que ndo foram inoculadas,
principalmente nas sementes com alto e médio teor de lignina, sendo observada
essa mesma diferenga nas sementes com baixo teor de lignina apenas a partir dos

180 dias de armazenamento (Tabela 16).

Tabela 16 Médias da porcentagem de emergéncia (%E) das sementes de
diferentes cultivares de soja inoculadas ou ndo com Penicillium e
armazenadas por até 180 dias.

%E
0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Cultivar Inoc.  N/Inoc. Inoc. N/Inoc.  Inoc.  N/Inoc.  Inoc. N/Inoc.
Silvania 83cA 85cA 71bB 80bA 74bA 77bA 67bB 73bA
Valiosa 91bA 92bA 71bB 83bA 58cB 73bA 24dB 72bA
Conquista 79cA 84cA 69bA 74cA 54cB 64cA 50cB 60cA
245 98aA 99aA 90aA 92aA 82aA 87aA 66bB 78aA
247 95aA 97aA 90aA 94aA 83aA 86aA 73aB 78aA
Celeste 96aA 96aA 92aA 93aA 87aA 88aA 67bB 83aA
Médias seguidas da mesma letra, minfiscula na coluna e maiuscula na linha para cada

periodo de armazenamento, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

No teste de tetrazolio, também houve interagdo tripla entre os fatores

inoculacdo x cultivar x armazenamento (Tabela 6A).
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Figura 15  Viabilidade das sementes, obtida por meio do teste de tetrazolio, de

diferentes cultivares de soja, inoculadas artificialmente com
Penicillium sp. (a) e ndo inoculadas (b), armazenadas por até 180
dias.
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Para esta variavel também foi observado comportamento semelhante aos
obtidos no teste de germinacdo e emergéncia, havendo reducdo da viabilidade
das sementes ao longo do periodo de armazenamento (Tabela 17), tanto nas
sementes que foram inoculadas (Figuras 15a) quanto nas que ndo foram (Figuras
15b).

Pode-se observar, também, que essa reducdo inicou entre 0 e 60 dias de
armazenamento, para as sementes que ndo foram inoculadas artificialmente
(Figura 15b), sendo observado que houve deterioragdo tanto em fungdo do
armazenamento prolongado quanto pela presenca do fungo (Figura 15).

Para as sementes inoculadas a reducdo da viabilidade inicou-se a partir

dos 60 dias de armazenamento (Figura 15a).

Tabela 17 M¢édias de viabilidade, obtidas por meio do teste de tetrazolio, das
sementes de diferentes cultivares de soja, submetidas ou ndo a
inoculagdo artificial com Penicillium sp., armazenadas por até 180
dias.

Tz (%G)
0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Cultivar CI SI CI SI CI SI CI SI
Silvania 9% aA 100aA 91bA 97aA 89aA 93aA 82aA 87bA
Valiosa 82bB 97aA 79¢cB 91aA 73bA 84bA T72bA 72c¢B
Conquista 97bA 97aA 96aA 97aA 96aA 100aA 89aB 96aA
245 9%bB 100aA 94aA 99aA 94aA 95aA 86aA 87bA
247 98aA 99aA 98aA 99aA 91aB 99aA 89aB 98aA
Celeste 9ObB 99aA 91bA 92aA 86bB 94aA 85aB 95aA
*CI — com inoculagdo; SI — sem inoculagdo. Médias seguidas da mesma letra, mintscula
na coluna e maiuscula na linha para cada periodo de armazenamento, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Para a wvaridvel condutividade elétrica, houve interagdo tripla
significativa para os fatores inoculagdo x cultivar x armazenamento (Tabela 6A).
Os dados obtidos no teste de condutividade elétrica sugerem uma
tendéncia de aumento da condutividade durante todo o periodo de

armazenamento (Figura 16).
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Com base nestes resultados observa-se que a inoculagdo com o fungo
Penicillium sp., assim como para o fungo Aspergillus flavus, propiciou aumento
na condutividade elétrica das sementes demonstrando que esses sdo capazes de
acelerar o processo de deterioragdo promovido pela desestruturacdo do sistema

de membrana.
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Figura 16  Condutividade elétrica (C.E.) das sementes das diferentes cultivares

de soja, inoculadas artificialmente com Penicillium sp. (a) e ndo
inoculadas (b), armazenadas por até 180 dias.
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Pode-se verificar também que as cultivares Silvania, Valiosa e
Conquista, consideradas de alto e médio teor de lignina, apresentaram maiores
valores para essa variavel a partir dos 180 dias de armazenamento, quando ndo

submetidas a inoculacdo artificial.

