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RESUMO

GOMES, E. S. Efeito do tratamento de sementes de soja com micronutrientes em
associacdo com ultrassom sobre o desenvolvimento inicial de plantulas avaliado por
imagens multiespectrais. 2022. 72 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia
Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2022.

A tecnologia dptica de imagens multiespectrais integrada com inteligéncia artificial tem
possibilitado a deteccdo de alteragdes fisicas, fisiologicas e quimicas de sementes e plantulas
de forma objetiva e ndo invasiva. O tratamento de sementes com micronutrientes como zinco,
manganés e cobalto + molibdénio (CoMo) tem revelado efeitos promissores sobre o
estabelecimento inicial de plantulas de diversas culturas. Quando associado com a técnica de
ultrassom, a absorcao desses elementos pelas sementes pode ser influenciada pelo fenémeno da
cavitacdo acustica, que favorece a fluidez da parede celular promovendo aceleracdo na cinética
de transporte intercelular. O objetivo principal deste trabalho consistiu em estudar os efeitos de
tratamentos de sementes de soja com zinco, manganés e CoMo em associa¢do com a técnica de
ultrassom sobre o desenvolvimento inicial de plantulas utilizando tecnologias de imagens
multiespectrais, para deteccdo de sinais precoces, ndo perceptiveis ao olho humano. Foram
utilizadas sementes de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO, representadas
por classes de alto e baixo vigor. Inicialmente, sementes submetidas ou ndo ao ultrassom foram
analisadas quanto a assinatura espectral de autofluorescéncia, microscopia de fluorescéncia azul
e de proteinas, com monitoramento da velocidade de hidratacdo das sementes. Posteriormente,
as sementes foram tratadas com zinco, manganés e CoMo em associagdo com ultrassom,
seguida da analise de imagem multiespectral para determinacdo da velocidade de germinacéo
com base nos padrdes espectrais da raiz primaria e fluorescéncia de clorofila de cotilédones.
Por fim, foram capturadas imagens multiespectrais das plantulas para o calculo do contetdo e
fluorescéncia da clorofila a, indice de vegetacdo por diferenca normalizada (NDV1), indice de
antocianinas e eficiéncia quantica maxima fotoquimica do fotossistema Il (Fv/Fm). O
micronutriente zinco (tratamento mais efetivo) foi mapeado e quantificado em sementes com e
sem ultrassom, utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia de raios X para melhor
entendimento da cinética de absorcdo. Os resultados das analises de imagens multiespectrais
mostraram que os efeitos dos tratamentos de sementes de soja com zinco, manganés ou CoMo
associados com ultrassom sdo dependentes do genotipo e vigor das sementes, sendo que

sementes de menor vigor s&o mais responsivas. O zinco se destacou dentre 0s demais



micronutrientes estudados, por demonstrar maior eficiéncia de translocacdo entre os tecidos
internos das sementes quando combinado com o ultrassom, culminando com melhor
germinacéo, niveis mais elevados de clorofila a e de antocianinas nas plantulas resultantes.
Esses resultados contribuem para o desenvolvimento de estratégias relacionadas ao tratamento
mais eficiente de sementes de soja e oferece alternativas mais sustentiveis para o melhor

estabelecimento das plantulas em campo.

Palavras-chave: Glycine max. Espectroscopia de raios X. Clorofila. Manganés. Zinco.



ABSTRACT

GOMES, E. S. Effect of treatment of soybean seeds with micronutrients in association with
ultrasound on the initial development of seedlings evaluated by multispectral imaging.
2022. 72 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2022.

