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RESUMO GERAL

MENEZES, M. Aspectos genéticos associados a qualidade fisioldgica de
sementes de soja. 2008.112 p. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras”.

A qualidade fisiologica de sementes de soja ¢ uma caracteristica a ser
considerada nos programas de melhoramento. Dessa forma ha necessidade de se
conhecer o controle genético para essa caracteristica assim como associar as
caracteristicas do tegumento de sementes com a qualidade fisiologica das
mesmas. Em uma primeira etapa foi avaliada a variabilidade genética para a
qualidade fisiologica de sementes entre diferentes cultivares de soja por meio de
testes de germinacdo e vigor. Em outra etapa, a partir de seis cultivares,
previamente selecionadas, sendo trés de alta qualidade fisiologica e trés de
baixa, compondo um dialelo parcial 3 x 3, mais as cultivares parentais, foi
estudado o controle genético para a qualidade fisioldgica de sementes. Também
foram avaliados o teor de lignina, a espessura das camadas da testa, a espessura
de lignina presente nessas camadas em sementes de soja dos parentais, dos
hibridos e reciprocos, a correlagdo entre o teor de lignina com os parametros
utilizados para avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes e o controle
genético para espessura das camadas da testa e a espessura de lignina presente
nas mesmas. Foi observada variabilidade genética entre cultivares de soja para a
caracteristica de qualidade fisioldgica avaliada por meio de testes de germinagao
e vigor. Em relagdo ao controle genético, os efeitos da capacidade geral e
especifica de combinagdo, bem como os efeitos reciprocos, foram significativos
para a qualidade fisioldgica das sementes. Foi verificada a predominancia do
efeito reciproco, indicando que a qualidade fisiologica de sementes de soja pode
ser explicada pelo efeito materno. Caracteres utilizados para avaliagdo da
qualidade fisiologica podem ser correlacionados com o teor de lignina. Ha efeito
significativo para as capacidades geral e especifica de combinagdo para a
espessura das camadas da testa e espessura de lignina nessas camadas.

* Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr.
Neylson Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios
Roveri Jos¢ — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.



GENERAL ABSTRACT

MENEZES, M. Genetic aspects associated to the physiological quality of
soybean seeds. 2008. 112 p. Thesis (Doctorate in Agronomy) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG”.

The physiological quality of soybean seeds is a characteristic to be considered in
a breeding program. Therefore, the genetic control and other intrinsic factors
associated with the physiological quality of the seeds such as composition and
morphology of the seed tegument needs to be studied. Thus, in the first step of
this research was evaluated the genetic variability for seed physiological quality
among different soybean cultivars by germination and vigor tests. In another
step, six cultivars, previously selected, three with high physiological quality and
three with low, composing a partial diallel 3 x 3 plus the parental lines were
studied for the genetic control of the seed physiological quality. We also
evaluated the content of lignin, the thickness of the layers of the seed coat, the
thickness of lignin layers present in the soybean seed of parents in the hybrids
and in the reciprocal relationship between the content of lignin with the
parameters used to evaluate the physiological quality of the seeds. Variability
was observed among the cultivars for the characteristic of seed physiological
quality and selected three cultivars with high physiological quality and three
with low quality. Regarding genetic control, the effects of general and specific
capability of combination and the reciprocal effects were significant for the seed
physiological quality. Character used to evaluate the physiological quality could
be correlated with the content of lignin. There was significant effect for the
general and specific capabilities of combination for the thickness of seed coat
layers and thickness of lignin in these layers.

* Guidance Committee: Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr. Neylson
Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios Roveri
José — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.



CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

Empresas produtoras de sementes de soja t€ém investido em programas
de controle de qualidade por meio das quais sdo monitoradas todas as etapas do
processo de produgdo. Esse controle ¢ feito para a obtengdo de sementes com
alta qualidade garantindo a comercializagdo das mesmas em um mercado que ¢
altamente competitivo.

Varios sdo os fatores que interferem na qualidade fisiologica das
sementes de soja, dentre eles o gendtipo. Tem sido observada variabilidade entre
genoétipos para a qualidade fisiologica de sementes de soja, o que levou os
melhoristas a considerar essa caracteristica durante os processos de sele¢do de
cultivares. O conhecimento desse controle ¢ fundamental para diminuir o
trabalho e os custos nos programas de melhoramento, permitindo o
direcionamento durante o processo de selecdo.

No entanto, sdo escassas as informagdes sobre o controle genético para
essa caracteristica. Alguns pesquisadores tém associado a qualidade fisiologica a
resisténcia ao dano mecanico de semente e ao teor de lignina presente no
tegumento da semente, mais especificamente na testa da mesma. Essa estrutura
¢é proveniente do integumento externo do 6vulo, a primina, sendo um tecido de
origem materna.

A testa da semente de soja é formada por quatro camadas a partir da sua
superficie: cuticula, epiderme (células paligadicas ou macroesclerideos),
hipoderme (células em ampulhetas, ou células pilares ou osteoesclerideos) e
células parenquimatosas.

Caracteristicas morfoldgicas associadas a espessura e estrutura da testa
também podem estar relacionadas com a qualidade das sementes, embora

pesquisas dessa natureza sejam escassas em sementes de soja.



Assim, ¢ importante conhecer o controle genético para a qualidade
fisiologica de sementes de soja, bem como avaliar caracteres anatomicos e
quimicos do tegumento das sementes os quais podem estar associados a
qualidade das mesmas.

Desse modo, os objetivos nessa pesquisa foram avaliar a variabilidade
genética para a qualidade fisiolégica de sementes de soja, o controle genético
das caracteristicas relacionadas com a qualidade fisioldgica de sementes, assim

como 0s aspectos quimicos e anatdmicos do tegumento de sementes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Soja: origem, disseminacdo, diversidade genética e importancia do

melhoramento genético

A soja ¢ uma cultura anual de autopolinizagdo, familia Fabaceae, género
Glycine, subgénero soja e espécie Glycine max (L.) Merrill. Apresenta 2n=40
cromossomos, representando um tetraploide diploidizado (Van Raamsdonk,
1995), ou seja, um poliploide que se comporta citologicamente como um
diploide (Hymowitz et al., 1997). E uma espécie de grande interesse econdomico,
devido aos teores elevados de proteina (40%) e oleo (20%), sendo a cultura que
ocupa a maior area cultivada no Brasil.

Evidéncias geograficas, lingliisticas e historicas sugerem que a soja,
Glycine max (L) Merrill, tem como centro de origem o continente asiatico, mais
precisamente a regido nordeste da China (Hymowitz, 1970).

O germoplasma de soja utilizado em programas de melhoramento
genético no pais pode ser considerado como uma populacdo de baixo tamanho
efetivo (N=11 a 15) (Vello et al., 1988). Foi observado que apenas 11 ancestrais
contribuiram com 89% do conjunto de alelos do germoplasma brasileiro de soja
(Hiromoto & Vello, 1986). Nos Estados Unidos situagdo semelhante foi
encontrada, sendo que 25 ancestrais participavam de 90% do conjunto génico
das cultivares lancadas entre 1947 e 1988 (Gizlice et al., 1994). Assim, os
ganhos genéticos para a producgdo de graos e a vulnerabilidade genética a fatores
bidticos e abiodticos também ficam comprometidos com o estreitamento da base
genética (Bratuagar, 1999).

A producdo de soja no Brasil foi baseada, inicialmente, em introdugdes
de gendtipos na Bahia e depois, na regido Sul do pais, onde apresentaram melhor

adaptagdo. Nos programas de melhoramento de soja da regido Sul, trabalhou-se



inicialmente com introdugdes de gendtipos desenvolvidos no sul dos EUA e,
posteriormente, foram desenvolvidas cultivares mais adaptadas, a partir de
cruzamentos especificos (Rocha, 2002).

Baseando-se nos germoplasmas disponiveis, nos programas de
melhoramento de soja tem sido desenvolvidas cultivares com caracteristicas de
interesse do produtor. Dentre essas caracteristicas a qualidade fisiologica das
sementes tem sido avaliada, principalmente em fungdo das condigdes adversas
relacionadas a altas temperaturas e umidade relativa que ocorrem em varias
regides produtoras de sementes de soja no Brasil. Na regido Centro Oeste, por
exemplo, tem sido observada grande expansdo da cultura, principalmente devido
ao melhoramento para plantas com periodo juvenil longo. Sabe-se, por meio de
resultados de pesquisa, que a qualidade fisioldgica varia substancialmente com o
genodtipo, 0 que mostra a importincia dessa caracteristica nos processos de
selecdo de cultivares nos programas de melhoramento.

Atualmente, no Brasil sdo produzidos 59 milhdes de toneladas de graos
de soja o que demanda um grande volume de sementes (Anuario da Agricultura
Brasileira - Agrianual, 2007). A producdo de sementes de soja com alta
qualidade fisiologica ¢ fundamental para a obtencéo de sementes com os padrdes
minimos de qualidade exigidos para a comercializagdo garantindo estandes

ideais, os quais determinam, sobremaneira, a produtividade de graos.

2.2 Qualidade fisiologica de sementes

Para o sucesso da lavoura ¢ indispensavel, dentre as técnicas de cultivo
recomendadas, a utilizagdo de sementes de elevada qualidade (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria Soja, 2000). A qualidade pode ser definida
como o somatorio de atributos genéticos, fisicos, sanitarios e fisiologicos que

afetam a capacidade das sementes em originar plantas produtivas (Popinigis,



1985). Segundo Bewley & Black, (1994), a qualidade fisioldgica esta associada
as fungdes vitais nas sementes como germinagdo, vigor e longevidade.

Busca-se no melhoramento a sele¢do de gendtipos com melhor
qualidade de sementes e resistentes a danos causados por intempéries no periodo
de maturagao (Carter & Hartwig, 1967). No entanto, tem-se verificado que
algumas cultivares de soja, apesar de altamente produtivas, apresentam
problemas de qualidade de sementes, dificultando, assim, a sua recomendagao
(Silva et al., 1970).

Sabe-se que a maxima qualidade das sementes de soja ¢ alcangada por
ocasido da maturidade fisioldgica, coincidindo com o méximo acumulo de
matéria seca, de vigor e de germinacdo (Marcos Filho, 1979; Popinigis, 1985).
Por outro lado, o processo de deterioracdo inicia-se na maturidade fisiologica,
com maior agravamento quando o teor de agua das sementes decresce em niveis
inferiores a 25% (Mondragon & Potts, 1974). No ponto de maturidade
fisiolégica, o elevado teor de agua das sementes impede a colheita mecanizada
da soja. Dessa forma, as sementes permanecem ‘“‘armazenadas no campo” até
atingir o teor de agua adequado para a colheita mecanica. Nesse periodo de
“armazenamento a campo” raramente as condigdes climaticas sdo favoraveis a
manutengdo da qualidade das sementes (Franca Neto & Henning, 1984).

Dentre os fatores que interferem na produgdo de sementes de soja, com
elevada qualidade fisioldgica, destacam-se: a defini¢do da época de semeadura, a
determinagdo de regides mais favoraveis a producdo de sementes, a utilizagao de
cultivares com melhor qualidade de semente, os danos mecanicos, o ataque de
percevejos, a infec¢dao causada por microrganismos patogénicos, as condigdes de
armazenamento ¢ a colheita no momento adequado (Franca Neto et al., 1984;
Henning et al., 1985; Motta et al., 2000).

A época de colheita ¢ de grande importancia para obtengdo de sementes

de elevada qualidade. O atraso na colheita compromete o poder germinativo,



porém, a redugdo observada nessa caracteristica varia com a cultivar (Sediyama
et al.,, 1972). Silva et al. (1979), ao analisarem quatro épocas diferentes de
colheita das sementes de soja ‘Bossier’ e ‘Davis’, verificaram que a época mais
favoravel para essa operagdo variou com a cultivar e dependeu do grau de
umidade das sementes por ocasido da colheita.

A permanéncia das sementes de soja no campo, apos a maturidade
fisiologica, ¢ fator importante na deterioragdo ou mesmo na perda do vigor.
Segundo Green et al. (1965), condi¢cdes ambientais adversas no periodo de
maturacdo constituem fatores que influenciam diretamente na obtencdo de
sementes de melhor qualidade. Nesse contexto, Vieira et al. (1982) constataram
que baixas temperaturas favorecem a qualidade das sementes e que condigdes
quentes e Umidas, com excesso de precipitacio pluviométrica, podem
comprometer severamente a germinagao e o vigor das sementes de soja.

O retardamento da colheita tem promovido queda gradual da qualidade e
aumento na infec¢do das sementes de soja por patdgenos internos,
principalmente Phomopsis sp. e Fusarium semitectum (Costa, 1984; Braccini &
Dhingra, 1996). Entretanto, o aumento na contaminagdo das sementes, com 0
atraso na colheita, também difere entre as cultivares, e algumas dessas podem
apresentar resisténcia a infec¢do causada por diversos patdgenos, entre eles
Phomopsis sojae (Dhingra & Acufia, 1997). De acordo com Braccini et al.
(2000), ha consideravel diferenca de comportamento entre as cultivares de soja
quanto a tolerancia ao retardamento da colheita. Além disso, ha elevada
correlagdo entre a redu¢do no poder germinativo promovida pelo retardamento
da colheita e o aumento na incidéncia de sementes infectadas por fungos e
bactérias.

A wvariabilidade genética existente nos genétipos de soja quanto a
qualidade fisiologica de sementes (Paschal II & Ellis, 1978; Costa, 1979), pode

ser utilizada em programas de melhoramento genético. Panobianco (1997),



estudando a variacdo na condutividade elétrica de sementes de diferentes
genoétipos de soja e sua relagdo com o conteido de lignina no tegumento,
concluiu que o efeito do genodtipo encontrado pode ser conseqiiéncia das
caracteristicas do tegumento da semente, assim como de outras caracteristicas
relativas ao embrido que, podem alterar, também, a condutividade elétrica para
sementes com o mesmo padrao de qualidade fisiologica.

A comparag¢do da condutividade elétrica entre genotipos foi também
evidenciada por Kuo (1989), estudando sementes de vinte acessos de soja. Esse
autor observou a existéncia de variabilidade para permeabilidade do tegumento
entre genotipos.

Apesar do conhecimento sobre a variabilidade de gendtipos de soja
quanto a qualidade fisioldgica de sementes existem poucos estudos relacionados

ao controle genético para essa caracteristica.

2.3 Controle genético para qualidade fisioldgica de sementes

A qualidade fisiologica de sementes de soja pode variar em fungdo do
genotipo, sendo essa caracteristica importante durante o processo de selecdo
realizado nos programas de melhoramento.

Em um programa de melhoramento genético € necessario estudar os
sistemas génicos que determinam as caracteristicas quantitativas de interesse em
relacio a populagdo base ou aos genitores escolhidos. Este procedimento
permite avaliar a variabilidade genética existente na populagdo de referéncia ou
no grupo de pais selecionados, bem como inferir sobre os tipos e as importancias
relativas das interagdes génicas que atuam na determinagdo dos caracteres,
favorecendo a escolha do processo seletivo que maximize os ganhos esperados
com a selecdo. Nestes estudos ¢ comum o uso de um delineamento genético ou

sistema de cruzamentos, como o dialelo (Wricke & Weber, 1986).



O termo dialelo tem sido utilizado para expressar um conjunto de p(p-
1)/2 hibridos, resultantes do acasalamento entre p progenitores (linhagens,
variedades, clones, etc.), podendo incluir, além dos respectivos pais, os hibridos
reciprocos e/ou outras geragdes relacionadas, tais como, F,’s, retrocruzamentos
dentre outros (Griffing, 1956). Os esquemas ¢ as analises de cruzamentos tém
sido realizados com parentais cujas bases genéticas variam desde linhagens
puras até variedades com ampla base genética (Hallauer & Miranda Filho,
1988).

As metodologias de andlise dialélica fornecem estimativas de
parametros uteis na selecdo de genitores para hibridagdo e no entendimento dos
efeitos genéticos envolvidos na determinacdo dos caracteres. Para a analise dos
cruzamentos dialélicos, existem varios métodos, porém, um dos mais
empregados € o método proposto por Griffing (1956), pelo qual sdo estimados
os efeitos e as somas dos quadrados de efeitos da capacidade geral e especifica
de combinac¢do (Cruz, 1994). A capacidade geral de combinacdo (CGC)
caracteriza o comportamento do parental em varias combina¢des hibridas. Ja a
capacidade especifica de combinagdo (CEC) caracteriza o comportamento de
combinagdes hibridas especificas em relagdo a média dos parentais. A CGC esta
relacionada a genes de efeitos aditivos, mas também dominantes e epistaticos do
tipo aditivo x aditivo; enquanto a CEC depende de genes de efeitos dominantes e
epistaticos do tipo dominante x dominante (Sprague & Tatum, 1942).

Nos programas de melhoramento, o conhecimento dos componentes da
capacidade de combinagdo ¢ importante na escolha dos parentais divergentes
envolvidos em esquemas de cruzamentos, principalmente quando se deseja
desenvolver linhagens superiores e identificar hibridos promissores (Melo,
1987).

A analise dialélica tradicional, embora amplamente utilizada, tem como

desvantagem a grande dificuldade na obtencdo dos hibridos e, sobretudo, o
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elevado numero de combinag¢des hibridas resultantes, quando sdo muitos os
genitores a serem considerados, o que pode limitar a obtengdo e/ou avaliacdo
experimental, dependendo da espécie, de recursos humanos e/ou finaceiros
disponiveis, entre outros. Entretanto, ¢ por meio da analise dialélica que se torna
possivel a determinagdo eficiente de quais sdo os melhores genitores e as
combinagdes hibridas. Uma alternativa eficiente para contornar este problema ¢
dividir os N genitores em dois grupos, um com n € o outro com n’ e utilizar o
sistema dialelo parcial. Este sistema pode ser utilizado também quando os N
genitores estdo, por alguma razao, separados em dois grupos (Viana, 1995).