Tabela 18 Condutividade elétrica (CE) das sementes de diferentes cultivares
de soja, submetidas ou ndo a inoculagdo artificial com Penicillium
Sp. e armazenadas por até 180 dias.

CE (uS.cm’.g")

0 dias 60 dias 120 dias 180 dias

Cultivar CI SI CI SI CI SI CI SI

Silvania 22,12 A 19,7a A 60,3bB 35,1aA  760cB 508bA 694aA 653bA
Valiosa  23,8aA 203aA 750bB 343aA 824cB 546bA 858bA 728cA
Conquista 20,5aA 139aA 66,5bB 26,7aA 622bB 384aA 61,8aA 618bA
245 16,8aA 1425aA 48,7aB 256aA 564bB 394aA 594aB 479aA
247 254aA  204aA 478aB 422aA 5377aA 526bA 576aA 593bA
Celeste  248aB 13,1aA 34,1aA 348aA 473aA 487bA 605aA 580bA

* CI — com inoculagdo; SI — sem inoculagdo. Médias seguidas da mesma letra,
mintscula na coluna e maidscula na linha para cada periodo de armazenamento, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Ferguson (1988) verificou aumento nos valores de condutividade
elétrica e reducdo nos de germinagdo ap6és o envelhecimento acelerado, quando
as sementes de soja foram armazenadas a 25°C por seis meses, entretanto,
praticamente nao houve alteragdo na condutividade elétrica, quando as sementes
foram armazenadas a 10°C, apesar de redugido nos valores de germinagio apds o
teste de envelhecimento acelerado.

Em condig¢des de laboratdrio, Silva (2003) observou que ocorreu maior
liberacdo de eletrolitos, a medida que o periodo de armazenamento aumentou,
provavelmente, em virtude do grau de deterioracao.

Considera-se que a deterioragdo da semente esteja diretamente
relacionada a perda da integridade das membranas (BEWLEY; BLACK, 1994),
que conduz ao aumento da lixiviagdo de solutos (MATTHEWS;
POWELL,1981).
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Segundo Powell (1988), o grau de alteracdes bioquimicas deteriorativas
e/ou danos fisicos influenciam diretamente a integridade das membranas
celulares. Para Woodstock (1973), a exsudacdo de constituintes celulares é
inversamente proporcional ao vigor, em virtude de representar a perda da
integridade das membranas e, consequentemente, dos constituintes celulares e
também por servir como substrato para o desenvolvimento de microrganismos,

acelerando, portanto, o processo de deterioracao.

Microscopia eletronica de varredura

Pela analise de varidncia (Tabela 7A), observa-se interacdo significativa
para as fontes de variagdo cultivar X armazenamento para todas as variaveis
avaliadas, camada em palicada (CP), camada em ampulheta (CA) e conjunto
camada em palicada e camada em ampulheta (CPA).

Os dados de espessura da camada em palicada estdo apresentados na
Figura 16, onde € possivel observar uma tendéncia de reducdo dessa medida até
os 60 dias, seguida de aumento até os 180 dias, para a cultivar BRS 245. As
demais cultivares apresentaram comportamento semelhante, com excegdo da
cultivar Celeste, que apresentou comportamento inverso, no entanto nao
apresentaram significancia dos dados.

Pelo teste de média (Tabela 19), observa-se que, quando ndo submetidas
ao armazenamento, menores valores de espessura da camada de células em
palicada foram obtidos para as sementes das cultivares Silvania ¢ BRS 247 .
Apo6s 60 dias de armazenamento, menores valores foram observados também
para a cultivar Valiosa. Aos 120 dias de armazenamento, as cultivares de baixo
teor de lignina foram as que apresentaram menores valores da camada em

paligada.
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Figura 17 Espessura da camada em palicada do tegumento de sementes de
soja inoculadas ou ndo com Penicillium sp., armazenadas por até
180 dias.