Optical imaging technologies based on multispectral images integrated with artificial
intelligence has been used to detect physical, physiological and chemical changes in seeds and
seedlings in an objective and non-invasive way. Seed treatment with micronutrients such as
zinc, manganese and cobalt + molybdenum (CoMo) has shown promising effects on the initial
establishment of seedlings of several crops. When associated with the ultrasound technique,
the absorption of these elements by the seeds can be influenced by the phenomenon of acoustic
cavitation, which favors the fluidity of the cell wall, promoting acceleration in the kinetics of
intercellular transport. The main objective of this work was to study the effects of treatments of
soybean seeds with zinc, manganese and CoMo in association with the ultrasound technique on
the initial development of seedlings using multispectral imaging technologies, detecting
early signals, which are not perceptible to the human eye. Soybean seeds of 57H0123
TP IPRO and M5838 IPRO cultivars represented by classes of high and low vigor were used.
Initially, seeds submitted or not to ultrasound were analyzed for autofluorescence spectral
signature, blue fluorescence and protein microscopy, and seed hydration rate. Subsequently, the
seeds were treated with zinc, manganese and CoMo in association with ultrasound
followed by multispectral imaging to determine the germination speed based on the spectral
patterns of the primary root and chlorophyll fluorescence of cotyledons. Finally,
multispectral images of seedlings were captured to calculate chlorophyll a content and
fluorescence, normalized difference vegetation index (NDVI), anthocyanin index and
photochemical efficiency of photosystem Il (Fv/Fm). The micronutrient zinc (most effective
treatment) was mapped and quantified in seeds with and without ultrasound using the
X-ray fluorescence spectroscopy technique to better understand the absorption Kinetics.
The results of multispectral imaging showed that the effects of soybean seed treatments with
zinc, manganese or CoMo associated with ultrasound are dependent on the genotype and vigor
of the seeds, in which seeds with lower vigor are more responsive. Zinc showed better
effects compared to the other micronutrients studied due to greater translocation efficiency
between the internal tissues of the seeds when combined with ultrasound, culminating in better

germination, higher levels of chlorophyll a and anthocyanins in the resulting seedlings.



These results contribute to the development of strategies related to a more efficient treatment

of soybean seeds, with more sustainable alternatives for better establishment of seedlings in the
field.

Keywords: Glycine max. X-ray spectroscopy. Chlorophyll. Manganese. Zinc.
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1. INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merril) é uma das principais fontes de proteina vegetal do
mundo. O complexo soja é constituido por gréos, farelo e 6leo, e representa uma das principais
commodities no cenario internacional, podendo originar diversos produtos, como manteiga,
doces, remédios, cosméticos, plasticos, biodiesel, dentre outros (GAZZONI; DALLAGNOL,
2018).

A semente € 0 insumo que contém as caracteristicas genéticas do cultivar, e que permite
a transferéncia dos avancos da genética para o campo. Portanto, a utilizacdo de sementes de alta
qualidade é um fator decisivo em sistemas agricolas, assegurando um estabelecimento rapido e
adequado de plantas em diferentes condic¢Ges edafocliméticas (KRZYZANOWSKI; FRANCA-
NETO; HENNING, 2018), contribuindo assim, para que altos niveis de produtividade sejam
alcancados (FRANCA-NETO et al., 2016; SZARESKI et al., 2016; KRZYZANOWSKI;
FRANCA-NETO; HENNING, 2018).

Dentre alguns dos micronutrientes encontrados nas sementes e plantas, incluem o zinco
(Zn), manganés (Mn), cobalto (Co) e molibdénio (Mo). O Zn atua principalmente na
manutencdo da integridade de membranas, atividade de enzimas, expressdo de genes,
metabolismo de carboidratos, respiracdo anaerdbica de raizes e sintese de proteinas (WELCH,
1995; MASCARENHAS et al., 2014). O Mn desempenha papel fundamental nas atividades
enzimaticas, reacdes de transporte de elétrons durante a fotossintese, reducédo de radicais livres,
e atua diretamente no processo de sintese de clorofilas, além de participar na ativacdo de
diversas reacdes metabolicas associadas a fotossintese (ALEJANDRO et al., 2020). Dentre as
principais fungdes do Co, destaca-se a fixagdo de nitrogénio em leguminosas, metabolismo e
crescimento de plantas, além de ser um componente essencial de varias enzimas e coenzimas
(PALIT; SHARMA; TALUKDER, 1994). O Mo esta envolvido na fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN) por bactérias (Rhizobium sp.) em nddulos radiculares (CAMPO; ALBINO;
HUNGRIA, 2000).

