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INFLUENCIA DO ENVELHECIMENTO ACELERADO NAANATOMIA DA TESTA
DE SEMENTES DE SOJA, CV. MONSOY 8400*

MONALISA ALVES DINIZ DA SILVA%;, ROBERVAL DAITON VIEIRA3; JAIME MAIA DOS SANTOS*

RESUMO - Durante o processo de envelhecimento, as sementes sofrem alteracfes degenerativas
que influenciam o seu potencial fisiologico. Entre estas alteracdes podem estar as modificagdes
anatomicas nas camadas celulares da testa da semente. Objetivou-se, com este trabalho, verificar a
relagdo entre a anatomia da testa de sementes de soja, cultivar Monsoy 8400 e a germinagao, ap6s
o envelhecimento acelerado, pelo fato da testa apresentar um papel fundamental na conservacgao
do potencial fisioloégico das sementes. As sementes foram envelhecidas a 42°C e 100% UR do
ar por periodos de zero, 24, 48, 72 e 96 horas. Avaliaram-se os teores de dgua e a germinacao,
posteriormente a secagem, secdes transversais da testa de 10 sementes de cada tratamento foram
eletromicrografadas, com microscépio eletrénico de varredura,,observando-se as camadas das células
palicédicas, ampulhetas e parenquimaticas A germinacdo declinou com o aumento dos periodos de
envelhecimento. Houve reducdo da espessura das camadas da testa nos periodos de 48, 72 e 96
horas deste processo. Observou-se que, principalmente, para os periodos de envelhecimento de 72
e 96 horas, que as células da camada hipodérmica apresentaram um aspecto de colapso, sendo este
acentuado para o periodo de 96 horas. A redugdo da espessura das camadas sugere a ocorréncia de
um colapso das células que comp&em tais camadas, sendo um fator causador da reducdo do potencial
germinativo.

Termos para indexagdo: Glycine max; microscopia eletrdnica de varredura.

INFLUENCE OF ACCELERATED AGING ON TESTAANATOMY OF SOYBEAN (CV.
MONSOY 8400) SEEDS

ABSTRACT — During accelerated aging seeds undergo degenerative changes that influence their
physiological potential (germination and vigor). These changes include anatomical modifications in
the cell layers of the seed coat. This research was carried out to verify the relationship between the
seed coat anatomy of soybean, cultivar Monsoy 8400 and germination after seed aging. Accelerated
aging was performed at 42°C and 100% RH for 0, 24, 48, 72 and 96 hours. After aging, seed water
content and standard germination were determined. After aging the seeds were dried and transverse
sections of 10 seed coats of each treatment were electronically micrographed, using a scanning
electron microscope. The palisade, hypodermic and parenchyma cell layers were observed. The
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results were analyzed as a randomized complete block design. The germination percentage decreased
as the aging period increased. After 48, 72, and 96 hours of aging, the seed coat cell layers showed
reduced thickness. After 72 and 96 hours of seed aging, the hypodermic cells showed an appearance of
collapse that was more evident after 96 hours. The reduction in the thickness of cell layers suggested
the occurrence of cell collapse that influenced the decrease in seed germination potential.

Index terms: Glycine max; scanning electron microscopy.

INTRODUCAO

A deterioracdo é um processo que envolve complexas
alteragdes, que interferem no potencial fisiologico da semente.
A velocidade do processo de deterioracdo é determinada
principalmente pela interacéo entre o genétipo, o teor de agua
da semente e a temperatura do ambiente (Delouche, 2002).

Antes da morte da semente, como decorréncia da
deterioragéo, alteragdes fisiologicas,
bioquimicas e genéticas, tais como: danificagdo cromossémica
(Roberts, 1973), perda de enzimas (Woodstock, 1973),
degradagdo do sistema respiratério (Abdul-Baki e Anderson,
1972), diminuicdo da produgdo de ATP (Anderson, 1977)
e desorganizacdo das membranas celulares (Basavarajappa
et al., 1991). Além da perda da compartimentalizagdo
celular, a desintegragdo do sistema de membranas promove
descontrole do metabolismo e das trocas de agua e solutos
entre as células e 0 meio exterior, determinando a queda da
viabilidade da semente (Marcos Filho, 1999).

Conforme a sequéncia hipotética proposta por Delouche e
Baskin (1973), o decréscimo do potencial de armazenamento
¢ a segunda manifestagdo fisioldgica da deterioracdo, apos
a reducdo da velocidade de germinacdo. Assim o teste de
envelhecimento acelerado pode ser considerado como
um dos mais sensiveis para a avaliacdo do vigor, dentre
os disponiveis (Marcos Filho, 1999). A exposicdo das
sementes as elevadas temperaturas e umidade relativa do
ar causa deterioracdo das mesmas, 0 que contribui para o
surgimento de plantulas anormais e sementes mortas no teste
de germinacdo (McDonald et al., 1993).