Os dados de espessura da camada de células em ampulheta estdo
apresentados na Figura 18, onde se observa uma tendéncia de aumento dessa
medida em fun¢do do aumento do periodo de armazenamento para as cultivares
Silvania e BRS 245. As demais cultivares apresentaram comportamento
semelhante, tendo ocorrido uma redugdo a partir dos 120 dias, no entanto nio

houve significancia desses dados.
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Tabela 19 Espessura da camada de células em paligada (CP), obtida em
microscopia eletrénica de varredura das sementes de soja
inoculadas ou ndo com Penicillium sp., armazenadas por até 180

dias.
CP (um)

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 31,27b 31,09b 49,51 a 34,15b
Valiosa 39,54 a 3229b 40,50 b 37,62b
Conquista 39,10 a 36,69 a 41,16 b 41,38 b
245 41,69 a 39,11 a 3438 ¢ 5290 a
247 33,32b 3385b 29,03 ¢ 3506 b
Celeste 38,37 a 42,43 a 3281 ¢ 41,92 b

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

60 v (Silvania)=0.,1121x+24,131
R2=0.9766
50 X
e
10 v (245)=0,1576x+20.111
£ @ R==10.836
= 30
- O
9]
20 X
O X
10
0 T T .
0 60 120 180
Periodo de Aimazenamento (dias)
+  Gilvania B Valiosa Conguista oo 245
; 247 ®  Celeste Linesr (Silvanig) - Linear (245)

Figura 18 Espessura da camada de células em ampulheta do tegumento de
sementes de soja inoculadas ou ndo com Penicillium sp.,
armazenadas por até 180 dias.

Pelo teste de média (Tabela 20), observa-se que, quando nao submetidas
ao armazenamento, ndo houve diferenca significativa entre as cultivares para a
espessura da camada de células em ampulheta. A partir dos 60 dias de

armazenamento, observa-se aumento dessa camada para todas as cultivares,
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exceto para a cultivar Valiosa, que obteve o menor valor (14,27 pm). Esse
aumento foi maior para a cultivar Conquista. Ja aos 120 dias, o maior valor foi
observado para a cultivar Celeste (53,07 pm) e o menor, para a cultivar BRS 247
(14,94 pm). Aos 180 dias, todas as cultivares apresentaram valores superiores

aos observados quando as sementes nao foram armazenadas.

Tabela 20 Espessura da camada de células em ampulheta (CA), obtida em
microscopia eletronica de varredura das sementes de soja
inoculadas ou ndo com Penicillium sp., armazenadas por até 180

dias.
CA (um)

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 25,17 a 28,92 ¢ 38,34 Db 44,46 a
Valiosa 26,53 a 14,27 ¢ 33,29b 28,60 b
Conquista 17,37 a 52,53 a 29,98 b 49,78 a
245 23,86 a 27,18 ¢ 32,55b 53,59 a
247 19,57 a 2145¢ 14,94 ¢ 20,69 b
Celeste 30,95 a 36,47 b 53,07 a 34,52 b

Médias seguidas da mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Mesmo comportamento dos dados de espessura da camada de células em
ampulheta foi observado para os dados do conjunto da camada de células
paligadicas e células em ampulheta (Figura 19), onde se observa uma tendéncia
de aumento dessa medida em fun¢do do aumento do periodo de armazenamento
para as cultivares Silvania e BRS 245. As demais cultivares apresentaram
comportamento semelhante, tendo ocorrido reducdo a partir dos 120 dias, no

entanto ndo houve significancia desses dados.



82

100
—
e
= O
£ X
S
s v (Silvania)=0,1552x+57,059
hd R*=10.6679
20 7 v (245)— 0.2057x+57,790
R==0,6274
0 T T .
0 G0 120 180
Pericdo de Atmazenamento (dias)
* silvania B Valiosa Conquista > 245
t 247 * Celeste Lincer (Silvania) - Lincar (245)

Figura 19  Espessura do conjunto da camada de células palicadicas e células
em ampulheta (CPA) do tegumento de sementes de soja inoculadas
ou ndo com Penicillium sp., armazenadas por até 180 dias.