A técnica de ultrassom se trata de um método fisico baseado em ondas ultrassonicas, e
no setor agricola tem sido empregada utilizando energias de frequéncia entre 20 e 100 kHz, ndo
detectaveis pela audicdo humana (GORDON, 1963; GORDON, 1971; LOPEZ-RIBERA;
VICIENT, 2017). As ondas ultrassonicas induzem a cavitagao acustica, que consiste na geragdo
de pressdo mecanica na parede celular das sementes (HU et al., 2007), promovendo maior
fluidez (YALDAGARD; MORTAZAVI; TABATABAIE, 2008) pela formagéo de microporos
e microfissuras na parede (LOPEZ-RIBERA; VICIENT, 2017; PORTO et al., 2018).
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A combinagéo da tecnologia de ultrassom com tratamentos de micronutrientes pode acelerar a
cinética do processo de absorcdo desses elementos pelas sementes em fungdo da energia
vibracional gerada pelo ultrassom, que permite que as particulas sejam mantidas em suspensédo
e continuem se movendo, facilitando sua passagem pelos poros da parede celular, além de
melhorar o fluxo no interior dos tecidos (MILLER, 1976).

M¢étodos de analise de imagens que possibilitem a detec¢ao precisa dos efeitos de
tratamentos em sementes podem contribuir para melhor compreensao da eficiéncia do método
empregado. Neste sentido, destaca-se a técnica de imagens multiespectrais que vem ganhando
espago pela capacidade de obtencao de dados espaciais e espectrais por meio da integralizagao
da visao convencional e da técnica espectroscopica. A analise multiespectral se baseia no fato
de que materiais podem refletir e absorver energia eletromagnética em distintos comprimentos
de onda dependendo da sua constituicdo quimica e fisica. Se trata de uma medida nao invasiva,
oferecendo aferi¢des precisas de toda a amostra com obtencao simultanea de informagoes de
diversos componentes, incluindo componentes fluorescentes com papel importante na
fisiologia de sementes e plantas, conteado de pigmentos, além de indices de vegetagao
associados com o vigor das plantas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos de
tratamentos de sementes de soja com micronutrientes (Zn, Mn e Co + Mo) em associagdo com
tecnologia de ultrassom sobre o desenvolvimento inicial das plantulas utilizando tecnologias de
imagens multiespectrais, visando oferecer novas alternativas que possam contribuir para o

melhor estabelecimento das plantulas em campo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Aimportancia da cultura da soja

A soja (Glycine max (L.) Merr.) é pertencente a familia Fabaceae e subfamilia
Papilionaceae nativa do leste da Asia que hoje é cultivada mundialmente em razéo do seu alto
teor de proteina e 6leo. Dentre as principais oleaginosas, a soja se destaca com 53% da producéo
global, seguida pela canola (15%), caroco de algoddo (10%) e amendoim (9%) (SCHAEFER
etal., 2021). Mundialmente, a producéo de soja alcancou 362,947 milhdes de toneladas na safra
2020/2021 e esse alto valor de producéo se deve principalmente ao aumento do rendimento da
cultura e da sua procura para comportar as necessidades de alimentos e combustiveis frente ao
crescimento populacional (MEDIC; ATKINSON; HURBURGH, 2020; CONAB, 2022).

Dentre os grandes produtores mundiais de soja (Brasil, Estados Unidos e Argentina), o
Brasil é o pais que possui maior potencialidade de expanséo de area cultivada, sendo capaz de
multiplicar a sua atual produgdo e suprir uma consideravel parte da esperada demanda adicional
pelo grao (GAZZONI; DALL'AGNOL, 2018). Na safra 2021/2022 finalizada em junho de
2022, o Pais alcancou producdo estimada de 125.552,3 milhGes de toneladas (CONAB, 2022).