Com a analise dialélica pode-se predizer a analise dos ganhos genéticos
esperados com a selecdo e os estudos de heterose (Jinks, 1955), de efeitos
génicos extranucleares e da interagdo efeito génico x ambiente, no caso de
avaliagdo experimental em mais de uma condi¢do ambiental (Allard, 1956).
Ainda permite o estudo do controle genético dos caracteres avaliados e da
avaliagdo da variabilidade genética entre os pais.

A maioria dos caracteres dos organismos superiores € controlada por
genes nucleares, que segregam de acordo com o comportamento dos
cromossomos na meiose. Entretanto, existe outro grupo de caracteres herdado
em fungdo dos genes ou produtos génicos presentes no citoplasma, no qual o
gameta feminino contribui com quase a totalidade do citoplasma para o
descendente. Assim, para se estudar esse tipo de heranga, deve-se verificar se
existe diferenca entre os resultados de um cruzamento e de seu reciproco. O
cruzamento reciproco € aquele em que o genitor ¢ usado ora como fémea, ora
como macho. Se a heran¢a de um dado carater ¢ controlada por genes nucleares,
os resultados de um cruzamento e de seu reciproco serdo idénticos. Caso
contrario, o carater ¢ devido a efeitos citoplasmaticos, ou seja, os descendentes

de cada cruzamento terdo sempre o mesmo fendtipo do genitor feminino, o qual
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contribui com o citoplasma. Este tipo de heranga pode ser explicado pelo efeito
materno ou heranga extracromossomica (Ramalho et al., 2004).

O efeito materno ¢ definido como um caso especial de heranga
controlada por genes nucleares da mde, porém ¢ responsavel por certas
condigdes do citoplasma do o&vulo, provavelmente produtos génicos. A
expressao fenotipica dos descendentes ¢ independentes dos genes doados do pai.
O efeito materno na expressdo desses caracteres nos descendentes se da apenas
por uma ou, no maximo, duas geragoes (Ramalho et al., 2004).

A heranca de caracteres de importancia econémica, como o teor da
proteina (Leleji et al., 1972; Hall et al., 1977; Poligano, 1982), teor de metionina
(Porter, 1972) e o tamanho da semente de feijdo (Mesquita, 1989) sdo exemplos
onde o efeito materno € a principal explicagdo para os cruzamentos reciprocos.
Variag¢do na estrutura do pericarpo, um tecido de origem materna, também foi
observada entre sementes hibridas de milho e de seus reciprocos (Roveri José et
al., 2005).

Na cultura da soja ja se sabe que o teor protéico do grio mostra uma
grande participagdo do genitor materno. Sing & Hadley (1972) avaliaram
populagoes segregantes (F, ¢ RC) para se separar o efeito materno do
citoplasmatico, onde constataram que o efeito materno esta altamente associado
ao teor protéico do grao.

Davies (1975) avaliou sementes provenientes de cruzamentos reciprocos
de ervilha (Pisum sativum). A comparagdo de sementes autofecundadas com
cruzadas mostrou ser importante, uma vez que foram constatadas sementes de
fendtipos similares, derivadas de genodtipos diferentes, devidos a presenca do
efeito materno. Neste trabalho, as cultivares com sementes grandes apresentaram
um maior numero de células nos cotilédones. Além disso, o nimero e o peso das
células das sementes foram diferentes nos cruzamentos reciprocos, indicando

presenca do efeito materno. Entretanto, nenhum hibrido apresentou-se com

12



fenotipo idéntico ao da mae, onde foi salientado que a constituigdo genética da
semente também determina o tamanho da populagéo de células.

Sousa (2003) ao avaliar parametros genéticos e fenotipicos associados
com qualidade fisiologica de sementes de feijdo, observou que a absor¢do de
agua pode estar associada ao tegumento ou aos cotilédones e eixo embriondrio.
Os cotilédones e eixo embrionario tém efeito de xénia e o tegumento ¢ tecido
materno (Ramalho et al., 2004); os mesmos estdo em geracdes diferentes se
forem avaliadas familias oriundas de populacdes segregantes.

Com o intuito de avaliar o efeito materno associado & capacidade de
cozimento do feijoeiro, Paula et al. (2004) observaram que o tegumento é o
principal constituinte do grao de feijao responsavel pelo tempo de cocgdo e pela
expressdo do carater efeito materno.

A permeabilidade do tegumento de cultivares de soja tem sido
relacionada ao teor de lignina e a qualidade fisiologica de sementes o que

justifica mais estudos na area.

2.4 Tegumento da semente de soja

A origem do tegumento ¢ proveniente dos integumentos do dvulo, ou
seja, o integumento externo ou secundina d4 origem a testa enquanto o
integumento interno ou primina origina o tégmen. Algumas vezes o integumento
interno em muitas espécies de Fabaceaes tende a desaparecer (Esau, 1977;
Miller et al., 1999). Como o tegumento ¢ um envoltério da semente, exerce
fungdes de protegdo ao eixo embrionario e ao tecido de reserva contra choques e
abrasdes, manutencdo da unido entre as partes internas da semente, impedimento
a entrada de microrganismos e insetos, de controle de velocidade de hidratagdo e
de troca gasosa entre a semente ¢ o meio, de regulacdo da germinagdo por

intermédio da dorméncia (Carvalho & Nakagawa, 2000), além de protecdo ao
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embrido de ruptura celular e perda de substincias intercelulares, durante a
embebicdo (Duke & Kakefuda, 1981).

Quando se faz um corte transversal da testa de uma semente de soja
podem ser observadas quatro camadas a partir da superficie: cuticula, epiderme
(células paligadicas ou macroesclerideos), hipoderme (células em ampulheta ou
células pilares ou osteoesclerideos) e células parenquimatosas (Swanson et al.;
1985).

A camada palicaddica ¢ formada por células esclerenquimatosas,
chamadas macroesclerideos e aparece de forma continua por todo o tegumento,
com excecdo da regido do hilo, onde duas camadas pali¢adicas podem ser
observadas. As células da camada paligadica apresentam-se alongadas com a
disposi¢do perpendicular a superficie da testa, paredes celulares grossas e
perfuradas na por¢ao superior. Em algumas sementes duras de leguminosas, a
camada palicadica é a causadora do alto grau de impermeabilidade do
tegumento, afetando, por conseguinte a capacidade de germinacdo (Esau, 1976).
Caracteristicas da camada paligadica, como a composi¢do quimica, arranjo e
substancias intercelulares podem influenciar na absor¢do de agua (Baciu-
Miclaus, 1970).

Sabe-se que as sementes duras dos legumes mantém uma percentagem
muito baixa de grau de umidade que ndo ¢ afetada pelas flutuagdes da umidade
relativa do ar circunjacente. O grau de umidade ¢ atribuido a impermeabilidade
da testa com a ac¢do valvular do hilo (Hyde, 1954). O hilo funciona como uma
valvula higroscopica. Ocorre uma fissura ao longo da depressdo do hilo que se
abre quando a semente ¢ envolvida por ar seco e se fecha quando o ar ao seu
redor umedece. Por este motivo a penetracdo de umidade ¢ impedida e a perda
de vapor, possibilitada. Na testa de sementes de leguminosas as células
imediatamente abaixo da camada pali¢adica sdo as células em ampulheta ou

hipoderme (Corner, 1951).
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A hipoderme constitui-se de uma camada de células uniformes, continua
em toda a testa, com excecdo da regido do hilo, onde esta ausente. Ela é formada
por células esclerenquimatosas com parede celular de espessura desuniforme,
chamadas de osteoesclerideos, com a presenga de grandes espagos intercelulares.
Corner (1951), observou os espagos entre as células em ampulhetas de algumas
leguminosas.

Ja o parénquima lacunoso ¢ composto de 6-8 camadas de células, as
quais sao tangenciais a superficie da testa, possuem parede celular fina e
protoplasma ausente. 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 excecdo da regido do hilo, onde ha trés camadas
diferentes: uma camada mais externa na qual as células parénquimatosas sao
dispostas radialmente e com grande espacgo intercelular e estdo em contato com
os osteoesclerideos, a camada mediana de parénquima na qual as células
apresentam-se ramificadas ao redor do hilo, sdo de formato achatado e tamanho
reduzido, possuindo pequenos feixes de vasos em espirais, € uma camada mais
interna, formada por células parenquimaticas mais ou menos tipicas (Dzikowski,
1936, citados por Carlson & Lersten, 1987).

Em sementes de soja, a espessura das quatro camadas da testa em
conjunto pode variar de 70 a 100 micrometros, sendo que existe variagao entre
as cultivares. No entanto, essa caracteristica é constante dentro de cada cultivar e
¢ controlada geneticamente (Caviness & Simpson, 1974).

A presenca ou ndo de poros e sua quantidade, forma e tamanho na
superficie da testa também ¢ controlado geneticamente. Os poros parecem estar
relacionados com a absor¢do de agua, sendo que em sementes duras ou eles

estdo ausentes ou apresentam-se em pequena quantidade (Calero, 1979).
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Calero et al. (1981), por meio de estudos microfotograficos, revelaram
que a capacidade de absor¢do de agua pelas sementes de soja pode ser
controlada pela forma, tamanho e funcionalidade dos poros do tegumento e pela
quantidade de material ceroso presente na epiderme. Quando ndo ha poros e o
material ceroso estd presente na epiderme, a embebi¢do de agua pela semente ¢é
dificultada. No entanto, Wolf & Baker (1972) e Wolf et al. (1981) encontraram
pequenos poros tanto nas cultivares de sementes duras como normais e
concluiram que os poros ndo afetaram a permeabilidade do tegumento. Harris
(1987), trabalhando com variedades de soja de sementes duras e normais
verificou a presenga de poros apenas nas sementes das variedades com
tegumentos permeaveis, concluindo que fatores estruturais como 0s poros € os
compostos fenolicos podem estar relacionados com a impermeabilidade da testa.

De acordo com Popinigis (1985), a estrutura responsavel pela
impermeabilidade do tegumento ¢ a camada de cé€lulas em paligada, cujas
paredes celulares sdo espessas e recobertas externamente por uma camada
cuticular cerosa.

A busca de melhorias na qualidade fisiologica de sementes de soja
despertou interesse dos pesquisadores pela utilizagdo de sementes que possuam
testa com certo grau de dureza, ou seja, testa impermeavel ou semipermeavel a
agua. As vantagens dessas caracteristicas estdo relacionadas a redugdo de
flutuagdes de umidade nas sementes (Hartwig & Potts, 1987); reduzida
incidéncia de patdgenos transmitidos por sementes (Braccini et al., 1994); maior
tolerancia a deterioracdo em campo, mesmo em condi¢des extremas de estresse
(Giglioli & Franga Neto, 1982); maior resisténcia aos danos mecéanicos durante a
colheita (Franca Neto et al., 1983); menor incidéncia de danos provocados por
percevejos (Franga Neto et al,, 1983) e maior potencial de armazenamento

(Dassou & Kueneman, 1984).
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Sementes duras ou impermeaveis, segundo Woodstock (1988), podem
ser resultantes de uma organizagdo compactada de microfibrilas de celulose na
parede celular. Esta, por sua vez, pode ser impregnada com substancias
impermeaveis a agua, tais como lignina, ceras, suberinas ou tanino (McDougall
et al., 1996). Sdo compostas abundantemente pelos polissacarideos celulose e
hemicelulose, e de polimeros fenilpropandides conhecidos como lignina.

A inclusdo de lignina na parede tem origem na lamela média, partindo
em direcdo ao interior da parede secundaria. Inicialmente, ocorre o crescimento
da parede primaria que corresponde a fase em que a célula aumenta de tamanho,
e depois o crescimento da parede secundaria, fase em que a parede celular torna-
se progressivamente mais espessa, a partir da borda interna da parede primaria,
em direcdo ao centro da célula, ocorrendo a deposi¢ao de polimeros de lignina.
O efeito deste padrio de deposi¢do de lignina torna a regido lamela
média/parede celular primaria mais intensamente lignificada (Jung & Alen,
1995).

O termo lignina ¢ utilizado para designar um grupo de substancias com
unidades quimicas semelhantes. Segundo Panobianco (1997), a estrutura
quimica da lignina ¢ muito complexa e ainda ndo muito bem definida. Butler &
Bailey, citados por Silva (1981), referem-se a lignina como um polimero, 3-
metoxi-fenil-propenol e 3-5-di-metoxi-fenil-propenol, ligados em proporgdes
variadas ¢ em seqiiéncia casualizada, originando grande variedade de produtos, o
que dificulta a sua exata defini¢do. De acordo com Esau (1976), a lignina
constitui-se de uma substancia ou mistura de substincias organicas de elevado
conteudo de carbono, mas diferente dos carboidratos, e que se encontra
associada a celulose nas paredes de numerosas células. A lignina ¢ impermeavel
a agua, muito resistente a pressdo e pouco elastica. Depois da celulose, é o
polimero vegetal mais abundante, sendo encontrada na parede celular em maior

quantidade (60% a 90%) (Egg Mendonga, 2001).
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A impermeabilidade ao tegumento conferida pela lignina, exerce efeito
significativo sobre a capacidade e velocidade de absor¢do de dgua através deste,
interferindo desse modo, na quantidade de lixiviados liberados para o meio
externo durante a fase de embebigdo no processo de germinagdo de sementes
(McDougall et al., 1996).

Diferencgas no teor de lignina entre gendtipos de soja foram observadas
por diversos autores (Tavares et al., 1987; Carbonell et al., 1993; Alvarez, 1994;
Carbonell & Krzyzanowski, 1995), tendo o contedo de lignina no tegumento
sido correlacionado com a resisténcia da semente ao dano mecanico. Segundo
Carbonell & Krzyzanowski et al. (1993), a susceptibilidade ao dano mecanico
apresenta grande variabilidade genética, e € um carater importante para a
qualidade das sementes de soja. Alvarez (1994) e Panobianco (1997)
observaram uma relacdo direta entre a resisténcia ao dano mecanico e aos teores
de lignina no tegumento de sementes de soja, comprovando a resposta
diferencial entre cultivares.

Nos programas de melhoramento genético de soja buscam-se a selegdo
de gendtipos com elevados teores de lignina, maior que 5,0 %, por apresentarem
maior resisténcia ao impacto mecénico em relacdo ao desenvolvimento de
cultivares com testa impermeavel (Alvarez et al., 1997). No entanto, ndo esta
devidamente esclarecido a associagdo entre o teor de lignina e a qualidade
fisioldgica em sementes de soja.

Caracteristicas morfologicas associadas a espessura e estrutura do
tegumento também tem sido relacionadas com a qualidade de sementes. A
estrutura do tegumento pode ser avaliada por meio de microscopia eletronica de
varredura (MEV).

Com o auxilio da MEV, ¢ possivel obter uma imagem direta dos
atomos na superficie de um material, formada por elétrons secundarios e emitida

da superficie de espécime irradiada pelo feixe de elétrons primdrios ou pelos
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reespalhados, que apesar de gerarem imagens de pior qualidade podem indicar
diferencas na composicdo elementar da amostra. Assim, a MEV destina-se
basicamente ao exame de superficie das amostras, podendo-se ver superficies
internas, se fraturadas e expostas, utilizando-se, principalmente, elétrons
secundarios (Alves, 2006). Silva (2003), por meio de eletromicrografias de
varredura de cortes transversais da testa das sementes de soja das cultivares M-
Soy 8400 e M-Soy 8411 observou trés camadas de células visiveis: camadas de
células paligadicas, camada de células em ampulheta e as células do parénquima
lacunoso. A autora avaliou o comportamento dessas camadas de células que
compdem a testa das sementes de soja, quando estas foram expostas a cinco
periodos de envelhecimentos acelerado (0, 24, 48, 72 e 96 horas) a 42° C e,
aproximadamente, 100% de umidade relativa do ar. Para as cultivares avaliadas
foi verificada redug@o na espessura das camadas da testa da semente de soja. A
reducdo da espessura das camadas sugere um colapso das células que compoem
tais camadas, o que pode estar relacionada com a reducdo do potencial
germinativo.

O uso da microscopia eletronica de varredura para a avaliagdo da
espessura e estrutura do tegumento de sementes de soja e a associagdo dessas
caracteristicas com a qualidade fisioldgica das sementes tem sido pouco

explorado, o que justifica a realizagdo de pesquisa nessa area.
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CAPITULO 2

1 RESUMO

MENEZES, M. Selecdo de gendtipos para a qualidade fisioldgica de
sementes de soja. 2008. Cap. 2. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras”.

A soja é uma cultura de grande expressdo econOmica, colocando o Pais em
posicdo de destaque, como o segundo maior produtor e o maior exportador de
graos. Devido a elevada produgdo de graos, ha demanda por um grande volume
de sementes de alta qualidade. Sabe-se que a qualidade de sementes de soja ¢
altamente influenciada pelas condi¢des climaticas e caracteristicas genéticas da
cultivar. No entanto, pouco se conhece sobre o controle genético para a
caracteristica de qualidade de sementes de soja, havendo necessidade de sele¢ao
de materiais contrastantes para essa caracteristica para a realizagdo de um
sistema de cruzamento envolvendo a analise dialélica. Na primeira etapa dessa
pesquisa foram avaliadas 16 cultivares de soja quanto a qualidade fisiologica das
sementes. Para isso, sementes dessas cultivares foram produzidas em campo na
area experimental do Departamento de Agricultura da UFLA, em Lavras, MG. A
colheita das sementes foi realizada no estadio R8, a secagem das vagens na
sombra ¢ a debulha manual quando as sementes apresentavam 12% de teor de
agua. Em seguida, as sementes foram submetidas aos testes de primeira
contagem e contagem final de germinagdo, emergéncia em canteiro, teste de
condutividade elétrica e envelhecimento acelerado. Por meio desse estudo foi
observada variabilidade genética entre cultivares de soja para a caracteristica de
qualidade fisiologica avaliada por meio de testes de germinagao e vigor.

* Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr.
Neylson Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios
Roveri Jos¢ — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.
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2 ABSTRACT

MENEZES, M. Selection of soybean genotype through physiological
quality. 2008. Chap. 2. Thesis (Doctorate in Agronomy) — Federal University
of Lavras, Lavras, MG."

The soybean is a crop with enormous economic importance, placing Brazil as
the second largest producer and the largest exporter of the world. Due to the
larger production of grains, there is a demand for a higher volume for seeds with
quality. It is known that the quality of soybean is highly influenced by the
environment conditions and genetic characteristics. However, little is known
about the genetic control of seed quality characteristic of soybean seeds. This
shows the needs for selection of contrasting materials for this characteristic to
perform a crossing system involving a diallel analysis. Thus, in the first step of
this research 16 soybean cultivars were evaluated regarding the physiological
quality of the seeds. With this purpose, seeds from these 16 cultivars were
produced in a experimental field from the Department of Agriculture at the
Federal University of Lavras, State of Minas Gerais-Brazil. The soybean was
harvested at the R8 stage, dried in the shade and manually cleaned when the
seeds reached 12% of moisture content. Following, the seeds were submitted to
first and final count of germination, seedling emergency and conductivity and
accelerated aging test. The results showed genetic variability among the soybean
cultivars analyzed for physiological quality of the seeds.

* Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr. Neylson
Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios Roveri
José — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.
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3 INTRODUCAO

Com o aumento da produgdo de graos de soja ha demanda crescente por
sementes, existindo cada vez mais preocupacdo por parte das empresas
produtoras de selecionar e registrar cultivares que sejam produtivas e que
também apresentem boa qualidade fisiologica das sementes. Para isso, nos
ultimos anos, melhoristas tém se associado aos tecnologistas de sementes e, por
meio de metodologias especificas, tém avaliado a qualidade fisioldgica das
sementes dessas cultivares.

No processo de selecdo de cultivares que apresentam alta qualidade
fisiologica de sementes, ha necessidade inicialmente, de se avaliar a
variabilidade existente para essa caracteristica. A qualidade fisiologica das
sementes de soja tem sido avaliada principalmente por meio de testes de
germinagdo e de vigor e, dentre estes, pode-se citar o de envelhecimento
acelerado e de emergéncia de plantulas (Marcos-Filho, 2005).

Braccini et al (2003) observaram nas duas contagens (cinco ¢ oito dias)
do teste de germinacdo, variabilidade de comportamento entre as cultivares de
soja quanto a qualidade das sementes, tanto nas sementes colhidas no estadio
RS, quanto nas colhidas 30 dias apds o estadio R8.

Pelo teste de condutividade elétrica também ¢ possivel selecionar
gendtipos quanto a qualidade das sementes, com base nas diferencas de
permeabilidade de membrana celular (Kryzanowski, 1997). Os valores padrdes
de condutividade devem ser de até 70-80 uS.cm™.g”, para lotes de sementes de
soja de alto vigor, porém com forte tendéncia a apresentarem médio vigor
(Vieira & Krzyzanowski, 1999). Essa diferenca dos gendtipos em relagcdo a
condutividade elétrica pode estar associada ao teor de lignina no tegumento.

Tavares et al (1987), Alvarez (1994), Carbonell & Krzyzanowski (1995)
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observaram diferengas no teor de lignina em diferentes cultivares de soja, cuja
caracteristica tem sido correlacionado com a resisténcia da semente ao dano
mecanico. Segundo Carbonell & Krzyzanowski (1995), existe grande
variabilidade genética para a susceptibilidade ao dano mecénico, a qual constitui
carater importante para a qualidade das sementes de soja. Alvarez (1994) e
Panobianco (1999) observaram uma relagdo direta entre a resisténcia a esse tipo
de dano e os teores de lignina no tegumento de sementes de soja, comprovando a
resposta diferencial entre cultivares.

Neste trabalho, foi avaliada a variabilidade genética para a qualidade
fisiologica de sementes entre diferentes cultivares de soja, por meio de testes de

germinagdo e de vigor.
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4 MATERIAL E METODOS

Foi instalado um campo para multiplicagdo de 16 cultivares de soja,
cedidas pelas empresas COODETEC, Embrapa Soja (Londrina) e
EPAMIG/CTTP (Uberaba). O experimento foi instalado em novembro de 2005
na area experimental do Departamento de Agricultura da UFLA (Universidade
Federal de Lavras), cujas coordenadas sdo: latitude 21°14°S, longitude 40°17°W
e altitude de 918,80m. O clima se enquadra no tipo Cwb da classificagao de
Ko6ppen. A temperatura média anual é de 19,4° C e a pluviosidade se distribui
principalmente de outubro a abril em valores anuais de 1529,7 mm.

A correcdo do solo e a adubagdo de semeadura foram realizadas de
acordo com a analise de solo, sendo aplicados 1,1 ton/ha de agrosilicio antes da
semeadura e na adubagdo de semeadura, 300 Kg/ha da formulagao 0-20-20. Foi
utilizado o Bacsol® no substrato, um produto natural de agdo bioldgica, na
dosagem de 800g/ha no momento da semeadura. As sementes foram tratadas
com o fungicida Vitavax Thiram 200 SC na dosagem de 250 ml/100 Kg de
sementes. A semeadura foi conduzida de modo a garantir 250.000-300.000
plantas/ha, e cada parcela foi constituida de quatro linhas de cinco metros
lineares, em trés repetigdes. Os tratos culturais foram realizados conforme as
recomendacgdes para a cultura.

No estadio reprodutivo RS, as plantas foram colhidas manualmente ¢ as
vagens secadas a sombra dentro da Usina de Beneficiamento de Graos até as
sementes atingirem o teor de d4gua de aproximadamente 12%. A determinacao do
teor de dgua das sementes foi feita por meio do medidor de umidade digital
G600, da Gehaka. As condigdes ambientais durante a secagem foram
controladas por meio de um termohigrografo. Como as cultivares usadas tem

diferentes periodos de florescimento e maturagdo, a colheita das mesmas iniciou
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em margo e terminou em junho. Os valores mensais de umidade relativa e

temperatura do ar ambiente se encontram na Tabela 1.

TABELA 1. Valores mensais de umidade relativa e temperatura do ar ambiente
correspondente ao periodo de secagem das sementes. UFLA,
Lavras, MG, 2008.

Més UR max. UR min. T max. T min.
Margo 95% 51% 27°C 16°C
Abril 90% 50% 25°C 13°C
Maio 90% 35% 24° C 11°C
Junho 93% 34% 21°C 9°C
Meédias 92% 42.5% 24.25°C 12,25°C

As sementes foram debulhadas manualmente ¢ armazenadas em camara
fria e seca regulada para uma temperatura de 10°C e umidade relativa de 50%
até a realizagao das avaliagdes da qualidade. As sementes retidas na peneira de
crivo circular 14 foram tratadas com o fungicida Vitavax Thiran 200 SC na
dosagem de 250 mL/100 Kg de sementes antes das avalia¢des fisiologicas, com
excecdo do teste de condutividade elétrica, realizado com sementes ndo tratadas.

As sementes foram submetidas aos testes de germinacdo e vigor como

descritos a seguir:

4.1 Teste de germinacgdo

O teste de germinagdo foi realizado com 300 sementes de cada cultivar
de soja, distribuidas em 6 repetigdes de 50 sementes. As sementes foram
semeadas entre papel tipo Germitest umedecido com &gua destilada na
propor¢ao de 2,5 vezes o peso do papel, visando umedecimento adequado e
uniformizacdo do teste. As sementes permaneceram no germinador regulado
para 25+1°C. As avalia¢des foram realizadas aos cinco dias (primeira contagem)

e oito dias (contagem final), computando-se a porcentagem de plantulas
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normais, segundo os critérios estabelecidos nas Regras para Analise de sementes

(Brasil, 1992).

4.2 Emergéncia em canteiro

Cinqlienta sementes, por repeticdo, para cada cultivar em um total de
300, foram semeadas em canteiro contendo partes iguais de areia e terra. As
sementes de cada repeti¢@o foram distribuidas em sulco de 1m de comprimento,
com espagamento entre linhas de 7cm e a profundidade de semeadura foi de
3cm. As irrigagOes foram realizadas diariamente e as contagens do numero de
plantulas emergidas, com cotilédones totalmente expostos, foram realizadas
diariamente até a estabilizagdo do estande.

Para o calculo do indice de velocidade de emergéncia, foi utilizado a

formula de Maguire (1962), citado por Viera & Carvalho (1994):

IVE=E+E+...+ﬂ
N1 N2 Nn

Em que:

e |VE =indice de velocidade de emergéncia;

e (1, G2,.. Gn = nimero de plantulas emergidas com cotilédones
totalmente expostos, computadas na primeira contagem, segunda
contagem,..., ultima contagem;

e N1, N2,... Nn=numero de dias da semeadura a primeira, segunda,...

ultima contagem.
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A porcentagem de emergéncia foi realizada aos 12 dias da semeadura,
considerando plantulas emergidas, aquelas com cotilédones abertos e folha

primaria visivel.

4.3 Teste de condutividade elétrica

Na avalia¢do da condutividade elétrica na solu¢do de embebicdo das
sementes, foram utilizadas seis amostras de 50 sementes, para cada cultivar,
aparentemente intactas e pesadas com precisdao de 0,01g. Em seguida, foram
colocadas em copos de plasticos (capacidade de 200 ml) contendo 75 mL de
adgua destilada durante 24 horas a temperatura de 25°C. Por meio de um
condutivimetro de massa, marca DIGIMED, modelo CD 21A, foi efetuada a
leitura da condutividade da solu¢do de embebicdo das sementes de cada cultivar

e os resultados expressos em pS/cm/g de sementes (Vieira & Carvalho, 1994).

4.4 Envelhecimento acelerado

O método utilizado foi o de mini cdmaras do tipo “gerbox”, em que 42g
de sementes foram distribuidas sobre uma tela suspensa no interior da caixa
contendo 40 mL de agua e submetidas a temperatura de 42°C. Primeiramente,
foi realizado um pré-teste para definir o melhor periodo de permanéncia das
sementes nas condigdes do teste. O periodo de 48 horas foi insuficiente para
diferenciar as cultivares ¢ 96 horas de incubagao foi extremamente prejudicial as
sementes. A metodologia adotada foi a permanéncia das sementes durante 72
horas, numa temperatura de 42°C. Em seguida, foi realizado o teste de
germinagdo (Vieira & Carvalho, 1994) com 6 repeticdes de 50 sementes para
cada cultivar. Foram consideradas plantulas normais as que apresentavam raiz

principal superior a 5 cm de comprimento, no sétimo dia apds a semeadura.
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4.5 Procedimento estatistico

O delineamento utilizado para a instalagdo do experimento de campo foi
o de blocos casualizado com trés repeticdes para o controle de possiveis
interferéncias das condigdes do solo na qualidade fisiologica. Nos testes
realizados para a avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes foi utilizado o
delineamento experimental inteiramente casualizado com seis repetigdes uma
vez que ndo houve significAncia para blocos. Os dados foram interpretados
estatisticamente por meio da analise de variancia, e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott, no nivel de 5%. As analises foram realizadas no programa

estatistico SISVAR (Sistema de Analise de Variancia) (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio dos valores médios obtidos na primeira contagem do teste de
germinagdo (Tabela 2) ndo houve diferenga na qualidade fisiologica entre as
sementes dos genotipos de soja avaliados, com excecao da cultivar Engopa 316,
na qual foi observada menor vigor. Ja na contagem final do teste de germinagdo
foi observada diferenca com relagdo a viabilidade entre os genotipos de soja.
Nas sementes das cultivares CD 202, Robusta, Santana, CD 215, Conquista,
Lideranga, Doko, CD 201, Vencedora ¢ M-Soy 8400 foram observados valores
iguais ou superiores a 95% de germinagdo e menores valores de germinag@o nas
sementes da cultivar Engopa 316. Nas demais cultivares foram observadas as
menores médias de germinacdo. O teste de germinacdo tem sido utilizado pela
facilidade de padronizacao, no entanto, fornece informagdes sobre o potencial de
germinagdo sob condi¢des Otimas, ndo sendo possivel detectar o progresso da
deterioragdo das sementes, indicando apenas os estadios finais do mesmo.

Braccini et al. (2003) observaram aos cinco ¢ oito dias do teste de
germinagdo, variabilidade de comportamento entre as cultivares de soja quanto a
qualidade das sementes, tanto nas sementes colhidas no estadio R8, quanto nas

colhidas 30 dias apos o estadio RS.
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TABELA 2. Valores médios da primeira contagem (1C) e contagem final (CF)
do teste de germinacdo (TG) de sementes das cultivares de soja.
UFLA, Lavras, MG, 2008.

Cultivares 1C TG (%) Cultivares CFTG (%)
Robusta 90 A CD 202 95 A
CD 206 86 A Robusta 95 A
Savana 85 A Santana 95 A
Lideranca 93 A CD 215 96 A
M-Soy 8001 90 A Conquista 97 A
Garantia 90 A Lideranga 97 A
CD 215 91 A Doko 97 A
CD 202 84 A CD 201 97 A
M-Soy 8400 96 A Vencedora 98 A
Conquista 92 A M-Soy 8400 99 A
DM 339 90 A Garantia 92 B
CD 201 94 A DM 339 93 B
Santana 90 A Savana 93 B
Doko 91 A CD 206 93 B
Vencedora 91 A M-Soy 8001 94 B
Engopa 316 70 B Engopa 316 87 C
Meédia (%) 89 Média (%) 95
C.V. (%) 7,26 C.V.(%) 4,8

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

Os resultados referentes ao teste de emergéncia em canteiro estdo
apresentados na Tabela 3. Pela porcentagem final de plantulas emergidas néo foi
possivel diferenciar as cultivares. No entanto, uma maior velocidade de
emergéncia, avaliada pelo indice de velocidade de emergéncia (IVE), foi
verificada para as sementes das cultivares Vencedora, CD 206, CD 201,
Lideranga, M-Soy 8400, Robusta ¢ Garantia. Menor indice foi observado em
sementes da cultivar Savana.

A emergéncia em campo normalmente corresponde ao teste de
germinag@o, quando as condigdes ambientais sdo extremamente favoraveis.

Embora a época de semeadura no més de julho ndo seja a recomendada para
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cultura, valores superiores de germinacdo e¢ de IVE foram observadas em

sementes das cultivares Vencedora, CD 201, Lideranga, M-Soy 8400 ¢ Robusta.

TABELA 3. Valores médios da emergéncia em canteiro (EC) em porcentagem e
indice de velocidade de emergéncia (IVE) das sementes das
cultivares de soja. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Cultivares EC (%) Cultivares IVE
Robusta 96 A Vencedora 5,25 A
CD 206 92 A CD 206 5,25 A
Savana 92 A CD 201 5,56 A
Lideranca 96 A Lideranca 5,31 A
M-Soy 8001 93 A M-Soy 8400 5,33 A
Garantia 95 A Robusta 5,34 A
CD 215 94 A Garantia 5,59 A
CD 202 94 A M-Soy 8001 4,97 B
Engopa 316 96 A Santana 5,02 B
M-Soy 8400 97 A Conquista 5,07 B
Conquista 96 A DM 339 5,08 B
DM 339 98 A Engopa 316 5,10 B
CD 201 98 A CD 202 5,10 B
Santana 95 A CD 215 5,11 B
Doko 98 A Doko 5,14 B
Vencedora 97 A Savana 4,59 C
Média (%) 95 Média (%) 5,15
C.V. (%) 3,98 C.V.(%) 5,42

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade

Maiores valores de condutividade elétrica foram observados nas
sementes da cultivar Savana (Tabela 4), nas quais houve desempenho inferior no
teste de germinacdo e IVE (Tabelas 2 e 3). Embora a CD 201 também tenha
apresentado valor de condutividade elevado, ndo houve relagdo com a redugdo
na qualidade fisiologica de suas sementes. Ja as cultivares Robusta ¢ Vencedora,
além de se destacarem no teste de germinagdo e IVE, também apresentaram
baixos valores de condutividade elétrica. Paiva Aguerro (1995) verificou que

para sementes de soja sob pequenas limitagdes para a germinacdo, a
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condutividade ndo pode ser superior a 90 pS.cm™.g" Os valores padrdes de
condutividade a serem considerados, conforme Vieira ¢ Krzyzanowski (1999),
devem ser até 70-80 pS.cm™.g”, para lotes de sementes de soja de alto vigor,
porém com forte tendéncia a apresentarem médio vigor. Esses valores sdo bem
superiores ao maior valor encontrado nessa pesquisa (48,12 pS.cm™.g™h),
indicando que parece existir cultivares com uma maior eficiéncia na
reorganizacdo de membranas, ndo significando propriamente em danos ( José et

al., 2004).