Um clima tropical, como o do Brasil, caracterizado por
elevadas temperaturas e a umidade relativa do ar, predispdem

ocorrem  varias
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as sementes de soja a uma rapida deterioracdo durante o
armazenamento. Como a soja tem se mostrado a cultura de
maior geragdo de divisas do agronegécio brasileiro, com
uma producdo de aproximadamente 60 milhdes de toneladas
de grdos na safra de 2007/2008 (IBGE, 2008); torna-se
imperioso que para continuar atendendo a esta demanda do
mercado sejam produzidas sementes de elevado potencial
fisiologico.

O tegumento apresenta uma fun¢do muito importante
quanto a resisténcia das sementes a deteriora¢do (Dassou e
Kueneman, 1984). O tegumento exerce func¢des de protecdo
ao eixo embrionario e ao tecido de reserva (Carvalho e
Nakagawa, 2000); além de protegé-los de ruptura celular
e perda de substancias intracelulares, durante a embebigéo
(Duke e Kakefuda, 1981). Assim caracteristicas do tegumento
tais como a impermeabilidade a agua, a cor e o elevado teor
de lignina, podem contribuir na obtencdo de sementes de
soja de elevado potencial fisioldgico.

O corte transversal da testa de uma semente de soja
permite distinguir quatro camadas a partir da sua superficie:
cuticula, epiderme (células palicadicas ou macroesclerideos),
hipoderme (células em ampulheta, ou células pilares ou
osteoesclerideos) e células parenquimatosas (Swanson et al.,
1985).

As células esclerenquimatosas, chamadas
macroesclerideos, formamacamadapali¢adica, aqual aparece
de forma continua por toda a testa, com excecao da regido do
hilo, onde duas camadas palicadicas podem ser observadas.
Neste caso, a camada palicadica mais interna provém do
funiculo, enquanto a mais externa, do integumento externo
do 6vulo (Esau, 1977). As células da camada palicadica
apresentam-se alongadas, com uma disposi¢do perpendicular
a superficie da testa, paredes celulares grossas e perfuradas
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na porcao superior. A composi¢do quimica, 0 arranjo e as
substancias intercelulares da camada palicadica influenciam
a absorcdo de agua pela semente (Duangpatra, 1976).

A hipoderme constitui-se de uma camada de células
uniforme, continua em toda a testa, com excecdo da regido
do hilo, onde estd ausente. Ela é formada por células
esclerenquimatosas com parede celular de espessura
desuniforme, chamadas de osteoesclerideos, com a presenca
de grandes espacos intercelulares, como observado por
Corner (1951), em sementes de algumas leguminosas.

O parénquima lacunoso ¢ composto de 6-8 camadas de
células parenquimatosas, as quais sdo tangenciais a superficie
da testa, possuem a parede celular fina e protoplasma ausente
(Esau, 1977).

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

O conhecimento das células que compdem o tegumento
torna-se importante porque é através deste que a dgua atinge
0 embrido das sementes de soja, passando principalmente
através da testa (Noodén et al., 1985; Chachalis e Smith,
2000); apesar de McDonald et al. (1988) considerarem que 0
principal caminho percorrido pela 4gua é a regido hilar.

Uma das principais causas do decréscimo do potencial
fisiologico da semente ¢ a absor¢@o de agua ainda no campo,
apos a maturidade fisiologica, antes da colheita (Vieira et al.,
1982). Isto despertou o interesse pela utilizagdo de sementes
que possuam testa com certo grau de dureza (Hartwig e Potts,
1987), ou seja, com testa impermeavel ou semipermeavel
a agua. Substancias impermeaveis a agua tais como ceras,
suberina, tanino ou lignina podem ser encontrados na parede
celular (McDougall et al., 1996). A lignina é um polimero
natural e esta presente apenas na testa (Lewis e Yamamoto,
1990).

Tavares et al. (1987) verificaram que os maiores valores
de lignina encontravam-se nas linhagens de soja com
testa impermedvel. Panobianco et al. (1999) e Carbonell e
Krzyzanowski (1995) também verificaram variagdes no teor
de lignina da testa entre gendtipos de soja, com forte relagéo
com a resisténcia ao dano mecanico. No entanto, ndo esta
devidamente esclarecido se existe ou ndo uma correlagdo
entre o teor de lignina e a espessura da testa (Agrawal e
Menon, 1974; Tavares et al., 1987).