Os avancos cientificos e a integracdo de novas tecnologias de producdo tém sido
determinantes para a expansao do cultivo da soja em todo o territério nacional e para que o
Brasil ocupasse hoje posicdo de destaque no mercado internacional, contribuindo para a
crescente demanda global por alimentos (COLUSSI et al., 2016). Como leguminosa, a soja tem
a capacidade de fazer uso do nitrogénio atmosférico por meio da fixacao bioldgica, se tornando
menos condicionada ao uso de fertilizantes sintéticos de nitrogénio. Apesar da sua utilidade
para uso comercial ter sido primeiramente para o 6leo, atualmente também é considerada como
uma importante proteaginosa, visto que além das sementes de soja possuirem de 18 a 23% de
Oleo, apresentam alto teor de proteina (25-45%), intensificando a importancia dessa cultura
comestivel e oleaginosa (MEDIC; ATKINSON; HURBURGH, 2020).

Na Asia, assim como em outras partes do mundo, a soja tem sido utilizada no preparo
de varios alimentos frescos, secos e fermentados, como o leite de soja, tofu, molho de soja e
missé (PROBST; JUDD, 1973). Da mesma forma, diversos alimentos saudaveis, energéticos e
cerais também séo preparados com base na soja, ao passo que seus demais usos compreendem
brotos e nozes de soja. O subproduto farelo de soja pode ser utilizado na fabricacdo de racao
animal, constituindo em matéria prima essencial para a industria de alimentos e de racGes, de

modo que, dentre os principais farelos, a participacdo da soja no mercado internacional tem
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sido em média de 70%, tornando a soja a maior fonte de ra¢do animal do mundo (GAZZONI,
DALLAGNOL, 2018). Quase toda a producio de frango de corte e de postura depende do farelo
da soja, e uma parcela consideravel de suinos e bovinos de corte e de leite também é dependente.

O oleo de soja tem sido utilizado para diversas finalidades industriais, incluindo na
producdo de plasticos, tintas, papéis, produtos farmacéuticos, vernizes, cosméticos e pesticidas.
Dentre os 6leos comestiveis no Brasil, 0 6leo de soja € o0 mais expressivo, representando mais
de 90% do consumo total. E a sua utilizacdo como biodiesel estabeleceu uma nova perspectiva

de fonte de energia renovavel para uso industrial (PRATAP et al., 2012).

2.2. Tratamento de sementes com micronutrientes

Os micronutrientes desempenham diversas funcGes essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento adequado das plantas, agindo diretamente em processos fisioldgicos da
fotossintese e respiracdo, além disso, atuam como cofatores em sistemas enzimaticos e
participam em reacdes redox, assim como em outras fungdes vitais (MARSCHNER, 1995;
MENGEL et al., 2001). Dessa forma, em situacdes de deficiéncia de micronutriente, pode haver
a supresséo do crescimento das plantas, ou a completa inibicdo (MENGEL et al., 2001), pois
quando os micronutrientes sdo limitados, diversos processos fisioldgicos importantes sao
prejudicados. Por exemplo, na cultura do arroz (Oryza sativa L.), a deficiéncia de Zn é uma
condicdo limitante de rendimento (WISSUWA; KRETZSCHMAR; ROSE, 2016; REHMAN
etal., 2013).

O fornecimento de micronutrientes as plantas pode ser feito via solo, por pulverizacdo
foliar ou por meio do tratamento de sementes. Embora os micronutrientes sejam eficientemente
fornecidos por qualquer um desses meios, a pulverizacdo foliar tem mostrado maiores
beneficios sobre a produtividade, porém, além do alto custo, a aplicagdo foliar é feita apenas
apos o estabelecimento do estande, ou seja, em estadios de crescimento avangado (JOHNSON
et al., 2005). Logo, na perspectiva econémica, o tratamento de sementes ainda é considerado
uma opc¢ao mais viavel, uma vez que requer menor quantidade de produto e pelos beneficios no
desenvolvimento inicial das plantulas (SINGH et al., 2005). Normalmente, sementes com
maiores quantidades de micronutrientes disponiveis possuem relacdo direta com a formacao de
plantulas mais vigorosas e resistentes a estresses abioticos (alta temperatura, seca, salinidade e
disponibilidade hidrica) e bioticos (pragas e doengas), com maior eficiéncia no uso da agua,
producdo de biomassa, dentre outros fatores (WELCH, 2000; SERVIN et al., 2015; DIMKPA,;
BINDRABAN, 2016; ANGLE et al., 2017).
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O tratamento de sementes com micronutrientes é feito principalmente a partir do
condicionamento, o qual consiste na imerséo das sementes em solucéo nutritiva (priming), ou
por revestimento. No método de condicionamento as sementes sdo pré-hidratadas, permitindo
que as atividades metabdlicas ocorram sem que 0 processo germinativo seja concluido, e apds
secagem (retornando ao grau de umidade inicial) permite o seu manuseio de modo habitual
(BRADFORD 1986). Como consequéncia, a germinagdo das sementes condicionadas ocorre
mais rapidamente comparadas aquelas ndo condicionadas (FAROOQ et al., 2006; 2009) por
apresentarem estado metabdlico mais avancado (McDONALD, 2000; BROCK-LEHURST;
DEARMAN, 2008).