TABELA 4. Valores médios de condutividade elétrica (CE) das sementes das
cultivares de soja. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Cultivares CE (uS/cm/g de sementes)
Robusta 24,26 A
CD 206 24,45 A
Garantia 26,21 A
Vencedora 27,69 A
CD 215 30,59 B
Engopa 316 30,93 B
Santana 31,33 B
CD 202 32,70 B
Doko 32,81 B
DM 339 35,97 C
M-Soy 8400 36,01 C
Conquista 36,90 C
Lideranca 38,15C
M-Soy 8001 43,08 D
CD 201 43,37D
Savana 48,12 E
Média (%) 33,91
C.V. (%) 12,12

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

O teste de condutividade elétrica tem sido proposto para a avaliacdo do
vigor das sementes, sendo relacionado com a integridade das membranas

celulares. Evidéncias de variabilidade genética para a permeabilidade de
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membranas celulares em sementes de soja foram constatadas por Kryzanowski
et al. (1997), que observaram que este teste mostrou-se promissor para selecdo
de gendtipos quanto a qualidade das sementes, com base nas diferengas de
permeabilidade de membrana celular.

Os valores de vigor das sementes, no teste de envelhecimento, variaram
de 67 a 98% (Tabela 5). No teste de envelhecimento acelerado a taxa de
deterioragdo das sementes ¢ aumentada por meio de sua exposicao as condigdes
adversas de temperatura e umidade relativa, provocando alteragdes

degenerativas no metabolismo das sementes.

TABELA 5. Valores médios do teste de envelhecimento acelerado (EA) das
sementes das cultivares de soja. UFLA, Lavras, MG, 2008.

Cultivares EA (%)
M-Soy 8400 98 A
DM 339 96 A
Santana 96 A
Conquista 95 A
Lideranga 93 A
Engopa 316 93 A
Garantia 91 A
Doko 89 B
Vencedora 89 B
CD 206 87 B
CD 201 86 B
Savana 85 B
Robusta 85 B
M-Soy 8001 82 B
CD 202 70 C
CD 215 67 C

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Scott Knott a 5% de
probabilidade.

A deterioragdo nas sementes das cultivares CD 202 ¢ CD 215 foram
mais severas, podendo ter sido desencadeada por uma maior perda de

integridade do sistema de membranas celulares, promovendo um descontrole do
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metabolismo e, conseqiientemente, redugdo da viabilidade dessas sementes, o
que ndo foi detectado no teste de germinagdo (Tabela 2). Ja para a cultivar
Engopa 316, a condigdo do teste de envelhecimento favoreceu a germinacgdo das
sementes, comparada aos testes de primeira contagem e contagem final de
germinacdo ¢ IVE em canteiro. Provavelmente, as condi¢des de alta temperatura
¢ umidade podem ter reduzido a severidade de incidéncia de fungos associados
as sementes. Outra hipdtese ¢ o fato de que essa temperatura mais elevada pode
ter influenciado no sistema enzimatico envolvido no processo germinativo.
Maior vigor foi observado em sementes das cultivares M-Soy 8400, DM 339,
Santana, Conquista, Lideranga, Engopa 316 e Garantia e menor vigor nas
cultivares CD 202 e CD 215.

Com base nos resultados obtidos na avaliagdo da qualidade fisiologica
das 16 cultivares de soja, foi possivel observar que ha variabilidade genética que
determina diferenca no comportamento das sementes para esse carater, uma vez
que as sementes foram produzidas sob as mesmas condigdes ambientais. Por
meio dos testes de envelhecimento acelerado e indice de velocidade de
emergéncia foi possivel selecionar as cultivares M-Soy 8400, CD 201 e CD 206
com sementes de alta qualidade fisiologica e as cultivares Savana, CD 202 e CD

215, com sementes de baixa qualidade.
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6 CONCLUSAO

Existe variabilidade genética entre cultivares de soja para a caracteristica

de qualidade fisiologica avaliada por meio de testes de germinagdo e vigor.

44



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVAREZ, P. J. C. Relagdo entre o contetdo de lignina no tegumento da
semente de soja e sua relagdo ao dano mecanico. 1994. 43 p. Dissertagdo (
Mestrado em Genética e Melhoramento) — Faculdade Estadual de Londrina,
Londrina.

BRACCINI, A. L.; ALBRECHT, L. P.; AVILA, M. R.; SCAPIM, C. A.; BIO,
F. E. 1.; SCHUAB, S. R. P. Qualidade fisiologica e sanitaria das sementes de
quinze cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill) colhidas na época normal e
apos o retardamento da colheita. Acta Scientiarum. Agronomy, Maringa, v. 25,
n. 2, p. 449-457, July/Dec. 2003.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agraria. Regras para andlise de
sementes. Brasilia, 1992. 365 p.

CARBONELL, S. A. M.; KRZYZANOWSKI, F. C. The pendulum test for
screening soybean genotypes for seeds resistance to mechanical damage. Seed
Science and Tecnology, Zurich, v. 23, n. 2, p. 331-339, 1995.

FERREIRA, D. F. Anadlises estatisticas por meio do Sisvar para Windows:
versio 4. 0. In: REUNIAO ANUAL DA REGIAO BRASILEIRA DA
SOCIEDADE INTERNACIONAL DE BIOMETRIA, 45. 2000, Sao Carlos.
Anais.... Sao Carlos: UFSCar, 2000. p. 255-258.

JOSE, S. C. B. R; VON-PINHO, E. V. R.; VON-PINHO, R.G .; SILVEIRA, C.
M. da. Tolerancia de sementes de linhagens de milho a alta temperatura de
secagem.Ciéncia e Agrotecnologia, Lavras, v. 28, n. 5, p. 1107-1114, set./out.
2004.

KRZYZANOWSKI, F. C.; FRANCA NETO, J. B.; COSTA, N. P.; HENNIG,
A. A.; KASTER, M. Permeabilidade de membrana de célula de sementes de
soja. In: . Resultados de pesquisa da Embrapa Soja 1996. Londrina:
EMBRAPA-CNPSo, 1997. p. 145-148. (Documentos, 104).

KRZYZANOWSKI, F. C.; VIEIRA, R. D.; FRANCA NETO, J. B. Vigor de
sementes: conceitos e testes. Londrina: ABRATES, 1999. 218 p.

MARCOS FILHO, J. Fisiologia de sementes de plantas -cultivadas.
Piracicaba: Biblioteca de Ciéncias Agrarias Luiz de Queiroz, 2005. 495 p.

45



PAIVA AGUERO, J. A. Correlacdo de condutividade elétrica e outros testes
de vigor com emergéncia de plantulas de soja no campo. 1995. 92 f.
Dissertagdo (Mestrado em Produgéo e Tecnologia de Sementes) — Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinaria, Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal,

PANOBIANCO, M.; VIEIRA, R. D.; KRZYZANOWSKI, F. C.; FRANCA
NETO, J. B. Electrical conductivity of soybean seed and correlation with seed
coat lignin content. Seed Science Technology, Zurich, v. 27. n. 3, p. 945-949,
1999.

TAVARES, D. Q.; MIRANDA, M. A. C; UMINO, C. Y.; DIAS, G. M.
Caracteristicas ~ estruturais do tegumento de sementes permeaveis e
impermeaveis de linhagens de soja, Glycine max (L.) Merrill. Revista
Braseleira Botéanica., Sdo Paulo, v. 10, n. 1, p. 147-153, jul. 1987.

VIEIRA, R. D.; CARVALHO, N. M. de. Testes de vigor em sementes.
Jaboticabal: FUNEP, 1994. 164 p.

VIEIRA, R, D,; KRZYZANOWSKI, F. C. Teste de condutividade elétrica. In:

KRZYANOWSKI, F. C.; VIEIRA, R. D.; FRANCA NETO, J. B. (Ed.). Vigor
de sementes: conceitos e testes. Londrina: ABRATES, 1999. Cap.4, p.1-26.

46



CAPITULO 3

1 RESUMO

MENEZES, M. Controle genético da qualidade fisioldgica de sementes de
soja. 2008. Cap. 3. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras”.

A obtengdo de cultivares de soja com alta qualidade fisioldgica ¢ importante
durante o processo de selecdo nos programas de melhoramento de soja no Brasil
em funcdo das condigdes adversas de temperatura ¢ umidade relativa do ar que
podem ocorrer em regides produtoras de sementes. Para isso é importante
conhecer o controle genético para a caracteristica de qualidade fisiologica,
direcionando a sele¢do nos programas de melhoramento. Sendo assim, o
objetivo nesta pesquisa foi estudar o controle genético para a qualidade
fisiologica de sementes de soja. A partir de trés cultivares com alta qualidade
fisiologica e trés com baixa, previamente selecionadas, foram obtidas sementes
hibridas F,, incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistema de cruzamento
dialelo parcial mais as linhagens parentais. As sementes foram colhidas no
estadio R8, manualmente e secadas a sombra até atingirem o teor de agua de
aproximadamente 12%. A partir das sementes F; foram obtidas a F, para
obtencdo de maior quantidade de sementes. As condi¢des de semeadura e
colheita foram as mesmas adotadas na safra anterior. A qualidade fisiologica das
sementes foi avaliada por meio do teste de envelhecimento acelerado com
avaliagdes aos 5° ¢ 11° dias e pelo indice de velocidade de germinagdo. Os
efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de combinacdo, bem
como os efeitos reciprocos, foram significativos para a qualidade fisioldgica de
sementes, indicando que tanto os efeitos génicos aditivos quanto os ndo-aditivos
estdo envolvidos no controle dessa caracteristica e que a mesma pode ser
explicada pelo efeito materno. A partir da variagdo genética observada ¢ possivel
desenvolver genétipos com alta qualidade fisiologica por meio de cruzamentos
direcionados.

* Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr.
Neylson Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios
Roveri Jos¢ — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.
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2 ABSTRACT

MENEZES, M. Genetic control of the physiological quality in soybean seeds.
2008. Chap. 3. Thesis (Doctorate in Agronomy) - Federal University of Lavras,
Lavras.”

The selection of soybean cultivars with high seed physiological quality is
important task during breeding program in Brazil due to the adverse conditions
of temperature and relative humidity that takes place in some regions of Brazil.
Thus, is important to know the genetic control for the seed physiological quality
during selection in breeding programs. Therefore, this work had the objective to
study the genetic control for seed physiological quality in soybean. F; hybrid
seeds were obtained using three cultivars, previously selected, from seeds with
high physiological quality and three with low physiological quality, including
the reciprocal, using the system of partial diallel crosses plus the parental lines.
Soybean was manually harvested at the stage R8 and the seed were dried in the
shade until water content of about 12%. To increase the quantity of seeds, the
generation F; was multiplied and generation F, was obtained. The sowing and
harvesting conditions were the same as the previous season. Seed physiological
quality was evaluated by means of accelerated aging test at days 5 and 11 and
the germination speed index. The effects of general capacity and specific
combination as well as the reciprocal effects were significant for physiological
quality of the seeds, which indicates that both gene additives effects as well as
non-additives were involved in the control of this characteristics and that the
effect can be explained by the maternal effect. From the genetic variation
observed is possible to develop genotypes with high physiological quality
through crossings targeted.

* Guidance Committee: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr. Neylson
Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios Roveri
Jos¢ — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.
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3 INTRODUCAO

A producdo de sementes de alta qualidade é importante para assegurar
estandes adequados de plantas, fator esse diretamente relacionado com a
produtividade de graos.

No Brasil, perdas na qualidade de sementes de soja tem ocorrido
principalmente em fun¢do de condi¢des adversas na pré-colheita em regides
produtoras de sementes. Assim, a sele¢do de gendtipos com alta qualidade
fisiologica de sementes pode garantir a producdo de sementes com maior vigor €
viabilidade, o que justifica a avaliagdo dessa caracteristica nos programas de
melhoramento de soja. Para isso € importante estudar os sistemas génicos que
determinam as caracteristicas quantitativas de interesse em relagdo a populagao
base ou aos genitores escolhidos. Isso permitird avaliar a variabilidade genética
existente na populagdo de referéncia ou no grupo de pais selecionados, bem
como inferir sobre os tipos e as importancias relativas das interagdes génicas que
atuam na determinacdo dos caracteres, favorecendo a escolha do processo
seletivo que maximize os ganhos esperados com a selecao.

Nesses estudos ¢ comum o uso do sistema de cruzamentos de dialelo
como o proposto por Griffing (1956), pelo qual sdo estimados os efeitos das
capacidades geral e especifica de combinagdo (Cruz & Regazzi, 1994) e, se sdo
incluidos os hibridos reciprocos, é possivel avaliar a presenga de efeitos génicos
extracelulares.

Apesar da maioria dos caracteres dos organismos superiores serem
controlados por genes nucleares, existe outro grupo de caracteres que ¢ herdado
gragas aos genes ou produtos génicos presentes no citoplasma do gameta, no
qual o gameta feminino contribui com quase a totalidade do citoplasma para o
descendente. Para se estudar esse tipo de heranga, deve-se verificar se existe

diferenca entre os resultados de um cruzamento e de seu reciproco, ou seja, 0s
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descendentes de cada cruzamento terdo sempre o mesmo fenotipo do genitor
feminino, o qual contribui com o citoplasma. Este tipo de heranca pode ser
explicado pelo efeito materno (Ramalho et al., 2004).

Tem sido observada variabilidade genética entre gendtipos de soja
quanto a qualidade fisiologica de sementes (Paschal II & Ellis, 1978; Costa,
1979), o que mostra a importancia dessa caracteristica nos processos de sele¢ao
de cultivares nos programas de melhoramento. Entretanto, sdo praticamente
inexistentes trabalhos referentes ao estudo do controle genético para qualidade
fisiologica de sementes de soja. Ha relatos na literatura de varios caracteres de
importancia econdmica com controle genético materno, como o teor da proteina
em feijao (Leleji et al,, 1972; Hall et al., 1977; Poligano, 1982), teor de
metionina em feijao (Porter, 1972), tamanho da semente em feijao (Mesquita,
1989) e tegumento de feijao (Paula et al., 2004). Estudos desse controle ¢
fundamental para o avanco dos trabalhos nos programas de melhoramento,
permitindo um direcionamento no processo de selegdo.

Sendo assim, o objetivo nessa pesquisa foi estudar o controle genético

para qualidade fisiologica de sementes de soja, por meio de um dialelo parcial.
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4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado nas areas experimentais dos Departamentos de
Agricultura, de Ciéncias Florestais, de Biologia e no Laboratorio de Analise de
Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

A partir dos grupos de trés cultivares com alta qualidade fisiologica (M-
Soy 8400, CD 201, CD 206, designadas de A, B e C) e de trés com baixa (CD
215, CD 202, Savana, designadas de 1, 2 e 3), respectivamente (Tabela 1), foram
obtidas sementes hibridas F,, incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistema de
cruzamento dialelo parcial, mais as linhagens parentais.

A selecdo das cultivares foi realizada baseando-se em experimentos
conduzidos anteriormente e nas informagdes das empresas obtentoras das

mesmas.

TABELA 1. Descrigao de cultivares de soja de alta qualidade fisioldgica e baixa
usadas para hibridagdo. UFLA, Lavras, 2008.

Cultivares Classificacéo Dias para o Dias para Cor da Cor do
da qualidade  florescimento a colheita flor hilo
fisiolégica

M-Soy 8400 Alta 72 dias 153 dias Roxa Preto

(A)

CD 201 (B) Alta 51 dias 125 dias Branca Marrom
claro

CD 206 (C) Alta 52 dias 124 dias Roxa Preto

CD 215 (1) Baixa 50 dias 114 dias Roxa Marrom
escuro

CD 202 (2) Baixa 51 dias 115 dias Branca Marrom
claro

Savana (3) Baixa 77 dias 156 dias Roxa Marrom
claro

As sementes foram tratadas com o fungicida Vitavax-Thiran 200 SC na

dosagem de 250 ml/100 Kg de sementes para o plantio. A semeadura foi

51



realizada em vasos plasticos com capacidade de 11L e o substrato composto de
terra de barranco e areia, previamente peneirados e esterco bovino, na propor¢ao
de 2:1:1, respectivamente. A adubacdo foi realizada mediante andlise de
fertilidade do solo. Foram utilizados 1,4ton/ha de agrosilicio, 750Kg/ha de SS
(super simples), 500Kg/ha da formulagao 0-30-10 e 150Kg/ha de KCL (cloreto
de potassio). Essas dosagens por hectare foram convertidas em 2.000 m® para
calcular a quantidade aplicada por volume de vaso. Também foi utilizado o
Bacsol® no substrato, um produto natural de acdo bioldgica, na dosagem de
800g/ha no momento da semeadura.

As semeaduras das sementes das cultivares de soja foram realizadas em
seis épocas distintas, nos dias 16/10, 26/10, 05/11, 15/11, 25/11 e 05/12/2006
para garantir a coincidéncia do florescimento entre os parentais. Em cada vaso
foram cultivadas de 2 a 3 plantas. Até o inicio do florescimento os vasos
permaneceram externamente a casa de vegetagao sob condigdo ambiente e foram
periodicamente irrigados. No inicio do florescimento foram transferidos para
uma casa de vegetagdo de estrutura metalica, coberta de plastico e laterais
constituidas de sombrite. A irrigagdo a partir desse momento foi conduzida sobre
o0 substrato, evitando o contato da agua com as flores.

Os cruzamentos foram efetuados manualmente entre as cultivares dos
dois grupos formados. Os tratos culturais foram realizados de acordo com as
recomendagles para a cultura. As sementes das plantas parentais, das F; e
reciprocos foram colhidas no estddio R8, manualmente e as vagens secadas a
sombra até as sementes atingirem o teor de agua de aproximadamente 12%.

A partir das sementes F, foi obtida a F, para a obtencdo de maior
quantidade de sementes para realizacdo dos testes de qualidade fisioldgica. As
condi¢des de semeadura e colheita foram as mesmas adotadas na safra anterior.