Objetivou-se com este trabalho verificar a relacdo entre a
anatomia da testa de sementes de soja, cultivar Monsoy 8400,
e a germinagdo apos o envelhecimento acelerado, pelo fato

da testa apresentar um papel fundamental na conservacgao do
potencial fisioldgico das sementes.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratdrios de
Anaélise de Sementes do Departamento de Producdo Vegetal
de Microscopia Eletrdnica de Varredura da UNESP, Campus
de Jaboticabal.

Foi utilizada a cultivar de soja Monsoy 8400, safra
2001. Apobs a recepcdo, as sementes foram expurgadas,
homogeneizadas, acondicionadas em embalagem porosa e
armazenadas em camara fria (10°C). Para a caracterizagio
inicial da qualidade das sementes foram realizadas as
seguintes determinacdes: teor de &gua, germinacdo (tendo
com substratos papel e areia), condutividade elétrica,
emergéncia de plantulas em campo e teor de lignina da
testa.

Teor de agua: foi avaliado pelo método da estufa a
105 + 3°C durante 24 horas (ISTA, 2002). Germinagédo:
foi realizada com quatro repeticdes de 50 sementes, a
temperatura de 25°C, utilizando-se como substrato rolo de
papel toalha, umedecido na proporcdo de 2,5 vezes a massa do
papel. As contagens foram feitas aos cinco e oito dias apos a
semeadura, computando-se a porcentagem final de plantulas
emersas (ISTA, 2002). Foi avaliada também a germinacéo
em substrato areia, semeando-se quatro repeticdes de
50 sementes, em caixas plasticas (26 x 16 x 8,5 cm). As
sementes foram cobertas com 2 a 3 cm de substrato (areia
fina de rio) e irrigadas com base em 70% da capacidade de
retencdo de agua pelo substrato. As caixas foram mantidas a
temperaturaambiente (25°C a 30°C) por 10 dias, quando entdo
foi realizada a contagem do nimero de plantulas normais.
Condutividade elétrica: foi conduzida utilizando-se quatro
repeticbes de 50 sementes. Apds a pesagem, as sementes
foram imersas em 75mL de agua deionizada e mantidas
durante 24 horas, a temperatura de 25°C. Ao término do
periodo, a condutividade elétrica da solucéo foi determinada
em condutivimetro DIGIMED CD-21 (Hampton e Tekrony,
1995; Vieira e Krzyzanowski, 1999). Emergéncia das
plantulas em campo: conduzida com quatro repeticdes de
50 sementes. A semeadura foi realizada em campo mantido
sob irrigacdo, em linhas de 2,0m espacadas de 0,3m entre
si. A avaliacdo foi realizada aos 21 dias apds a semeadura
(Nakagawa, 1999). Teor de lignina da testa: Foram usadas
testas de 10 sementes, retiradas e secas a temperatura de 55°C,
por 48 horas. Posteriormente, as testas foram trituradas em
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moinho de bola, com o objetivo de obter um po bastante fino.
A presenca de lignina foi quantificada em duas repetigoes
de 0,59 de testa, pelo método do permanganato de potassio
(Van Soest e Wine, 1968).

Anatomia da testa: Para o estudo da anatomia da testa de
sementes de soja envelhecidas, os tratamentos foram obtidos
pela colocacdo das sementes, em condi¢cdes semelhantes as
do teste de envelhecimento acelerado (Marcos Filho, 1999),
ou seja, uma camada Unica de sementes foi disposta sobre tela
suspensa, em caixas plasticas de germinagdo (11cm x 11cm
x 5cm), com 40mL de agua deionizada e mantidas a 42°C e
100% UR do ar por periodos de zero, 24, 48, 72 ¢ 96 horas.
Ao término dos periodos de envelhecimento, foi avaliado
0 teor de &gua das sementes pelo método da estufa (ISTA,
2002). Posteriormente, foi conduzido o teste de germinacéo,
computando-se a porcentagem de plantulas normais aos cinco
dias ap6s a semeadura. As sementes que ndo foram utilizadas
nos testes de teor de dgua e de germinacdo passaram pelo
processo de secagem em estufa com circulacéo de ar forgado,
a 28°C, até que atingissem teores de agua entre 9-11%,
antes da realizagcdo das eletromicrografias, no microscopio
eletrénico de varredura, marca JEOL, modelo JFM 5410.