Observa-se que, quando ndo submetidas ao armazenamento, ndo houve
diferenga significativa entre as cultivares para a espessura do conjunto da
camada de células em paligada e células em ampulheta (Tabela 21). A partir dos
60 dias de armazenamento observa-se aumento dessa camada para todas as
cultivares, exceto para a cultivar Valiosa, que obteve o menor valor (45,36 pm).
O maior aumento foi observado para a cultivar Conquista (89,23 um). Ja aos 120
dias, o maior valor foi observado para as cultivares Celeste (87,55 pm) e
Silvania (85,89 pum). Aos 180 dias todas as cultivares apresentaram valores

superiores aos observados quando as sementes ndo foram armazenadas.
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Tabela 21  Espessura do conjunto camada de células pali¢adicas e células em
ampulheta (CPA) , obtida em microscopia eletronica de varredura,
das sementes de soja inoculadas ou ndo com Penicillium sp.,
armazenadas por até 180 dias.

CPA (um)

Cultivar 0 dias 60 dias 120 dias 180 dias
Silvania 56,44 a 61220 85,89 a 78,61 b
Valiosa 66,08 a 4536 b 73,79 b 66,22 ¢
Conquista 56,48 a 89,23 a 71,14 b 91,17 a
245 65,55a 66,30 b 66,94 b 106,49 a
247 52,89 a 55,30b 4397 ¢ 55,76 ¢
Celeste 69,32 a 78,90 a 87,55 a 76,44 b

Meédias seguidas da mesma letra mintscula na coluna nio diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Segundo Silva (2003), ndo ocorre interacdo entre as condi¢des e os
periodos de armazenamento, com relacdo a espessura das camadas da testa das
sementes da cultivar Monsoy 8411. Entretanto, a testa das sementes,
armazenadas em camara fria, apresentou a espessura das camadas paligadica,
hipodérmica e das trés camadas combinadas, significativamente superior a da
testa das sementes armazenadas em laboratorio. Supde-se que as condi¢des da
camara fria tenham retardado o colapso das células que compoem as camadas.

Por meio das imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura,
também foi possivel observar o fungo na superficie do tegumento (Figuras 20 a
e 21 a) e a penetracdo das hifas e a presenca de esporos na camada das células
em ampulheta do tegumento das sementes nas cultivares Silvania (Figura 20 b),

Conquista (Figura 21 b).
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Figura 20 Estruturas do fungo Penicillium sp. na superficie do tegumento (a) e
penetrando as sementes de soja na cultivar Silvania (b).
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Figura 21 Estruturas do fungo Penicillium sp. na superficie do tegumento (a) e
penetrando as sementes de soja na cultivar Conquista (b).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Durante o desenvolvimento deste trabalho pode-se observar alta
estabilidade dos valores de germinacdo e vigor para a Cultivar Silvana,
considerada de alto teor de lignina, mesmo apoés 180 dias de
armazenamento.

Segundo Campbell e Sederoff (2006), a estabilidade dos teores de
lignina, presentes nos tegumentos das diferentes cultivares de soja,
durante o armazenamento, pode ser explicado pela insolubilidade e a
complexidade do polimero da lignina. Estas caracteristicas tornam a
lignina resistente a degradacao pela maioria dos microrganismos.

A resisténcia a compressao e hidrofobicidade das paredes
celulares do xilema sdo transmitidas pelo polimero de lignina, que ¢
depositado durante a diferenciagdo terminal de traqueideos e outros tipos
de células. A resisténcia a compressdo do xilema para tensdes impostas
pelo transporte de agua e pela massa das plantas é importante para o
crescimento € desenvolvimento. Além disso, a insolubilidade e
complexidade do polimero de lignina a torna resistente a degradagao pela
maioria dos microrganismos. Portanto, a lignina tem uma fung¢do
importante de defesa da planta.

No entanto, variagdo no teor de lignina, composi¢do e localizagdo
podem afetar estes processos essenciais. Além disso, restrigdes sobre a
quantidade, composi¢ao e localizag¢do da lignina para a fun¢ao normal do
xilema e do sistema de defesa da planta ndo sdo conhecidos.