Sementes de trigo condicionadas com solugdo de sulfato de manganés (MnSOa)
originaram plantulas de melhor crescimento, rendimento e grdos com maior conteddo de Mn
(KHALID; MALIK, 1982). A melhoria no rendimento e contetdo de Mn em grdos de trigo
apos o condicionamento de sementes com MnSO4 também foi constatada por Marcar e Graham
(1986). Adicionalmente, em estudos conduzidos por Babaeva et al. (1999), foi possivel observar
um aumento de 36% na germinacdo e de 27% na emergéncia em campo apds o
condicionamento de sementes de Echinacea purpurea com MnSQsa.

O revestimento de sementes € um método no qual ocorre a aplicagdo de liquidos ou
solidos moidos dissolvidos ou suspensos para que seja formada uma camada continua cobrindo
0 revestimento natural das sementes (SCOTT, 1989). A eficacia do revestimento com
micronutrientes em sementes é dependente do material de revestimento, umidade,
micronutriente, dentre outros (HALMER, 2008). Este método tem sido utilizado com sucesso
quando associado com Mo (RAMESH; THIRUMURU-GAN, 2001; BISCARO et al., 2009).
Por exemplo, Biscaro et al. (2009) verificaram que as plantas de feijdo provenientes de sementes
revestidas com Mo tinham maior indice de clorofila, nimero de vagens, peso de sementes e
rendimento. J& Ramesh e Thirumurugan (2001), trabalhando com sementes de soja revestidas
com molibdato de aménio + sulfato ferroso, observaram aumento na massa seca, altura das

plantas e indice de area foliar.

2.3. Ultrassom no tratamento de sementes com micronutrientes

Na industria agricola, tem havido o crescente interesse pelo uso de técnicas avancadas
que possibilitem o fornecimento de micronutrientes as sementes. A combinagao da tecnologia
de ultrassom com micronutrientes, por exemplo, pode favorecer a cinética do processo de

absorcdo desses elementos pelas sementes, pois as ondas ultrassonicas induzem a cavitagao
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acustica que auxilia na melhoria da transferéncia de componentes entre células, bem como do
meio externo para o interior dos tecidos (FENG; LEE, 2011; MIANO; AUGUSTO, 2018;
JANSRIMANEE; LERTWORASIRIKUL, 2020), conforme verificado em sementes de feijdo
testadas com solucdes de ferro (MIANO; AUGUSTO, 2018); alteracdes na seletividade
quimica da membrana semipermeavel também acontece devido a a¢do do ultrassom (LOZA,
1950). Em humanos, esta propriedade do ultrassom em facilitar o transporte de componentes
entre células, inclusive, tem contribuido para o direcionamento de medicacdes em tecidos
doentes (SEDAGHATKISH et al., 2020), ¢ “entrega” de moléculas, como proteinas, por
exemplo (MASON et al., 2005). Em comparagdo com outros métodos quimicos e fisicos, esta
técnica possui como principais vantagens a ndo geracdo de residuos quimicos, facilidade de
operacdo e rapidez (GOUSSOUS et al.; 2010; SHARIFIFAR; NAZARI; ASGHARI, 2015).