Para a realizagdo das eletromicrografias da testa, foram
feitos cortes transversais na regido mediana da semente
circundando a regido do hilo, com Iamina de aco, sendo
que o material obtido foi metalizado com ouro palédio,
sem prévia fixacdo e desidratagdo, por apresentar-se seco.
Foram observadas as camadas das células palicadicas
(macroesclerideos), ampulhetas  (osteoesclerideos) e
parenquimaticas. Para cada periodo de envelhecimento foram
eletromicrografadas 10 sementes, sendo que de cada semente
foi obtido um corte da secdo transversal. Para cada uma das
camadas, de cada semente eletromicrografada, foram feitas
cinco medicOes, usando paquimetro digital, registrando os
valores em mm, posteriormente transformados em pum.

Empregou-se o delineamento inteiramente casualizado,
tanto para a germinagdo como para a espessura das camadas.
As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Osvalores de germinacao foramtransformados
em arc senvyx/100.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo mostrados os resultados da caracterizacéo
inicial das sementes de soja, cultivar Monsoy 8400, quanto a
germinacdo, emergéncia de plantulas, condutividade elétrica

Revista Brasileira de Sementes, vol. 30, n® 2, p.091-099, 2008

e teores de agua e de lignina. Verificou-se que o lote usado
apresentava elevado potencial fisiologico, em virtude dos
valores dos testes de germinagao, emergéncia e condutividade
elétrica. De acordo com Vieira (1994) lotes de sementes de
soja com condutividade elétrica até 70-80 umhos. cm?g?
tém sido considerados como de alto vigor . O teor de lignina
acima de 5% mostrou que o gendtipo utilizado apresentava
boa resisténcia ao dano mecanico, conforme consideragdes
de Alvarez et al. (1997).

TABELA 1. Potencial fisiologico e teores de agua e de
lignina iniciais de sementes de soja, cultivar
Monsoy 8400.

Determinacdes Cultivar Monsoy 8400

Teor de agua (%) 9,9
Germinacao em papel (%) 94,0
Germinagdo em areia (%) 86,5
Condutividade elétrica

. 59,9
(umhos.cmg?)
Emergéncia em campo (%) 93,0
Teor de lignina da testa (%) 8,19

Na Tabela 2 é apresentado o teor de dgua das sementes,
logo apds os periodos de envelhecimento acelerado.
Verificou-se aumento a medida que se prolongou o periodo
de envelhecimento das sementes.

A germinacdo das sementes de soja (Tabela 2), ap6s ser
exposta a diferentes periodos de envelhecimento acelerado,
indicou, a 42°C, que o potencial fisiologico declinou com o
aumento dos periodos de envelhecimento. Nos periodos de
48, 72 ¢ 96 horas de envelhecimento, foi verificada redugdo
da espessura das camadas da testa das sementes de soja
(Tabelas 2, Figuras 1 e 2), 0 mesmo nao sendo observado no
periodo de envelhecimento de 24 horas (Figura 1). A redugéo
da espessura das camadas sugere a ocorréncia de um colapso
das células que compdem tais camadas, 0 que pode estar
relacionado com a reducdo do potencial germinativo (Tabela
2), ao se considerar o referido colapso como um dano fisico
as células e, conseqlientemente, a testa.

TABELA 2. Teor de agua e envelhecimento acelerado de
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sementes de soja, cv. Monsoy 8400 e espessura das camadas palicadica, hipodérmica, parenquimatica e
total da testa, apos diferentes periodos de envelhecimento (PE), a 42°C.

PE TA! EA! Espessura (um)
(hora) (%) (%) Palicadica hipodérmica parenguimatica Total
Zero 9,9 86 a 55,00 a 49.81a 25,65 ab 130,50 a
24 21,3 80 ab 53,35a 59,04 a 30,77 a 143,12 a
48 27,0 76 ab 4242 b 26,16 b 21,39 b 90,00 b
72 31,3 71 bc 40,35b 15,04 bc 18,08 b 73,46 b
96 35,0 56 ¢ 40,62b 12,73 ¢ 18,58 b 71,92 b
C.V.(%) - 8,24 14,27 31,39 26,19 18,43

M¢édias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey, no nivel de 5% de probabilidade.

ITA= teor de 4gua, EA= envelhecimento acelerado.
FIGURA 1. Eletromicrografias de varredura da testa de quatro sementes de soja, cultivar Monsoy 8400. A e B) Sementes

ndo envelhecidas, exibindo alteracéo de espessura na camada hipodérmica, em A) Camada hipodérmica
de espessura menor, em B) Camada hipodérmica de espessura maior. C e D) Sementes envelhecidas por 24
e 48 horas, respectivamente, a 42°C. (a=camada palicadica; b= hipoderme e; c= parénquima lacunoso).