Para a determinagdo da qualidade fisioldégica as sementes foram

submetidas ao teste de envelhecimento acelerado.
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No teste de envelhecimento acelerado foram utilizadas mini camaras do
tipo “gerbox”, na qual 50 sementes foram distribuidas sobre uma tela suspensa
no interior da caixa contendo 40 mL de agua (Krzyzanowski, 1999).
Primeiramente foi realizado um pré-teste para a definigdo do periodo de
permanéncia das sementes nas condigdes do teste. O periodo de 48 horas foi
insuficiente para diferenciar as cultivares ¢ o 96 horas de incubagdo foi
extremamente prejudicial as sementes. Dessa forma, o periodo de
envelhecimento das sementes foi de 72 horas numa temperatura de 42°C e
umidade relativa proxima a 100%.

Ap6s o envelhecimento, as sementes foram semeadas em 4 repeticdes de
50 sementes por amostra, em rolo de papel toalha, tipo Germitest, embebido em
agua na propor¢do de 2,5 vezes o peso do papel, visando umedecimento
adequado e uniformizagdo do teste, a 25° C, segundo recomendacdes das Regras
para Analise de sementes (Brasil, 1992). As avaliagdes foram realizadas no 5° e
11° dia em fung@o de ter permitido melhor diferenciagdo entre as cultivares em
relacdo a qualidade fisiologica das sementes, anotando-se o nimero de plantulas
que atingiram o minimo de 1 cm de hipocétilo e duas raizes seminais
consideradas como plantas normais. Os resultados foram expressos em
porcentagem média das quatro repeti¢des.

A velocidade de germinacao das sementes envelhecidas artificialmente
foi determinada conjuntamente com o teste de germinacdo. Foram realizadas as
avaliagdes anotando-se, diariamente, a partir do 2° dia apds a semeadura, o
numero de plantulas que atingiram o minimo de 1 cm de radicula até a
estabilizagdo.

Posteriormente, foi determinada a velocidade de germinagdo, pela
formula de Edmond & Drapala (1958), citado por Nakagawa (1999):

(NIG)  (N2G2) — (NnGn)
Gl G2 Gn

VG =
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onde:
e VG = Velocidade de germinagao (dias)
e Gl1, G2,... Gn: numero de plantulas normais computadas na primeira
contagem, na segunda contagem e contagem n;

e NI, N2...Nn: numero de dias da semeadura em cada contagem.

4.1 Procedimento estatistico

Os testes realizados para a avaliacdo da qualidade fisiologica das
sementes foram analisados segundo o delineamento experimental inteiramente
casualizado com quatro repetigdes.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do aplicativo
computacional Genes (Cruz, 1997) e as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott.

4.1.1 Estimativas das capacidades geral e especifica de combinacdo e do

efeito reciproco

A partir das médias da 1* contagem de germinacdo, contagem final de
germinacgdo e velocidade de germinacdo das sementes dos progenitores e dos
hibridos submetidas ao envelhecimento foram obtidas as estimativas da
capacidade geral (CGC) e da capacidade especifica de combinagdo (CEC).

Utilizando os resultados médios, foram estimados os parametros
genéticos segundo o modelo dialélico proposto por Griffing (1956) e adaptado
ao dialelo parcial (Cruz & Regazzi, 1994):

Yij:m-i-gi-i- gt sij tryjte;

em que:

54



em que:

Y ij: valor médio da combinacdo hibrida (i # j) ou do genitor (i = j);
m: média geral;

g; : efeito da capacidade geral de combinagdo do i-ésimo genitor do
grupo 1;

g; : efeito da capacidade geral de combinacdo do j-ésimo genitor do
grupo 2;

sij - efeito da capacidade especifica de combinagdo entre os genitores
de ordem i e j dos grupos 1 e 2, respectivamente;

rj : efeito reciproco que mede as diferengas proporcionais pelo
genitor i, ou j, quando utilizado como macho ou fémea no
cruzamento ij;

ejj: erro experimental médio associado a observagdo de ordem ij.

O efeito reciproco foi obtido por meio da férmula:

fi :YIJ—YJI

rjj : efeito reciproco que mede as diferengas proporcionais pelo
genitor i, ou j, quando utilizado como macho ou fémea no
cruzamento ij;

Y : média do hibrido F 1, ou j, quando utilizado como fémea;

Y;i : média do hibrido F, j, ou i, quando utilizado como macho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise dialé¢lica Tabela 1A (Anexo), para os genitores G1 e G2
houve efeitos significativos, indicando a existéncia de variabilidade para a
qualidade fisioldgica das sementes avaliadas por meio dos testes de
envelhecimento acelerado com contagem de plantulas normais aos 5° ¢ 11° dias.
Comparando os resultados entre os grupos de genitores, G1 vs G2 houve
diferencas nos resultados observados na contagem final assim como na
velocidade de germinagdo. Com relagao aos hibridos (F,) foram observadas
significancia nos pardmetros de primeira contagem de germinagdo, contagem
final de germinagdo e velocidade de germinagdo. A comparagdo da média dos
genitores com a média dos hibridos (F,), feita por meio da fonte de variacdo (G
vs H), foi significativa para todos os caracteres analisados. Lopes (2002), ao
avaliar a porcentagem de 6leo nas sementes de 21 genétipos de soja (6 parentais
e 15 combinagdes dialélicas em F, sem reciproco), em dois locais diferentes,
observou a existéncia de variabilidade tanto para parentais como para hibridos
(F»), nos dois locais avaliados. No entanto, quando avaliou a fonte de variacao
(P vs F2), nao houve significancia, independentemente do ambiente, indicando
que o comportamento do carater % de 6leo foi semelhante para os dois grupos
de materiais genéticos avaliados.

Em outros trabalhos também foi verificado variabilidade genética
existente nos gendtipos de soja quanto a qualidade fisiologica de sementes
(Paschal II & Ellis, 1978; Costa, 1979), podendo ser utilizada em programas de
melhoramento genético. Panobianco (1999), estudando a variagdo na
condutividade elétrica de sementes de diferentes genotipos de soja e sua relagao
com o conteudo de lignina no tegumento, concluiu que o efeito do genotipo
encontrado pode ser conseqiiéncia das caracteristicas do tegumento da semente,

assim como de outras caracteristicas relativas ao embrido que podem alterar,
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também, a condutividade elétrica para sementes com o mesmo padrdo de
qualidade fisiologica. Sousa (2003), avaliando a qualidade fisiologica de
sementes de feijdo por meio da absorcdo de agua em diferentes tempos de
armazenamento, observou variabilidade genética tanto para a porcentagem de
absor¢do de dgua como para a velocidade de germinagdo e emergéncia. Além
disso, constatou também que a diferenca se acentuou com o tempo de
armazenamento das sementes.

Os efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinacdo, bem como os efeitos reciprocos, foram significativos em todos
caracteres utilizados para avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes, com
exce¢do da velocidade de germinacdo para a capacidade geral de combinagao
do Grupo 2. Com esses resultados observa-se de uma maneira geral que tanto os
efeitos génicos aditivos quanto os ndo-aditivos estdo envolvidos no controle
desses caracteres. Roveri José et al. (2005), estudando o controle genético para a
tolerdncia a alta temperatura de secagem em sementes de milho, envolvendo
doze linhagens, sendo seis tolerantes e seis intolerantes a alta temperatura de
secagem, também observaram a presenca de efeitos gé€nicos aditivos e ndo
aditivos para a caracteristica estudada.

Além disso, diferengas significativas foram verificadas para a CGC das
cultivares do grupo 1, indicando que existem cultivares desses grupos que se
comportam melhor na média geral dos cruzamentos, com as cultivares do grupo
2. O mesmo pode ser citado para as cultivares do grupo 2, quando cruzadas com
as do grupo 1, com excegdo para o carater velocidade de germinagdo. Quanto ao
efeito significativo da CEC (§;j), pode-se inferir que existem cruzamentos que
diferem da média dos pais para as varidveis analisadas. De forma analoga, a
significincia do efeito reciproco (rj) indica efeito materno ou

extracromossOmico para a caracteristica em questao.
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As estimativas dos efeitos da CGC (g&;) proporcionam informagdes sobre
a concentracdo de genes predominantemente aditivos em seus efeitos ¢ t€m sido
de grande utilidade na indica¢do dos genitores a serem utilizados em programas
de melhoramento intrapopulacional (Cruz & Regazzi, 1994). Elevadas
estimativas de CGC, sejam positivas ou negativas, indicam gendtipos superiores
ou inferiores aos restantes, com os quais foram comparados, para uma
determinada caracteristica. Por outro lado, baixas estimativas indicam genétipos
com combinagdes que ndo diferem significativamente da média dos cruzamentos
no sistema dialélico (Lopes et al., 1985).

Estimativas altas e positivas da CGC para a caracteristica 1* contagem
de germinacdo das sementes envelhecidas foi observada para a cultivar A
(Tabela 2). Para as cultivares B e C a CGC foi negativa, apesar também de terem
sido classificadas como de alta qualidade fisiologica. Esses resultados podem
indicar que a selecdo das cultivares de soja em apenas um local € em um ciclo de
produgdo ndo seja suficiente para discriminag@o das mesmas, sendo necessarios
diferentes ciclos e diferentes regides para avaliagdo. Roveri José¢ (2005), ao
avaliar o comportamento das linhagens de milho quanto a tolerancia a alta
temperatura de secagem, observou que algumas linhagens foram tolerantes em

uma safra e intolerantes em outras.

TABELA 2. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para 1* contagem de germinacdo apds o
envelhecimento acelerado. UFLA, Lavras — MG, 2008.

G1/G2 1 2 3 CGC1
A 10,72 -18,78 8,06 29,94
B 1,19 4,06 2,86 -19,13
C 9,53 14,72 5,19 -10,81
CGC2 1,19 4,05 2,86
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A média dos valores de 1* contagem de germinagdo do envelhecimento
acelerado envolvendo sementes provenientes dos cruzamentos em que a cultivar
A participou como parental feminino foi de 49% e, como parental masculino, de
11% (Tabela 3), considerando as combinagdes nas quais os reciprocos foram
incluidos.

As médias gerais de 1* contagem de germinag¢do do envelhecimento
acelerado, correspondente aos cruzamentos em que as cultivares B ¢ C
participaram como parental feminino e masculino foram, respectivamente, de 0 e
37% e de 8 e 48% (Tabela 3).

Foi observada diferenga na germinacdo média das sementes das
cultivares quando as mesmas foram utilizadas como parental feminino e
masculino. Quando a estimativa da CGC foi negativa essas diferencas tornaram-
se mais acentuadas, como exemplo as cultivares B e C (Tabela 3), que
apresentaram melhor performance quando utilizados como progenitor

masculino.

TABELA 3. Valores médios em porcentagem da 1* contagem de germinagdo
apdés o envelhecimento acelerado das sementes, envolvendo trés
genitores no grupo 1 (Gl) e no grupo 2 (G2), hibridos F; e
reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

G1/G2 1 2 3 G1
AQ 61c 26,25¢g 60 ¢ 9,51
Agd 33,75 f 0k 0k
B9 0k 0k 0k 0k
B& 375 74,5 b 0k
(OR) 0k 19h 6] 25k
cd 49,5d 0k 96 a
G2 1,5k 81 2,5k

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

Q: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; &': como parental
masculino.
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Para o carater plantulas normais avaliadas aos 11° dias apos a semeadura
das sementes envelhecidas, a cultivar A apresentou CGC elevada e positiva
(Tabela 4), com média nos cruzamentos que participou de 88 e 52 %,
respectivamente, como genitor feminino e masculino (Tabela 5). Para as
cultivares B e 1, com estimativas da CGC elevada e negativa (Tabela 4), esses

valores foram de 65 e 94% e de 66 e 88%, respectivamente (Tabela 5).

TABELA 4. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para contagem final de germinacdo apds o
envelhecimento acelerado. UFLA, Lavras - MG, 2008.

Gl/G2 1 2 3 CGC1
A 8,19 -15,56 7,36 14,89
B -3,72 12,53 -8,81 -8,19

C -4,47 3,03 1,44 -6,69

CGC2 -7,19 2,56 4,64

TABELA 5. Valores médios em porcentagem da contagem final de germinagao
apos o teste de envelhecimento acelerado das sementes,
envolvendo trés genitores no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2),
hibridos F, e reciprocos. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3 Gl
AQ 89 ¢ 75¢ 100 a 93,5a
Ad 68,25 ¢ 67 ¢ 20¢

B¢? S4e 80 b 60,75d 63,5d
BJ& 100 a 99,5a 81,75b

CQ 54,75 e 72 ¢ 72,5¢ 42,5 f
cg 94,5a 515¢ 100 a

G2 62d 38 F 15g

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

Q: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; &': como parental
masculino.
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Para a velocidade de germinagdo, as cultivares apresentaram baixos

valores de CGC (Tabela 6). Para as cultivares A, 3 ¢ 2 a CGC foi negativa

(Tabela 6), com média nos cruzamentos que participaram de 3,34 e 4,79 dias;

4,31 e 3,83 dias ¢ 4,49 ¢ 4,4 dias, respectivamente como parental feminino e

masculino (Tabela 7).

TABELA 6. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para velocidade de germinagdo apds o
envelhecimento acelerado. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3 CGC1
A -0,79 1,51 0,72 1,27
B -0,001 -0,81 0,81 1,11
c 0,79 0,71 -0,08 0,16
CGC2 0,40 0,11 20,29

TABELA 7. Valores médios da velocidade de germinagdo, em dias, apos o
envelhecimento acelerado das sementes, envolvendo trés genitores
no grupo 1 (G1) e no grupo 2 (G2), hibridos F, e reciprocos.

UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3 Gl
AQ 2,96 a 4740 232a 381a
Ad 4341 455b 549b

BQ 6,12 b 480b 6,23 b 511b
B& 304a 291a 3,88a

cQ 596b 394a 438D 463b
cd 324a 574 2,122

G2 549b 531D 5240

Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.
Q: corresponde a linhagem quando utilizada como parental feminino; §': como parental

masculino.
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Cultivares com altas estimativas de CGC, positivas ou negativas,
deverdo influenciar nas médias dos cruzamentos em que participaram, em
relagdo a média geral dos hibridos F2’s. Para a cultivar A foi observada
estimativa da CGC elevada e positiva, com valor médio de 30,16% de vigor na
contagem realizada aos 5° dias da semeadura. Este valor foi superior a media de
todos os hibridos do dialelo, que foi de 25,75% (Tabela 3). Sendo assim, a
cultivar A contribuiu com alelos de acdo aditiva, transmitindo aos seus
descendentes e aumentando a qualidade fisiologica das sementes. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ibrahim & Quick (2001) ao estudar o
controle genético para tolerdncia térmica em folhas de trigo, avaliada pela
estabilidade térmica das membranas (MTS), que parece ser condicionado por
genes aditivos, confirmando que progénies de cruzamentos que envolveram pais
com capacidade geral de combinacdo positiva demonstram ter alto nivel de
MTS.

Na presente pesquisa o efeito significativo da capacidade especifica de
combinagdo (CEC) indica a importincia que determinadas interacdes genéticas
possuem em conferir qualidade fisiolégica ou nao aos seus descendentes,
sugerindo que existem cruzamentos que diferem da média dos pais para essa
caracteristica.

Apenas no cruzamento Ax2 foram mantidas estimativas elevadas e
negativas de CEC’s para os parametros de plantulas normais observadas aos 5° ¢
11° dias apos a semeadura das sementes (Tabela 2 e 4). Esses altos valores de
CEC’S indicam combinagdes especificas melhores ou piores com base nas
capacidades gerais de combinacdo dos progenitores.

Maiores valores de CEC foram observados para as sementes
provenientes dos cruzamentos Cx2 para 1* contagem de germinagdo do teste de

envelhecimento, quando comparados aos observados na contagem final. O
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mesmo pdde ser observado para o hibrido Bx2, cujo valor da CEC foi maior na
contagem final de germinagdo do teste de envelhecimento (Tabelas 2 e 4).

Com base nos resultados da velocidade de germinagdo das sementes
envelhecidas as melhores combinagdes foram verificadas para os hibridos Ax1 e
Ax3, e as piores para os hibridos Ax2 ¢ Bx3 (Tabela 6). E importante ressaltar
que pela metodologia utilizada, quanto menor for o valor da velocidade de
germinacdo, mais vigorosa € a semente, ou seja, a velocidade de germinacao ¢
mais rapida (Edmond & Drapala, 1958).

Em alguns cruzamentos em que a CEC foi elevada e positiva, como Ax1
(Tabela 2), os valores de plantulas normais na contagem de germinagao do teste
de envelhecimento das sementes dos hibridos F, foram superiores aos
observados para os genitores (Tabela 3). Porém, nem todas as sementes
provenientes de combinagdes que apresentaram CEC elevada e negativa
apresentaram performance inferior & média dos pais, como observada para o
hibrido Ax2 (Tabelas 2 e 3).

Na combinagdo Ax3 foram observados maiores valores de vigor
avaliado por meio do teste de envelhecimento acelerado. Pode-se observar que o
vigor das sementes provenientes dessa combinacdo foi semelhante aos de seus
genitores com base nas suas CGC'’s.