No setor agricola, a técnica do ultrassom tem sido empregada a partir de energias de
frequéncia entre 20 e 100 kHz, ou seja, niao detectaveis pela audigio humana (LOPEZ-
RIBERA; VICIENT, 2017), e embora seu uso ja seja bastante conhecido em diversos campos
da Medicina, com equipamentos de deteccdo de 6rgdos, massas tumorais, deficiéncias pré-
natais, dentre outros, ainda € relativamente em outros segmentos. Entretanto, tem despertado
cada vez mais interesse, uma vez que oferece uma opg¢do mais ecoldgica pelo baixo consumo
de energia de operacéo, custo competitivo, baixa manutencdo, aliados a aceleracdo do processo
(MASON et al., 2005).

Os efeitos do tratamento de ultrassom em sementes dependem do tempo de exposicao,
0s quais podem variar amplamente entre diferentes espécies e cultivares (POVEY; MASON,
1998; BENEDITO et al., 2002; GABA et al., 2008), com ativacdo ou desativacdo de enzimas
(MASON et al., 2005; HUANG et al., 2017); em altas intensidades, entretanto, o ultrassom
pode degradar células e/ou enzimas (NYBORG, 2001). Comumente, a 4gua tem sido utilizada
como meio liquido para o tratamento de sementes (NAZARI; SHARIFIFAR; ASGHARI,
2014).

Os tratamentos ultrassonicos tém favorecido o processo de hidratagdo das sementes,
com melhorias na germinagdo (MIANO et al., 2016) pela aceleracdo de reagdes metabolicas
importantes (LIU et al., 2016), como por exemplo, a maior atividade da enzima alfa-amilase
(YALDAGARD; MORTAZAVI; TABATABAIE, 2008). A aceleracdo do processo de
germinacao também foi verificada em sementes de Arabidopsis (LOPEZ-RIBERA; VICIENT,
2017), soja (PORTO et al., 2018), feijao (GHAFOOR et al., 2014), gréo de bico, trigo e
melancia (GOUSSOUS et al., 2010), milho (HEBLING; SILVA, 1995), Picea abies (RISCA;
FARTAIS; STIUCA, 2007), manjericio (ONAC et al., 2016), Lotus corniculatus (TOTH;
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DRAGOMIR; NEAGU, 2012), amendoim (YU et a., 2016), Panicum virgatum (WANG et al.,
2012) e cevada (YALDAGARD; MORTAZAVI; TABATABAIE, 2008). Trabalhos tém
revelado, ainda, efeitos promissores na superacdo de dorméncia de sementes (SHARIFIFAR,;
NAZARI; ASGHARI, 2015; BABAEI-GHAGHELESTANY etal., 2020), incremento na altura
de plantas (LIU et al., 2016) e crescimento de raizes (LOZA, 1950; FISCHNICH; HEILIGER,
1958; POPOV; KARABASCHEV; KARABACHEV, 1960). Em soja, esta técnica melhorou
o0 contetdo do aminoacido GABA e o desenvolvimento dos brotos produzidos (YANG et al.,
2015).

As reacOes metabdlicas em tecidos submetidos a ultrassom podem ocorrer mais
rapidamente quando comparadas com tecidos sem ultrassom (FINDLEY; CAMPBELL, 1953;
BUSNEL; OBOLENSKY, 1995). O estado metabdlico da semente reflete sobre a uniformidade
e velocidade de estabelecimento das plantulas em campo, neste sentido, tratamentos que
contribuam para acelerar reacdes metabolicas importantes nas sementes, em geral, possuem

impactos positivos sobre o vigor das plantas produzidas (ARAUJO et al., 2016).
2.4.  Potencialidades das imagens multiespectrais na analise de sementes e plantas