A lignificacao das células do esclerénquima inicia-se pela lamela

mediana e parede primdria; depois atinge a parede secundaria. A lignina ¢
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inerte e fornece um revestimento estavel, evitando ataques quimico, fisico
e bioldgico. Enquanto a dgua e a maioria das substancias nela dissolvidas
passam facilmente pela parede primaria, na parede secundaria a passagem
¢ extremamente lenta (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-
GUERREIRO, 2006).

Segundo Vieira et al. (1982), uma das principais causas do
decréscimo do potencial fisiolégico da semente ¢ a absor¢dao de agua
ainda no campo, apds a maturidade fisioldgica antes da colheita. Isso
despertou o interesse pela utilizagdo de sementes que possuam testa com
certo grau de dureza (GIGLIOLI; FRANCA NETO, 1982; PESKE;
PEREIRA, 1983; HARTWIG; POTTS, 1987), ou seja, com testa
impermeavel ou semipermeavel a agua.

As vantagens dessa caracteristica seriam: reducdo das flutuacdes
de umidade nas sementes, em virtude das oscilagdes da umidade relativa
do ar nos estadios de maturacdo e pré-colheita (POTTS et al., 1978;
HARTWIG; POTTS, 1987); reduzida incidéncia de patdgenos
transmitidos por sementes (MIRANDA, 1977; HILL et al.,, 1985;
BRACCINI et al., 1994); maior tolerancia a deterioracdo em campo,
mesmo em condi¢cdes extremas de estresse, como altas temperaturas
associadas com baixa disponibilidade hidrica, durante a fase de
enchimento das sementes (GIGLIOLI; FRANCA NETO, 1982); maior
resisténcia aos danos mecanicos, durante a colheita (FRANCA NETO;
POTTS, 1979; FRANCA NETO et al., 1983); menor incidéncia de danos
provocados por percevejos (FRANCA NETO et al.,, 1983); e maior
potencial de armazenamento (POTTS et al, 1978; DASSOU;
KUENEMAN, 1984).
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6 CONCLUSOES

Sementes com baixo teor de lignina t€ém maior potencial germinativo,
mesmo apds o armazenamento por até 180 dias em condi¢des controladas de
temperatura e umidade.

A espessura do tegumento e o teor de lignina de sementes de soja variam
em fungdo da cultivar.

O teor de lignina nos tegumentos de sementes de soja inoculadas ou ndo
com os fungos Aspergillus flavus e Penicillium sp. ndo sofre alteragdes durante o
armazenamento por até 180 dias em condi¢des controladas de temperatura e
umidade.

Sementes de soja inoculadas artificialmente, com os fungos Aspergillus
flavus e Penicillium sp., apresentam diferentes desempenhos fisiolégicos durante
0 armazenamento por até 180 dias

Maior concentracdo do teor de lignina em tegumento de sementes de
soja ndo promove maior resisténcia a penetragdo dos fungos de armazenamento

Aspergillus flavus e Penicillium sp.
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Tabela 1A Analise de variancia dos resultados da avaliagdo fisiologica de
sementes de soja com diferentes teores de lignina.

QM
FV GL G (%) E (%) TZ CE (uS.cm™ g™
Cultivar
©) 5 75,56 1436 ° 7,36 " 60,62 ™
Média 91,41 87,5 95,58 57,58
CV (%) 4,53 428 3,44 9,2

Tabela2A  Analise de varidncia dos resultados da avaliacdo de
microscopia eletronica de varredura de sementes de soja
com diferentes teores de lignina.

QM
FV GL CP (um) CA (um) CPA (um)
Cultivar (C) 5 79,93 7 53034 ° 990,71 °
Média 36,97 33,38 70,36
CV (%) 4,81 6,41 4,51

Tabela 3A  Analise de variancia dos resultados da avalia¢ao do teor de
lignina de sementes de soja, inoculadas ou ndo com
Aspergillus flavus, armazenadas por até 180 dias.

oM
FV GL

TL (g%)

Fungo (F) 1 0,3478 ns
Cultivar (C) 5 0,1269

Armazenamento (A) 3 0,086 "*
FxC 5 0,065 "*
FxA 3 0,052 ™%
CxA 15 0,024 "*
FxCxA 15 0,006 "*

Média 0,266

CV (%) 49
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Tabela 4A Analise de variancia dos resultados da avaliagdo fisiologica de
sementes de soja com diferentes teores de lignina, inoculadas

ou ndo com Aspergillus flavus, armazenadas por até 180 dias.