Os efeitos da capacidade especifica, apesar de serem uteis na indicagio
das melhores combinagdes hibridas, nao especificam qual dos genitores devera
ser usado como macho ou fémea no cruzamento eleito. Para obter tal
informacao, utilizam-se os efeitos reciprocos (Cruz & Regazzi, 1994). Nesta
pesquisa, para o hibrido Bx1, por exemplo, os efeitos reciprocos r;j foram

[13%4)
1

negativos (Tabelas 8 e 9). Como neste estimador o indice “i” refere-se ao uso do

[I3%4]

genitor feminino e o “4” ao do genitor masculino, conclui-se que o uso do

genitor B como macho e de 1 como fémea seria o mais recomendavel.
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Além disso, observa-se que a maior parte das combinagdes hibridas
apresenta significancia para o efeito reciproco quanto a qualidade fisiologica de
sementes, tornando-se uma caracteristica importante a ser considerada na
escolha dos genitores para a producdo de sementes hibridas (Tabelas 8 a 10).
Silva (2006) ao estudar duas populagdes originarias de dois hibridos simples
comerciais de milho, observou que uma populagdo teve efeito reciproco nos
caracteres associados a qualidade das sementes. A significancia para o efeito
reciproco indica efeito materno ou extracromossOmico para a caracteristica em
questdo. No caso de efeito materno, estdo envolvidos genes nucleares; porém, o
fenotipo do descendente ¢ dependente do gendtipo materno. Na heranca
extracromossdmica nao estdo envolvidos genes nucleares e sim citoplasmaticos,
e aqui também o fendtipo do descendentes ¢ idéntico ao da mae. Contudo, ¢
importante salientar que o efeito materno na expressao desses caracteres nos
descendentes se da apenas por uma ou, no maximo, duas geragdes (Ramalho et
al., 2004).

Em sementes de milho, diferengas na expressao fenotipica entre hibridos
e reciprocos tém sido observadas para a germinacdo a baixa temperatura,
tolerdncia a injurias por secagem, peso seco do embrido e endosperma, taxa de
crescimento do grdo, proteina e 6leo no embrido e sintese de zeina (Bagnara &
Daynard, 1983; citado por Kollipara et al., 2002).

Mesquita (1989) constatou que em cruzamentos reciprocos, em feijoeiro,
aparecem fenotipos completamente diferentes para genoétipos idénticos. As
células do tegumento foram contadas com auxilio de cortes transversais e
paradérmicos, nos genitores ¢ nas sementes da planta F,. A autora observou na
geragdo F; da semente, diferencas nos cruzamentos reciprocos, mas nao na
geragdo F,, indicando a presenca de efeito materno. A andlise deste tipo de
heranga ¢ imprescindivel para eficiéncia de certos programas de sele¢ao. O

genotipo de cada semente F, ird se expressar apenas nas sementes produzidas
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por sua progénie. Assim, o sucesso da selegdo s6 ocorrera quando se proceder a
selecdo, entre as progénies, de cada semente F,, que corresponde a geracdo F;

(Ramalho et al., 2004).

TABELA 8. Estimativa do efeito reciproco para 1* contagem de germinagdo do
teste de envelhecimento acelerado. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A 13,625%* 13,125%* 30%*
B -18,75%* -37,25%% oNs
C -24,75%* 9,5 -45%

* ¢ ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. " nio significativo.

TABELA 9. Estimativa do efeito reciproco para contagem final de germinagéo
do teste de envelhecimento acelerado. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1l/G2 1 2 3
A 10,375%* 4Ns 40%*
B -23%* -9,75%* -10,5%*
C -19,875%* 10,25%* -13,75%*
e ¢ ** Sjgnificativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. ™° nio
significativo.

TABELA 10. Estimativa do efeito reciproco para velocidade de germinagdo do
teste de envelhecimento acelerado. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A -0,69* 0,095™° -1,58%*
B 1,53%* 0,94%* 1,17%*
C 1,36%* -0,89* 1,13%*

* ¢ ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. " nio significativo.

As diferencas observadas entre hibridos e reciprocos pode estar

associado a mitocondria, uma organela do citoplasma dos eucariontes portadora
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de DNA com fungdes de replicacdo e transcricdo independente do DNA nuclear
(Ramalho et al., 1990). O descendente de um cruzamento recebe essencialmente
o citoplasma do 6vulo. Sendo a fonte primaria de energia durante a germinagéo,
a mitocondria é um elemento chave na determinagdo da taxa de germinagdo e
subseqiientemente crescimento da plantula.

Diante dos resultados dessa pesquisa, foi possivel inferir sobre os tipos e
as importancias relativas dos efeitos génicos que atuam na determinacdo da
qualidade fisiologica das sementes, o que orienta na selecdo de genitores para o
melhoramento de sementes de soja. Como os valores da capacidade geral e
especifica foram significativos indica a presenca de genes de efeitos aditivos e
ndo aditivos no controle genético para a qualidade fisioldgica de sementes.

De modo geral, quanto a qualidade fisiologica das sementes dos
hibridos, ha influéncia do efeito materno ou extracromossémico, assim como
outros mecanismos que possam estar influenciando nessa caracteristica, como a
heranca citoplasmatica e as caracteristicas fisicas do tegumento, um tecido de
origem materna. Outros testes para a avaliagdo de vigor dessas sementes
poderiam ser utilizadas nesse trabalho. No entanto, a quantidade de sementes era
pequena o que restringiu a utilizagdo desses. O teste de vigor escolhido, o de
envelhecimento acelerado, pode ser associado, em parte, as condi¢des adversas
de temperatura e de umidade relativa que ocorreram na pré-colheita em alguns
estados produtores de sementes de soja, a exemplo do Mato Grosso.Vale
ressaltar ainda que esse teste tem sido utilizado em outras pesquisas para a

selecdo de gendtipos com alta qualidade fisiologica (Kryzanowski et al., 1997).
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6 CONCLUSOES

Os efeitos significativos das capacidades geral e especifica de
combinagdo sugerem a presenga de efeitos génicos aditivos e ndo-aditivos para
qualidade fisioldgica de sementes de soja.

Ha predominéncia do efeito reciproco para a qualidade fisioldgica de

sementes.
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CAPITULO 4

1 RESUMO

Menezes, M. Qualidade fisioldgica de sementes de soja: aspectos quimicos e
estruturais. 2008. Cap. 4. Tese (Doutorado em Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras”.

Caracteristicas morfologicas e a composi¢do quimica do tegumento podem estar
associadas a qualidade fisiologica das sementes. O objetivo nessa pesquisa foi
avaliar o teor de lignina, a espessura das camadas da testa, a espessura de lignina
presente nessas camadas em sementes de soja dos parentais, dos hibridos e
reciprocos. Foram estudadas ainda a correlagdo entre o teor de lignina e os
caracteres utilizados para avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes e o
controle genético para as espessuras das camadas da testa ¢ a lignina presentes
nessas camadas. Foram utilizadas trés cultivares de alta qualidade fisiologica
(M-Soy 8400, CD 201, CD 206, designadas de A, B e C) e trés de baixa (CD
215, CD 202, Savana, designadas de 1, 2 e 3). A partir dessas cultivares, foram
obtidas sementes hibridas F,’s e Fys, incluindo os reciprocos, utilizando-se o
sistema de cruzamento dialelo parcial, mais as linhagens parentais. Essas
sementes foram colhidas manualmente no estadio R8 e secadas a sombra. Foi
observado que os pardmetros utilizados para avaliacdo da qualidade fisiologica
podem ser correlacionados com o teor de lignina. Pela analise do dialelo houve
efeito reciproco e indica que a espessura das camadas da testa e a espessura de
lignina nessas camadas podem ser explicadas pelo efeito materno.

* Comité Orientador: Dra. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr.
Neylson Eustaquio Arantes — EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios
Roveri Jos¢ — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.
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2 ABSTRACT

MENEZES, M. Physiological quality of soybeans seeds: anatomical and
biochemical aspects. Chap. 4. Thesis (Doctorate in Agronomy). Federal

University of Lavras, Lavras, MG.”

Morphological characteristics and chemical composition of the seed coat may be
associated with seed physiological quality. Therefore, the objective of this work
was to evaluate the lignin content, the thickness of the seed coat layers, the
thickness of lignin layers present in the soybean seed of parents, in the hybrids
and reciprocal. We studied the correlation between the content of lignin with the
parameters used for evaluation of the physiological quality of the seeds and
genetic control for the thicknesses of the layers of the seed coat and lignin
present in these layers. We used three cultivars with high physiological quality
(M SOY 8400, CD 201, CD 206, called A, B and C) and three with low
physiological quality (CD 215, CD 202, Savanna, called 1, 2 and 3). From these
cultivars were obtained hybrid seeds F, and F,, including its reciprocal, using the
system of partial diallel crosses and the parental lines obtained from these
cultivars. Soybean was harvested manually at the stage R8 and the seeds were
dried in the shade. It was observed that there was a correlation between the
parameters used for evaluate seed physiological quality and lignin content. The
electron micrograph was not a good indicator for the evaluation of the
physiological quality. The diallel analysis showed reciprocal effect and indicates
that the thickness of the seed coat and lignin layers may be explained by the
maternal effect.

* Guidance Committee: Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr. Francisco Carlos Krzyzanowski — EMBRAPA Soja, Dr. Neylson
Eustaquio Arantes —-EMBRAPA Soja, Dra. Solange Carvalho Barrios Roveri
Jos¢ — EMBRAPA Recursos Genéticos/Brasilia.
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3 INTRODUCAO

O levantamento de fatores que interferem na qualidade fisioldgica de
sementes de soja ¢ fundamental no controle de qualidade das sementes nas
etapas de melhoramento e produgao de sementes. Segundo Panobianco (1999), o
teor de lignina presente no tegumento das sementes pode influenciar na
qualidade fisiologica das mesmas.

O tegumento da semente é proveniente dos integumentos do dvulo, ou
seja, o integumento externo ou primina d4 origem a testa enquanto o
integumento interno ou secundina origina o tégmen. Em um corte transversal da
testa de uma semente de soja, podem ser distinguidas quatro camadas a partir da
superficie: cuticula, epiderme (células paligadicas ou macroesclerideos),
hipoderme (células em ampulheta ou células pilares ou osteoesclerideos) e
células parenquimatosas (Swanson et al.; 1985). De acordo com Caviness &
Simpson (1974), as quatro camadas da testa de uma semente de soja em
conjunto pode variar em 70-100 micrémetros, podendo haver variagdo entre as
cultivares. Porém, essa caracteristica € constante dentro de cada cultivar e é
controlada geneticamente. Para Lewis & Yamamoto (1990) a lignina ¢ um
polimero natural, e esta presente apenas na testa.

Alvarez (1994) e Panobianco (1999) observaram relagdo direta entre a
resisténcia das sementes aos danos mecanicos e os teores de lignina no
tegumento de sementes de soja. Tem sido observada ainda grande variabilidade
genética para a caracteristica resisténcia a dano mecanico (Carbonell &
Krzyzanowski, 1993) e para o teor de lignina em tegumentos de cultivares de
soja (Tavares et al., 1987; Alvarez, 1994; Carbonel & Krzyzanowski, 1995). A
lignificacdo do tegumento, de acordo com Rijo & Vasconcelos (1983), citado
por Tavares et al. (1987), confere ao tecido resisténcia mecanica e protege a

parede celular de infecgdes por microrganismo.
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A analise estrutural do tegumento dessas sementes ¢ importante para a
avaliacdo da deposicdo da lignina nas camadas do tegumento e para a
determinacdo da relagdo com a qualidade fisioldgica das sementes. De acordo
com os estudos realizados por Silva (2006) referentes a qualidade fisiologica da
cultivar de soja Conquista, por meio de teste fisioldgico ¢ de microscopia
eletronica de varredura, foi possivel concluir que as sementes atingiram o ponto
de maturidade com aproximadamente 40% de teor de agua. Como neste estadio
as sementes ndo possuem os mecanismos de prote¢cdo totalmente desenvolvidos,
a secagem provocou danos de membranas com redu¢do na qualidade fisiologica
das sementes.

Nessa pesquisa foram avaliados o teor de lignina e a espessura das
camadas das células pali¢adicas e em ampulhetas nas sementes de soja dos
parentais, hibridos F, e reciprocos, bem como a espessura de lignina presente
nessas camadas. Além disso, foi determinada a correlacdo entre o teor de lignina
e os caracteres utilizados para avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes e
o controle genético para as espessuras das camadas da testa e a espessura de

lignina presente nessas camadas.
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4 MATERIAL E METODOS

As seis cultivares envolvidas neste estudo foram selecionadas a partir de
analises anteriores de selecdo de genotipos, sendo classificadas em cultivares
que produzem sementes com alta qualidade fisiologica (M-Soy 8400, CD 201,
CD 206, designadas de A, B e C) e com baixa (CD 215, CD 202, Savana,
designadas de 1, 2 e 3). A partir dessas cultivares, foram obtidas sementes
hibridas F;, incluindo os reciprocos, utilizando-se o sistema de cruzamento
dialelo parcial, mais as linhagens parentais.

Para realizar os cruzamentos a semeadura foi realizada em seis épocas
distintas para garantir a coincidéncia de florescimento entre os parentais. Foram
utilizados vasos plasticos com capacidade de 11L e substrato composto de terra
de barranco e areia, previamente peneirados e esterco bovino, na proporgao de
2:1:1, respectivamente. A adubacao foi realizada mediante analise de fertilidade
da solo. Foram utilizados 1,4ton/ha de agrosilicio, 750Kg/ha de SS (super
simples), 500Kg/ha da formulagdo 0-30-10 e 150Kg/ha de KCL (cloreto de
potassio). Essas dosagens por hectare foram convertidas em 2000 m?®, para o
calculo da quantidade aplicada por volume de vaso. Também foi utilizado o
Bacsol® no substrato, um produto natural de agdo bioldgica, na dosagem de
800g/ha no momento da semeadura.

Os cruzamentos foram efetuados manualmente entre as cultivares dos
dois grupos formados. As sementes das plantas parentais e das F; foram colhidas
no estadio RS, manualmente ¢ as vagens secadas a sombra até as sementes
atingirem o teor de 4gua de aproximadamente 12%.

Para garantir o nimero de sementes para a realizagdo dos testes e para se
avaliar as caracteristicas relacionadas ao tegumento das sementes foi obtida a

geragdo F, a partir da F,.
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Para a avalia¢do da qualidade fisioldgica das sementes foram realizados
os testes de envelhecimento acelerado ¢ o de velocidade de germinacdo das
sementes submetidas ao envelhecimento.

Para o teste de envelhecimento acelerado foram utilizadas mini cdmaras
do tipo “gerbox”, na qual 50 sementes foram distribuidas sobre uma tela
suspensa no interior da caixa contendo 40 mL de agua (Krzyzanowski, 1999). O
periodo de envelhecimento das sementes foi de 72 horas numa temperatura de
42°C e umidade relativa proxima a 100%.

Ap6s o envelhecimento as sementes foram semeadas em 4 repetigoes de
50 sementes por amostra, em rolo de papel toalha, tipo Germitest, embebido em
agua na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel. Em seguida, as amostras foram
transferidas para germinador previamente regulado a temperatura constante de
25° C, segundo as Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992). As
avaliagdes foram realizadas nos 5° e 11° dias apds a semeadura, anotando-se, o
numero de plantulas que atingiram o minimo de 1 cm de hipocétipo e duas
raizes seminais ¢ consideradas como plantas normais. Os resultados foram
expressos em porcentagem média das quatro repetigdes.

A velocidade de germinag@o foi determinada conjuntamente com o teste
de germinagdo. As avaliagdes foram realizadas, anotando-se, diariamente, a
partir do 2° dia ap6s a semeadura, o numero de plantulas que atingiram o
minimo de 1 cm de radicula até a estabilizagdo. Posteriormente, foi determinada
a velocidade de germinagdo, pela formula de Edmond & Drapala (1958), citados

por Nakagawa (1999):

(NIG)  (N2G2) — (NnGn)
Gl G2 Gn

VG =

onde:
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e VG = Velocidade de germinagao (dias)
e Gl1, G2,... Gn: numero de plantulas normais computadas na primeira
contagem, na segunda contagem e contagem n;

e NI, N2...Nn: numero de dias da semeadura em cada contagem.
Procedimento estatistico — Os testes realizados para a avaliagdo da qualidade
fisioldgica das sementes foram analisados segundo o delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes. As analises estatisticas foram realizadas por
meio do SISVAR (Sistema de Analise de Variancia) para Windows (Ferreira,
2000) e a comparacdo das médias foi feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

4.1 Determinacao do teor de lignina

Primeiramente foram retiradas, manualmente, amostras dos tegumentos
de quatro sementes dos parentais, dos hibridos F, e reciprocos com auxilio de
um bisturi e depois trituradas em nitrogénio liquido e lavadas 2 vezes com 1,5
mL de triton e centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 min, descartando-se o
sobrenadante. O precipitado foi lavado com 1,5 mL de &gua destilada e
novamente centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min, descartando-se o
sobrenadante. Em seguida, foram secadas por 8 h em liofilizador (Integrated
SpeedVac System modelo L 101, marca Liobras). Deste material liofilizado, 30
mg foram pesados e armazenados em dessecador para posterior analise
experimental.