Entretanto, Giurizattoetal. (2003), a0 avaliaremaviabilidade e o vigor de sementes de nove gen6tipos de soja, com diferentes
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FIGURA 2. Eletromicrografias de varredura da testa de quatro sementes de soja, cultivar Monsoy 8400. A e B) Sementes
envelhecidas por 72 horas, a 42°C, exibindo pouca alteragio no grau de colapso da camada hipodérmica.
C e D) Sementes envelhecidas por 96 horas, & 42°C, exibindo alteragdo no grau de colapso da camada
hipodérmica, em C) Camada hipodérmica com reduzida espessura, em D) Camada hipodérmica quase
ausente. (a= camada palicadica; b= hipoderme e; ¢c= parénquima lacunoso).

———— e
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coloragdes e espessuras de tegumento, colhidas em duas
épocas, concluiram que a espessura ndo é uma caracteristica
que per si assegura melhor qualidade fisioldgica das sementes.
Salienta-se que esses autores utilizaram metodologia propria
a qual pode ter interferido na espessura do tegumento. Deve
ser levado em conta que o grau de hidratacdo dos tecidos
das sementes pode ter sofrido alteracbes que possam ter
interferido na espessura do tegumento.

A espessura total do conjunto das camadas palicédica,
hipodérmica e parenquimatica (Tabela 2) foi de 130,5
micrometros. Por sua vez, Giurizatto et al. (2003) verificaram
gue a espessura do tegumento de sementes de soja variou
de 225 a 439 um, conforme o gendtipo. Tais valores podem
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ser resultado da forma de preparo do tegumento para a
visualizacdo de sua espessura. De acordo com Yaklich et
al. (1994), alteracdes no grau de hidratagdo dos tecidos da
semente poderiam afetar sua morfologia e citologia.

As eletromicrografias de varredura de cortes transversais
da testa das sementes na figura 1 mostram as células
estruturais da testa. Podem ser observadas trés camadas de
células visiveis. As células de aparéncia colunar sdo as células
palicadicas. Nao foram verificados espacos entre as células
nessa camada. A espessura média da camada de células
palicddicas, mensurada em 10 sementes ndo envelhecidas
foi proximo de 55um. A camada hipodérmica, que contém
células em ampulheta ou osteoesclerideos, ¢ mais fina do que
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a camada palicéadica; assim, a espessura média dessa camada
foi de 49,81um. Os cortes das sementes, como indicado pelas
eletromicrografias de varredura, apresentaram estruturas
altamente organizadas na testa. O mesmo pode ser verificado
em sementes de outras leguminosas (Sefa-Dedeh e Stanley,
1979; Agbo et al., 1987). Abaixo dos osteoesclerideos estdo
as células do parénquima lacunoso, as quais formam uma
camada celular amorfa.

O critério de selegdo para a escolha das eletromicrografias
em cada figura baseou-se na escolha de cortes da testa que
representassem o que ocorreu nas 10 sementes avaliadas por
tratamento, em termos de alteracdo na espessura da camada
hipodérmica. Péde-se observar que, principalmente para 0s
periodos de envelhecimento de 72 e 96 horas (Figura 2),
as células da camada hipodérmica apresentaram aspecto de
colapso, sendo este acentuado para o periodo de 96 horas.

A alteracdo anatdbmica da camada hipodérmica das
sementes envelhecidas pode de alguma forma, estar
relacionada com a redugdo do potencial fisiologico (Tabela
2), pois o colapso das células da hipoderme pode ser visto
como um dano fisico na testa.

Alguns pesquisadores (Simon e Raja Harun, 1972;
McKersie e Stinson, 1980; Bewley e Black, 1994; Hampton
e Tekrony, 1995) consideram que, na fase inicial do processo
de embebicdo, a capacidade da semente de reorganizar suas
membranas, assim como de reparar certos danos fisicos e/ou
bioldgicos pode influenciar de modo acentuado a quantidade
de lixiviados por ela liberados. A habilidade das sementes
de repararem os danos fisicos e/ou bioldgicos, na fase inicial
do processo de embebicdo, talvez interfira no potencial de
germinacéo das sementes.

CONCLUSOES

O envelhecimento provocado as sementes pela sua
exposicao a elevadas temperaturas e umidade relativa, causa
alteracbes anatbmicas na camada hipodérmica na testa de
sementes de soja, que estdo associadas com a perda do poder
germinativo.
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