M

FV GL %G %E . TZ (%G) CE (uS.cm™.g™")
Fungo (F) 1 105938 ° 276033 © 353,43 ° 499422 °
Cultivar (C) 5 1073,73 © 193548 © 118597 © 100728 °
Armazenamento (A) 3 226329 ©  8813,80 690,84 " 2217498 °
FxC 5 37,98 ™ 113,23 ° 146,62 244,70 "*
FxA 3 14,68 ™ 44583 ° 183,52 ° 2007,59
CxA 15 87,91 ° 407,73 ° 183,65 © 158,20 "*
FxCxA 15 23,40 ™ 62,46 © 164,44 © 133,28 "*

Média 85 79 93 47,39

CV (%) 4,18 4,43 4,12 19,8

Tabela 5A Analise de wvaridncia dos resultados ultraestruturais de
sementes de soja com diferentes teores de lignina, inoculadas

ou ndo com Aspergillus flavus, armazenadas por até 180 dias.

M

kv GL CP (um) CAQ(um) CPA (um)
Fungo (F) 1 4042275 76934™  2082,94 ™
Cultivar (C) 5 151,42 * 874,61 * 154495 *
Armazenamento (A) 3 22,20™  347,52™ 456,14 ™%
FxC 5 45,74 ™% 134,76 ™ 189,75 "%
FxA 3 348,12 ™% 256,98 ™% 217,53 "*
CxA 15 84,80 * 219,70 ™% 482,53 "%
FxCxA 15 78,93 ™% 211,65™ 240,71 ™*

CV (%) 15,56 31,85 21,84
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Tabela 6A Analise de variancia dos resultados da avalia¢do do teor de
lignina de sementes de soja, inoculadas ou ndo com
Penicillium sp., armazenadas por até 180 dias.

FvV M

TL (g%)
Fungo (F) 1 0,395 ns.

Cultivar (C) 5 0,1349 °

Armazenamento (A) 3 0,092 "*
FxC 5 0,064 ™*
Fx A 3 0,057 ™*
CxA 15 0,026 "*
FxCxA 15 0,007 "*

Média 0,258

CV (%) 4,6

Tabela 7A Analise de variancia dos resultados da avaliagdo fisiologica de
sementes de soja com diferentes teores de lignina, inoculadas
ou ndo com Penicillium, armazenadas por 180 dias.

M
FV GL %G %E TS (%G) CE (uS.cm™.g™)
Fungo (F) 1 238528 ° 267754 © 374,08 ° 1821,01 °
Cultivar (C) 5 184198 © 273894 © 95623 ° 968,76
Armazenamento (A) 3 239481 " 5497290 © 101,19 ™ 11716,89 °
FxC 5 11,17 ™ 269,69 40,53 " 80,92 "
Fx A 3 1336 ™ 466,60 © 436,30 ° 3542,50 °
CxA 15 135,56 ° 177,44 ° 81,05 ° 230,96 °
FxCxA 15 6,50 ™ 111,98 © 12220 ° 371,40 °
Média 85 79 93 42,69

CV (%) 3,69 4,84 5,86 19,9
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Tabela 8A Analise de wvariancia dos resultados ultraestruturais de
sementes de soja com diferentes teores de lignina, inoculadas
ou ndo com Penicillium, armazenadas por 180 dias.

M

Fv GL CP (um) CAQ(um) CPA (um)
Fungo (F) 1 404225 769,34 2082,94 ™
Cultivar (C) 5 154,59 * 92479 *  1671,52 *
Armazenamento (A) 3 89,68 ™% 918,21 *  1430,66 *
FxC 5 45,74 ™ 134,776 "> 189,75 ™%

FxA 3 348,12™ 256,98 ™% 217,53 ™*

CxA 15 129,34 * 380,87 * 606,52 *

FxCxA 15 76,35™  171,65™ 140,68 "*
CV (%) 14,61 29,31 18,33