Um volume de 1,5 mL de metanol 80% foi adicionado aos 30 mg de
tegumento, agitado por 15 horas em agitador rotativo em temperatura ambiente e
centrifugado a 12.000 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o residuo
foi secado a 65 °C, por 4 h. O residuo seco insoluvel em metanol, contendo

lignina e acidos fenodlicos esterificados da parede celular, foi utilizado para
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determinagdo de lignina, de acordo com metodologia de Barber & Ride (1988).
Para tanto, um volume de 1,5 mL de solugdo contento acido tioglicolico e HCI
2M (proporgdo de 1:10) foi adicionado ao residuo. Os tubos eppendorf foram
agitados suavemente para a hidratagdo do residuo e entfo colocados em banho-
maria a 100°C, por 4 h. Apds, os tubos foram colocados em gelo para resfriar
rapidamente por 10 min e entdo centrifugados a 10.000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi descartado ¢ o precipitado foi lavado com 1,5 mL de agua
destilada e deionizada e novamente centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min.
Logo apds, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 1,5
mL de NaOH 0,5 M, sendo a mistura agitada em agitador rotativo, por 15 h, em
temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 10.000 rpm, por 10 min e o
sobrenadante foi transferido para novo tubo eppendorf, no qual foi adicionado
200 puL de HCI concentrado ao sobrenadante e mantido em camara fria (4 °C),
por 4 h, para permitir a precipitacdo da lignina ligada ao acido tioglicolico. A
seguir, a mistura foi centrifugada a 10.000 rpm, por 10 min, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspenso em 1,5 mL de NaOH 0,5 M. A
absorbancia desta solugdo foi determinada a 280 nm e os valores calculados com
base na curva de lignina, sendo expresso em mg de lignina por grama de tecido
seco (Rodrigues et al., 2005).
Procedimento estatistico — A analise do teor de lignina foi realizada em
delineamento experimental inteiramente casualizado com quatro repetigdes e as
médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

A estimativa da correlagdo fenotipica entre o teor de lignina e os
parametros utilizados para avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes foi
determinada entre os caracteres dois a dois, pela expressdo proposta por

Falconer & Mackay, 1996:
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COVx
F(xy) = —2

o ,0

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.

o’ e 02y : variancia fenotipica entre os caracteres , e , obtidas a partir das

analises de variancia estrutural.

4.2 Avaliacao do tegumento de soja em microscopia eletrénica de varredura
(MEV)

Para o registro de imagens em microscopio eletronico de varredura,
quatro sementes dos parentais, dos hibridos F, e reciprocos foram cortadas
transversalmente para retirada dos tegumentos.

Os tegumentos foram colocados em fixador primario Karnovsky
modificado (Glutaraldeido 2,5%, Formaldeido 2,5 % em tampdo Cacodilato de
sodio 0,05 M pH 7,2 e CaCl, 0,001 M), onde permaneceram por 48 horas. Para a
avaliagdo das camadas das células palicadicas e das células em ampulheta, os
tegumentos foram colocados em glicerol por 30 minutos ¢ depois cortados
transversalmente com bisturi em nitrogénio liquido para subseqiiente série de
trés lavagens de 10 min em tampao Cacodilato de sodio 0,05 M e posterior
fixagdo secundaria em tetroxido de 6smio 1% (3 gotas/amostra) em tampao
Cacodilato 0,05 M pH 7,2, por 1 hora. Apos a segunda fixagdo, os tegumentos
foram lavados em agua destilada por trés vezes e submetidos a desidratagao em
série de acetona. O tempo de exposicao dos tegumentos as solugdes foi de 10
minutos para cada concentracdo de acetona, em ordem crescente de

concentracao (25%, 50%, 75%, 90% e 100%). Uma vez desidratado, o material

79



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 determinagao
da espessura das camadas das células palicadicas e das células em ampulhetas
foram feitas em microscépio eletronico de varredura LEO Evo 40 (Alves, 2004).
Procedimento estatistico — Para a analise da espessura das camadas das células
paligadicas e das células em ampulhetas empregou-se o delineamento
inteiramente casualizado com 10 repeticdes e as médias foram comparadas pelo

teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.3 Avaliacdo da espessura de lignina nos tegumentos das sementes de soja

por microscopia de luz

As avaliagbes da espessura de lignina existente no tegumento de
sementes de soja dos parentais, dos hibridos e reciprocos foram realizadas no
Laboratorio de Anatomia do Departamento de Biologia.

Utilizou-se o micrétomo de mesa para obtencdo segdes transversais do
ter¢o médio do tegumento. As segdes transversais foram coradas com Safra-Blau
(mistura de azul de astra a 1% e safranina 0,1%) (Kraus & Arduin 1997). Para
montagem das laminas foi utilizada glicerina 50% e as fotomicrografias foram
feitas ao fotomicroscopio BX-60.

Para cada tratamento foram preparadas 2 laminas e dessas retiradas 10
fotos no aumento de 40 x com 1 reducdo. Em cada foto foram feitas trés medidas
pelo programa Sigma Scan das células epidérmicas e das células palicadicas que
estavam coradas de vermelho. O aparecimento da cor vermelha indica a
presenca de lignina.

Procedimento estatistico — O experimento foi conduzido em delineamento
experimental inteiramente casualizado com 10 repeticdes. A comparagdo das

médias foi feita pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4.4 Estimativas das capacidades geral e especifica de combinacéo e do efeito

reciproco

A partir das médias da espessura das camadas das células pali¢adicas,
células em ampulhetas e do conjunto de células palicadicas e em ampulhetas e
da espessura de lignina presente nessas camadas foram obtidas as estimativas da
capacidade geral (CGC) e da capacidade especifica de combinagdo (CEC).

Utilizando os resultados médios, foram estimados os parametros
genéticos segundo o modelo dialelico proposto por Griffing (1956) e adaptado
ao dialelo parcial (Cruz & Regazzi, 1994):

Yij:m-i-gi-i- gt s t e

em que:

e Y :valor médio da combinag¢ao hibrida (i # j) ou do genitor (i = j);

e m: média geral;

. g efeito da capacidade geral de combinacdo do i-ésimo genitor do
grupo 1;

e g;: efeito da capacidade geral de combinacdo do j-ésimo genitor do
grupo 2;

e s;i: efeito da capacidade especifica de combinacdo entre os genitores
de ordem i e j dos grupos 1 e 2, respectivamente;

e 1; : efeito reciproco que mede as diferengas proporcionais pelo
genitor i, ou j, quando utilizado como macho ou fé€mea no
cruzamento ij;

e ¢j: erro experimental médio associado a observagdo de ordem ij.
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O efeito reciproco foi obtido por meio da férmula:

i :YIJ—YJI

em que:

e 1 : efeito reciproco que mede as diferengas proporcionais pelo
genitor i, ou j, quando utilizado como macho ou fémea no
cruzamento ij;

e Y; : média do hibrido F; i, ou j, quando utilizado como fémea;

® Yj : média do hibrido F, j, ou i, quando utilizado como macho.

Procedimento estatistico — As analises estatisticas foram realizadas por meio
do aplicativo computacional Genes (Cruz, 1997) e as médias comparadas pelo

teste de Scott-Knott.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferencas significativas entre os tratamentos para os caracteres
relacionados a qualidade fisioldgica e teor de lignina no tegumento (Tabela 1B).

Os valores médios dos teores de lignina encontram-se na Tabela 1.
Houve variago no teor de lignina presente na testa das sementes de soja para os
parentais independente da classificacdo relacionada a qualidade fisioldgica das
sementes. Para as cultivares M-Soy 8400 e CD 201, por exemplo, com sementes
classificadas como de alta qualidade fisioldgica, foram observados valores
extremos de teores de lignina. Com relagdo aos resultados observados para os
hibridos e reciprocos foi observada variagdo nos teores de lignina nos
descendentes, independente dos parentais apresentarem valores altos ou baixos
de lignina no tegumento.

Nos descendentes envolvendo a cultivar CD 201, com maior valor de
lignina, por exemplo, foram observadas variagdes nos teores de lignina, mesmo
naquelas sementes provenientes de cruzamentos nas quais essa cultivar foi

utilizada como parental feminino, como Bx2 (0,38) e Bx3 (0,52).
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Tabela 1. Teores de lignina (g %) dos genitores, hibridos F2’s e reciprocos.

UFLA, Lavras — MG, 2008.

Tratamentos Lignina [g%]
2 0,36¢
A 0,37c
Bx2 0,38c
3xA 0,38c
2xB 0,41c
Ax2 0,41c
2xC 0,42c

1 0,42¢

C 0,42¢
1xC 0,45¢
1xA 0,46b
Cx2 0,46b
Cx3 0,47b
1xB 0,47b
Bx1 0,48b

3 0,48b
Cx1 0,490
3xB 0,50b
Bx3 0,52b
Ax1 0,54a
3xC 0,59a

B 0,60a

A: M-Soy 8400; B: CD 201; C: CD 206; 1: CD 215; 2: CD 202; 3: Savana.
Médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5%

de probabilidade.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os dados relativos a correlagdo entre o
teor de lignina e os parametros utilizados para avaliacdo da qualidade fisiologica
das sementes. Foram observadas correlagdes positivas entre o teor de lignina e a
porcentagem de plantulas normais no teste de envelhecimento aos 5° e 11° dias
de avaliag@o apods a semeadura, com valores maiores de correlacdo aos 5° dias.

Na condi¢ao do teste de envelhecimento as sementes ficam expostas a
alta temperatura (42°C) e umidade relativa (proxima a 100%). Infere-se dessa
forma que a lignina tenha se constituido em uma prote¢do as sementes nessas
condigdes e, conseqiientemente a semente pode ter sofrido menor deterioragao.

Para a correlagdo entre os caracteres velocidade de germinacgdo e teor de
lignina o valor foi negativo, ou seja, quanto maior o teor de lignina, menor o
tempo gasto para a germinagdo das sementes. Como ja abordado, a lignina
parece ter protegido a semente da deterioragdo nas condi¢des do teste. Nas
sementes menos deterioradas a reparagao dos sistemas de membranas seria mais
rapida o que propiciaria uma emergéncia mais rapida das plantulas. Nessa
situacdo a menor deterioragdo das sementes seria mais importante que o
impedimento a absor¢do de agua que poderia ocorrer em fungdo de um maior
teor de lignina nas sementes. Franca Neto (1999) também constatou que
sementes de soja com maior quantidade de lignina apresentaram melhor
qualidade de sementes. Carbonell & Krzyzanowski (1995) ao estudarem 12
cultivares de soja quanto ao ter de lignina na testa, encontraram forte correlagdo

entre o teor de lignina e a resisténcia ao dano mecénico.

TABELA 2. Correlagdo genética entre o teor de lignina e l%contagem de
germinagdo (1°C), contagem final de germinagdo (CF) e
velocidade de germinacdo (VG) dos genitores, hibridos F, e
reciprocos de sementes de soja. UFLA, Lavras — MG, 2008.

Caracteres 12C CF VG

Teor de lignina 0,415 0,209 -0,54
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Com relagdo aos dados de espessura das camadas das células palicadicas
e das células em ampulhetas Tabela 2A (Anexo), foram observadas diferencas
significativas entre as sementes das cultivares de soja estudadas.

As espessuras médias das camadas de células paligadicas e de células
em ampulhetas variaram de 26,70 a 42,80um e de 21,20 a 65,90 pm,
respectivamente (Tabela 3). Silva (2003), ao avaliar eletromicrografias de
varredura de cortes transversais da testa das sementes de soja cultivares M-Soy
8400 e M-Soy 8411 observou espessura média da camada de células palicadicas
e das células em ampulhetas de 55,00 e 49,69um e de 49,81 ¢ 44,46um,
respectivamente. No presente trabalho, o conjunto das camadas das células
palicadicas e das células em ampulhetas variaram de 52,70 a 108,70
micrometros. De acordo com Caviness & Simpson (1974), a espessura da testa
de uma semente de soja varia entre 70-110 micrometros ao considerar o
conjunto das quatro camadas de células (cuticula, paligadica, hipoderme,
parénquima lacunoso). Os autores observaram ainda diferengas entre cultivares e
que, dentro de cada cultivar, essa caracteristica fisica ¢ constante ¢ controlada
geneticamente.

Nos tratamentos avaliados os trés maiores valores na espessura de
células palicadicas foram observados em sementes de cruzamentos envolvendo
genotipos como parental feminino de alta qualidade fisiologica, a exemplo da
cultivar CD 201. Os dois menores valores foram observados em sementes que
envolveram o parental feminino a cultivar Savana classificada como de baixa

qualidade fisiologica de sementes.
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TABELA 3. Espessura (um) das camadas de células paligadicas, células em
ampulheta e do conjunto de células palicaddicas e ampulheta dos
genitores, hibridos F2’s e reciprocos obtidos em microscopia de

varredura. UFLA, Lavras - MG, 2008.

T cP T CA T CPA
3xA 26,70f 2xA 21,20h 2xA 52,70h
3xC 29,30e A 22,70h 3XA 59,70g
Bx2 31,10e 2 26,10g 2 59,90g
2xA 31,20e 3 27,10g A 63,50f
1XA 32,60d C 27,60g 1xB 64,30f
1xB 32,90d 2xC 28,00g C 64,60f
Ax2 33,60d 2xB 29,30f 2xB 65,50f

2 34,00d B 30,80f Ax2 66,70e
AX3 34,80c 1xB 31,20f 3 67,40e

1 34,90¢ 1xC 32,30f B 68,20e
3xB 35,20¢ Cxl 32,40f Cx2 68,60e
Cx2 35,80c Cx2 32,70f 2xC 68,80e
Axl 36,00c AX2 32,80f 1xC 69,10e
2xB 36,10¢ 3XA 32,90f 3xC 71,50d
1xC 36,50c Cx3 33,90f Bx2 71,80d

C 37,00b 1 39,00e Cx3 72,40d

B 37,40b Bx2 40,80e Cxl 73,30d
Cx3 38,50b 3xC 42,20e 1 74,00d

3 40,40a 1XA 43,30¢ 1XA 75,80d
2xC 40,80a Axl 45,30d Axl 81,10¢

A 41,10a 3xB 46,30d 3xB 81,20c
Cxl 41,20a AX3 50,30c AX3 85,10c
Bx3 41,70a Bx3 54.40b Bx3 96,20b
Bx1 42,80a Bxl 65,90a Bxl 108,70°

T: tratamento; CP: células paligadicas; CA: células em ampulhetas; CPA: células
paligadicas e ampulheta; A: M-Soy 8400; B: CD 201; C: CD 206; 1: CD 215; 2: CD
202; 3: Savana.

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

Nas eletromicrografias de varredura de cortes transversais da testa de

sementes de soja dos parentais, hibridos F, e reciprocos foram observadas
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estruturas altamente organizadas. Foram observadas trés camadas de células
visiveis: células pali¢adicas (a), células em ampulhetas (b) e o parénquima
lacunoso (c¢). O mesmo foi observado por Silva (2003) ao avaliar cortes das
sementes das cultivares de soja M-Soy 8400 e M-Soy 8411 (Figura 1).

Por meio das eletromicrografias de varredura nao foram observadas
diferencas ultraestruturais entre as cultivares avaliadas. Roveri José (2003),
estudou linhagens de milho tolerantes e intolerantes a alta temperatura de
secagem. Concluiu que pela andlise fisica foi possivel observar algumas
diferencas na estrutura do pericarpo das sementes que podem influenciar na
tolerdncia das sementes de determinados genoétipos a alta temperatura de
secagem.

De maneira geral, nos tratamentos avaliados, a espessura de lignina foi
maior nas camadas de células palicadicas quando comparadas as camadas de
células em ampulhetas (Tabela 4). Na cultivar CD 206, por exemplo, com
sementes classificadas como de alta qualidade, foi observado maior espessura de
lignina com valor de 39,76 um nas camadas de células palicadicas quando
comparadas com o de camadas de células em ampulhetas de 19,12 um de
espessura (Figura 2). Com relagdo aos dados, verifica-se que os valores de
espessura de lignina presente nas camadas de células variaram nos hibridos e
reciprocos, independente dos parentais serem de alta ou baixa qualidade.

Em alguns descendentes, envolvendo sementes de cultivares de alta
qualidade como parental feminino, foram observados maior espessura de lignina
nas camadas de células paligadicas, como Cx3 (40,09 um), Bx1 (40,25 um),
Bx3 (41,08 um) e Ax2 (41,64 um). J& em outros cruzamentos que envolveram
como parental feminino cultivares de baixa qualidade, observa-se menor
espessura de lignina nas camadas de células palicadicas, como exemplo os

hibridos 2xA (34,63 um), 1xB (34,71 um), 3xB (36,40 um) (Tabela 4).
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FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura da testa da cultivar CD 201 (B); a:
camada de células pali¢adicas; b: camada de células em ampulheta
e c: parénquima lacunoso.
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TABELA 4. Espessura (um) de lignina nas camadas de células palicadicas (CP),
cé¢lulas em ampulhetas (CA) dos parentais, hibridos e reciprocos
obtidos em microscopia de luz. UFLA, Lavras-MG, 2008.

Tratamentos CP CA
Ax3 31,92a 38,57d
2XA 34,63b 21,9a
1xB 34,71b 17,56a
3xB 36,40c 49.,47e
Cx1 36,60c 22,79a

1 36,95¢ 18,00a
Bx2 37,50c 37,92d
Axl1 37,69¢ 35,38¢

3 37,74c 16,06a
Cx2 37,82¢ 33,73¢
IxXA 37,90c 40,63d

B 38,64c 20,17a
3xA 39,38d 87,33f
1xC 39,72d 36,52¢

C 39,76 d 19,12a
2xB 39,77d 25,84b
Cx3 40,09d 47,43e
Bx1 40,25d 46,78e¢
Bx3 41,08d 61,69¢
3xC 41,15d 33,50c
Ax2 41,64d 31,61b

2 44 41e 27,11b

A 44, 54¢ 38,72d
2xC 46,00e 43,13d

T: tratamentos; CP: células pali¢adicas; CA: células em ampulhetas; CPA: células
epidérmicas e paligadicas; A: M-Soy 8400; B: CD 201; C: CD 206; 1: CD 215; 2: CD
202; 3: Savana.

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

Apesar de ndo estar esclarecido se a espessura das camadas de células da
testa tem relacdo com a espessura da camada de lignina, observa-se que ao

comparar os dados de microscopia de varredura com microscopia de luz de

90



alguns descendentes, como Cx3 (38,50 um), Bx1 (42,80 um) e Bx3 (41,70 um)

(Tabela 3) com maior espessura das camadas de células palicadicas, foram

observados também maiores espessura de lignina nessas camadas Cx3 (40,09

pm), Bx1 (40,25 pm), Bx3 (41,08um) (Tabela 4 e Figuras 3,4 e 5).

FIGURA 2. Comparagdo das camadas de células palicadicas e das células em
ampulhetas obtidas por microscopia de luz da cultivar CD 206. A:
camada de células palicadicas; B: camada de células em
ampulheta e C: parénquima lacunoso.
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FIGURA 3. Comparacdo da espessura das camadas de células palicadicas
obtidos por microscopia de varredura (A) com a espessura de
lignina obtida por microscopia de luz (B) do hibrido Cx3. a:
camada de células paligadicas; b: camada de células em ampulheta
e c: parénquima lacunoso.
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FIGURA 4. Comparagdo da espessura das camadas de células palicadicas
obtidos por microscopia de varredura com a espessura de lignina
obtida por microscopia de luz do hibrido Bx1. a: camada de
células palicadicas; b: camada de células em ampulheta e c:

parénquima lacunoso.

93



FIGURA 5. Comparacdo da espessura das camadas de células palicadicas
obtidos por microscopia de varredura com a espessura de lignina
obtida por microscopia de luz do hibrido Bx3. a: camada de
c¢lulas palicadicas; b: camada de células em ampulheta e c:
parénquima lacunoso.
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AvaliagGes ultraestruturais sdo importantes em estudos na area de
sementes. No entanto, na presente pesquisa ndo foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a qualidade fisiologica das sementes de soja com os aspectos
anatomicos do tegumento avaliados por meio de microscopia de varredura.
Contudo, ha necessidade de aperfeicoar as metodologias disponiveis para essa
finalidade. Uma dificuldade encontrada foi fixar a area de trabalho de estruturas
comuns nas sementes. Foi observado que estruturas celulares variam em
diferentes posi¢des no tegumento, o que dificulta a comparagao dessas estruturas
entre sementes de diferentes genotipos.

Com relacao a andlise do dialelo para a caracteristica de espessura das
camadas da testa obtidos por microscopia eletronica de varredura Tabela 4A
(Anexo), observou-se efeito significativo para os genitores G1 para as camadas
de células paligadicas e em ampulhetas. Para o grupo de genitores G2 e hibridos
F, todos os pardmetros analisados foram significativos, indicando existéncia de
variabilidade para espessura das camadas de células palicadicas, em ampulhetas
e do conjunto de células palicadicas e em ampulhetas.

Os valores dos quadrados médios referentes a capacidade geral de
combinagdo (CGC) e especifica de combinagdo (CEC), bem como os efeitos
reciprocos, foram significativos a 1% de probabilidade pelo teste F para todos os
parametros analisados. Assim tanto os efeitos génicos aditivos quanto os ndo
aditivos estdo envolvidos no controle da espessura das camadas das células da
testa. A significancia do efeito reciproco indica efeito materno ou
extracromossOmico para a caracteristica em questao.

Para todos os caracteres analisados, o valor do quadrado médio de CGC
foi maior que observado para o CEC Tabela 4A (Anexo), indicando que os
efeitos génicos aditivos s3o mais importantes que os ndo aditivos. A

concentracao de genes predominantemente aditivos t€m sido de grande utilidade

95



na indica¢do dos genitores a serem utilizados em programas de melhoramento
intrapopulacional (Cruz & Regazzi, 1994).

Foi observado para a espessura das camadas de células palicadicas
(Tabela 5), baixos valores de CGC nas cultivares A e C classificadas como de
alta qualidade fisiologica a CGC foi negativa. Pode-se inferir que a selegdo das
cultivares em apenas uma safra ¢ em um ciclo de producdo nao seja suficiente
para selecionar as mesmas. Resultados semelhantes foram observados por
Roveri José (2005), ao avaliar o comportamento das linhagens de milho quanto a
tolerancia a alta temperatura de secagem em diferentes safras.

Na Tabela 5, encontram-se as estimativas dos efeitos de CEC. Altos
valores de CEC’s indicam combinagdes melhores ou piores com base nas
capacidades gerais de combinagdes dos progenitores. Foram observados maiores
valores positivos da CEC para as combinagdes Ax2 e Bx3 e menores valores
negativos para Cx1.

Para a espessura das camadas de células em ampulhetas (Tabela 6),
foram observados baixos valores de CGC, com excegdo do observado para a
cultivar B. Nas combinagdes Bx1 ¢ Cx2, foram observados os maiores valores
positivos da CEC e menores valores negativos para Cx3.

Quando foram analisadas as camadas de células paligadicas e em
ampulhetas em conjunto (Tabela 7) os valores da CCG e¢ da CEC foram
superiores. A CGC manteve-se alta para as cultivares B ¢ 1. Para a CEC
observou-se maiores valores para as combinagdes Bx1l ¢ Cx2 e os menores

valores negativos para Cx3.
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TABELA 5.

Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para espessura da camada de células
paligadicas, considerando todos os cruzamentos em que se

obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

G1/G2 1 2 3 CGC1
A -1,52 2,57 -1,05 -2,48
B 1,54 -3,65 2,11 1,25
C -0,022 1,08 -1,05 1,22
CGC2 2,72 3,78 1,05
TABELA 6. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para espessura da camada de células em
ampulhetas, considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2008.
G1l/G2 1 2 3 CGC1
A 272 227 4,47 20,36
B 7,5 -5,17 -2,33 10,53
C -5,3 7,43 -2,13 -10,17
CGC2 4,7 -7,73 3,03
TABELA 7. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagao para espessura do conjunto das camadas de
células palicadicas ¢ em ampulhetas, considerando todos os
cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA,
Lavras — MG, 2008.
G1/G2 1 2 3 CGC1
A -3,8 0,47 3,33 -2,8
B 9,2 -9,03 0,17 11,8
C -54 8,56 3,17 -9
CGC2 7,26 -11,4 4,13
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Pelas Tabelas 8 a 10, observa-se que a maior parte das combinagdes
hibridas apresenta significancia para o efeito reciproco quanto a espessura das
camadas da testa, tornando-se uma caracteristica importante a ser considerada na
escolha dos genitores. Sabe-se que o tegumento da semente tem funcdo de
prote¢ao ao eixo embriondrio e ao tecido de reserva contra choques e abrasdes,
estando relacionado ainda a manutengdo da unido entre as partes internas da
semente, a entrada de microrganismos ¢ insetos, ao controle de velocidade de
hidratag¢do e de troca gasosa entre a semente ¢ o meio (Carvalho & Nakaguawa,
2000).

O efeito reciproco quando significativo indica efeito materno ou
extracromossdmico para a caracteristica em questdo. O efeito materno ¢
utilizado como sendo a principal explicacdo de resultados reciprocos para a
heranca do teor de proteinas no grao da soja, feijao, teor de 6leo do grao de soja

e metionina no feijao (Mesquita, 1989).

TABELA 8. Estimativa do efeito reciproco para espessura da camada de células
paligadicas, considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A 1,7%% 12N 4,05%*
B 4,95%%* -2,5%% 3,25%*
C -2,35%% 2,5 4,6%*

* ¢ ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. ™ nio significativo.
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TABELA 9. Estimativa do efeito reciproco para espessura da camada de células
em ampulhetas, considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A NS 5,8%* 8,7
B 17,35%x* 5,75%x* 4,05%%*
C 0,058 2,35N8 4,15%%*

* ¢ ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. " nio significativo.

TABELA 10. Estimativa do efeito reciproco para espessura do conjunto das
camadas de células palicadicas e em ampulhetas, considerando
todos os cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos.
UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A 2,65™ 7 12,7%*
B 22,2%% 3,15M 7,578
C 2,18 0,1 0,458

* ¢ ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. " nio significativo.

Para a caracteristica de espessura de lignina nas camadas de células
palicadicas, em ampulhetas e no conjunto de células palicadicas e em
ampulhetas, houve efeito significativo para os genitores G1 e G2 e para os
hibridos F, para todos os pardmetros analisados Tabela 10A (Anexo).

Os efeitos da capacidade geral (CGC) e especifica (CEC) de
combinagdo, bem como os efeitos reciprocos, foram significativos para todos os
pardmetros analisados, com excegdo para CGC do grupo 2 para espessura de
lignina nas camadas de células pali¢adicas. De uma maneira geral foi observada
a presenca de efeitos génicos aditivos quanto de ndo-aditivos envolvidos no
controle de lignina nas camadas da testa.

Estimativas baixas e negativas da CGC para espessura de lignina nas

células paligadicas foram observadas para as cultivares A, C, 1 ¢ 3 (Tabela 11).
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Maiores valores da CEC foram observados para sementes provenientes dos
cruzamentos Ax2 e Cx3 e menores valores para a combinagdo Cx2.

Para a espessura de lignina nas camadas de células ampulhetas os
valores da CGC e da CEC foram maiores quando comparadas a espessura de
lignina presente nas células palicadicas (Tabela 12). Foram observados maiores
valores da estimativa da CGC para as cultivares B ¢ 3. Com relacdo a CEC os
maiores valores foram verificados para as combinagdes Ax1 e Cx2 e os menores
para Bx2. A mesma tendéncia da CGC’s foi verificada para a espessura de
lignina analisada no conjunto das células palicadicas e em ampulhetas (Tabela
13). Elevados valores da CEC foram verificados para as combinagdes Ax1 e

Ax2 e menor valor para Bx2.

TABELA 11. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para espessura de lignina na camada de
células paligadicas, considerando todos os cruzamentos em que se
obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

Gl/G2 1 2 3 CGC1
A 0,72 3,85 -4,57 -1,21
B 0,75 -2,81 2,06 1,32
C -1,46 -1,05 2,51 -0,12
CGC2 -0,11 0,70 -0,59

TABELA 12. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para espessura de lignina na camada de
células em ampulhetas, considerando todos os cruzamentos em que
se obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras — MG, 2008.

Gl/G2 1 2 3 CGC1
A 4,75 1,55 -6,30 -4,36
B 2,54 -5,75 3,21 9,25
C -7,30 4,20 3,09 -4,89
CGC2 -4,56 -5,12 9,68
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TABELA 13. Estimativa dos efeitos das capacidades gerais (CGC) e especificas
(CEC) de combinagdo para espessura de lignina no conjunto das
camadas de células paligadicas e em ampulhetas, considerando

todos os cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos.
UFLA, Lavras — MG, 2008.

Gl/G2 1 2 3 CGC1
A 5,46 541 -10,87 -5,56

B 3,29 -8,56 5,26 10,57

C -8,75 3,15 5,61 -5,01

CGC2 -4,67 -4,42 9,09

Para a maior parte das combinagdes hibridas houve significancia para o
efeito reciproco em relagdo a espessura de lignina nas camadas de células
paligadicas, células em ampulhetas e no conjunto de células palicadicas e em
ampulhetas (Tabelas 14 a 16), indicando efeito materno ou extracromossomico.
O controle desse carater ¢ uma caracteristica importante a ser considerada nos
programas de melhoramento de soja para direcionamento dos genitores usados
nos cruzamentos. Nos programas de melhoramento genético de soja buscam-se a
selecdo de genoétipos com elevados teores de lignina maior que 5,0%, por
apresentarem maior resisténcia ao impacto mecanico, em relacdo ao

desenvolvimento de cultivares com testa impermeavel (Alvarez et al., 1997).

TABELA 14. Estimativa do efeito reciproco para espessura de lignina na
camada de células palicaddicas, considerando todos os
cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA,
Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A -0,10™ 3,50%* -3,73%*
B 2,77%* -1,13N8 2,34%%
C -1,56N -4,09%* -0,53N8

* e ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. ™ ndo significativo.
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TABELA 15.

Estimativa do efeito reciproco para espessura de lignina na
camada de células em ampulhetas, considerando todos os
cruzamentos em que se obtiveram hibridos e reciprocos. UFLA,

Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3
A 22,62 4 82%* 224 38%*
B 14,61%* 6,04%* 6,11%*
C -6,86%* -4, 7% 6,96**

* e ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. ™ ndo significativo.

TABELA 16. Estimativa do efeito reciproco para espessura de lignina no
conjunto das camadas de células paligddicas e em ampulhetas,
considerando todos os cruzamentos em que se obtiveram
hibridos e reciprocos. UFLA, Lavras - MG, 2008.

G1/G2 1 2 3

A 2,73 8,32+ -8,42%%

B 17,38%* 4,9%* 8,45%*

C 8,42%* -8,79%* 6,43%*

* ¢ ** Significativo a 5 e 1% se probabilidade, respectivamente. ™ nio significativo.
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6 CONCLUSAO

Caracteres utilizados para a avaliagdo da qualidade fisiolégica podem
ser correlacionados com o teor de lignina.

Ha efeito significativo para as capacidades geral e especiifca de
combinagdo para a espessura das camadas da testa e espessura de lignina nessas

camadas.
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TABELA 1A. Analise de variancia de dados obtidos da primeira contagem de
germinacdo (1*C), contagem final de germinagdo (CF) e
velocidade de germinagdo (VG) do teste de envelhecimento
acelerado de um dialelo parcial, incluindo genitores, hibridos
F2’s e reciprocos. UFLA, Lavras — M@, 2008.

13C CF VG
FVv GL QM QM QM

Tratamentos 23 3.206 ** 2445 29%* 5,45%*
Genitores 5 58,04** 3104,67** 1,55ns
Grupo 1 (G1) 2 97** 2628** 1,72ns
Grupo 2 (G2) 2 49%* 2552,33%* 0,061ns
Gl vs G2 1 0 ns 5162,67** 4,2%%

Hibridos (F2) 17 381,97%* 1852,52%* 6,85%*
CGCl1 2 8278,36%* 2001,86** 2,93 %
CGC2 2 156,36%* 478,86%* 0,26 ns
CEC 4 893,02** 642,9028** 5,84%%*
Reciprocos 9 4943, 72%* 2662,21** 8,24%*
GvsH 1 8515,13** 9225,36** 7,99%**
Erro 72 3,03%* 42,32 0,9467

** ¢ * Teste F significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente, ™ nio

significativo.
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TABELA 1B. Analise de variancia da 1* contagem de germinagdo (1°C),
contagem final de germinagdo (CF), velocidade de germinagdo
(VG) e teor de lignina (LG) dos genitores, hibridos F,’s e
reciprocos de sementes de soja. UFLA, Lavras — MG, 2008.

12C CF VG LG
FV GL QM QM OM  GL QM
Tratamentos 23 3206,18%%  244520%%  575%% 2] 1,75%
Erro 216 3,03 42,32 095 66 0,21

**Teste F significativo a 5% de probabilidade respectivamente.
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TABELA 2A. Andlise de varidncia da espessura das camadas de células
paligadicas (CP), células em ampulheta (CA) e do conjunto das
células paligadicas e ampulheta (CPA) dos genitores, hibridos
F,’s e reciprocos obtidos em microscopia de varredura. UFLA,
Lavras — MG, 2008.

CP CA CPA
FV GL QM QM QM

T 23 172,2% 1137,8%* 1428, 1%*

Erro 216 8,4 224 34,37

T: tratamento; CP: células palicadicas; CA: células em ampulhetas; CPA: células
paligadicas e ampulheta. **Teste F significativo a 5% de probabilidade.
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TABELA 4A. Resumo das analises de variancia de dados obtidos da espessura
das camadas de células palicadicas (CP), células em ampulhetas
(CA) e do conjunto de células paligadicas e ampulhetas (CPA) de
um dialelo parcial, incluindo os genitores, hibridos F,’s e
reciprocos obtidos por microscopia eletronica. UFLA, Lavras —

MG, 2008.
CP CA CPA
FV GL QM QM QM
Tratamentos 23 172,22%* 1137,85%* 1.428,09%**
Genitores 5 81,27 313,66%* 231,59%%*
Grupo 1 (G1) 2 51,1%* 166,43%* 60,435
Grupo 2 (G2) 2 120,03 515%* 497, 7%*
Gl vs G2 1 64,07%* 205,35%%* 41,67
Hibridos (F2) 17 197,55%* 1.196,12%* 1.704,57%*
CGCl 2 138,14%* 3.216,7%* 3.421,2%*
CGC2 2 341,94%% 1.366,43%* 2.997,73%*
CEC 4 81,39%* 515,53%* 761,53%%*
Reciprocos 9 230,28** 1.011,74%* 1.454,88**
GvsH 1 1,28N8 7.344,5%%* 7.225%*
Erro 216 8,45 22,41 34,37

** ¢ * Teste F significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente, > nio

significativo.
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TABELA 10A. Resumo das analises de variancia de dados obtidos da espessura
de lignina das camadas de células paligadicas (CPL), células em
ampulhetas (CAL) e do conjunto de células paligadicas e
ampulhetas (CPAL) de um dialelo parcial, incluindo os genitores,
hibridos F,’s e reciprocos obtidos por microscopia de luz. UFLA,
Lavras — MG, 2008.

CPL CAL CPAL

FV GL QM QM QM
Tratamentos 23 105,32 1.473 1.792,55
Genitores 5 111,54%* 720,63** 1.331,37**
Grupo 1 2 98,54** 1.216,88%* 1.988,61
(GD)
Grupo 2 2 167,94 ** 348,1%* 983,77**
(G2)
Gl vs G2 1 24,70 473,2%* 712,08%*
Hibridos 17 101,42%* 1250,32%* 1.625,47%*
(F2)
CGCl1 2 48,31** 1.928,24* 2.518,19%*
CGC2 2 12,888 2.113,10%* 1.860,04**
CEC 4 146,15%* 487,74%* 1.017,93**
Reciprocos 9 113%* 1.246,88** 2.044,99%*
GvsH 1 151,54%* 9.619** 7.355%%*
Erro 216 8,92 40,95 62,31

** ¢ * Teste F significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente, ™ nio

significativo.

112