A analise de imagem multiespectral integrada com inteligéncia artificial € uma técnica
recente que integra imagens convencionais e espectroscopia para adquirir simultaneamente
informacdes espaciais e espectrais da amostra (OLESEN et al., 2015). Este método permite
capturar imagens de alta resolucdo espacial ndo apenas na faixa do visivel do espectro
eletromagnético, mas também utilizando comprimentos de onda do ultravioleta (UV) e
infravermelho préximo (NIR), com o emprego de diodos emissores de luz (LEDs) e dispositivos
de carga acoplados (CCD), que possibilitam a extracdo de informacdes adicionais que o olho
humano n&o consegue capturar (LLEO et al., 2009). A imagem multiespectral ndo exige pré-
tratamento das amostras, e 0 mais importante é que essa técnica tem um vasto potencial para
medir diversos componentes associados a atributos fisioldgicos, genéticos, quimicos e fisicos
de sementes e plantulas. A relacdo desses pardmetros com dados obtidos por métodos
tradicionais também pode indicar o potencial desses sistemas de imagem computadorizados
para gerar novos marcadores de germinagdo e vigor, para fins de classificacdo
(DELL’AQUILA, 2007).

A qualidade de sementes e gréos, incluindo milho, trigo, cevada, soja e arroz, além de
carnes, peixes, frutas tém sido eficientemente classificada por meio da aplicagdo de imagens

multiespectrais, pela integracdo de dados espectrais e informacfes espaciais. Devido a essa
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capacidade de integracédo, este método tem sido utilizado como uma ferramenta eficaz para a
deteccdo precisa de efeitos de tratamentos de sementes (KANDPAL et al., 2016; ELMASRY
etal., 2019). A tecnologia de imagens multiespectrais também tem sido empregada com sucesso
na avaliacdo do vigor de plantulas. Por exemplo, considerando que as clorofilas e antocianinas
apresentam picos de absorbancia de luz em comprimentos de onda especificos, utilizando dados
de reflectincia € possivel monitorar os indices de clorofilas (GITELSON; GRITZ,
MERZLYAK, 2003), antocianinas (GITELSON; MERZLYAK; CHIVKUNOVA, 2001), bem
como indices de vegetacdo, como o indice de vegetacdo da diferenca normalizada (NDVI)
(BEISEL et al., 2018). O NDVI, em particular, se tornou um método padrdo na avaliagdo de
sinais de estresse em plantas de diversas culturas, antes da detec¢do visual (YENGOH et al.,
2015; BEISEL et al., 2018). Embora as concentracdes de antocianinas e de clorofilas também
sejam detectadas por espectroscopia de absorcdo e reflectancia, as imagens multiespectrais
possuem a vantagem de fornecer informacoes espaciais de forma répida e ndo destrutiva.

Utilizando equipamentos que possibilitam a captura simultinea de imagens
multiespectrais e de fluorescéncia de clorofila, pode-se obter ainda, dados adicionais sobre a
atividade do fotossistema Il das plantas em um curto periodo de tempo (BAKER;
ROSENQVIST, 2004; FURBANK et al., 2009; MURCHIE; LAWSON, 2013). A tecnologia
de imagens de fluorescéncia de clorofila possibilita a medicéo da fluorescéncia inicial (Fo), que
equivale a fluorescéncia emitida apds um periodo de adaptacao da planta no escuro (centros de
reacdo do fotossistema Il fechados) seguida pela iluminacdo com pulso de luz actinica
(BAKER, 2008). Esse pulso de saturacdo de luz aplicado as folhas induz uma fluorescéncia
maxima (Fy). A diferencia entre o Fy e Fo corresponde a fluorescéncia variavel (Fv), que
possibilita calcular o rendimento quantico maximo do fotossistema 1l (BUTLER, 1978;
GENTY et al., 1992) com base na relagcéo F/F.

Métodos de anélise de imagens que possibilitem a deteccdo precisa dos efeitos de
técnicas de aplicacdo de micronutrientes em tecidos vegetais podem auxiliar na compreenséo

da eficiéncia do método empregado e da dindmica desses elementos nas sementes e plantulas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Local da pesquisa e sementes utilizadas

A presente pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Radiobiologia e Ambiente e no
Laboratorio de Instrumentacdo Nuclear, ambos pertencentes ao Centro de Energia Nuclear na
Agricultura (CENA) da Universidade de Séo Paulo (USP), em Piracicaba, SP, Brasil. Foram
estudadas sementes do cultivar 57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO colhidas na safra 2019/2020
e doadas pela empresa Lagoa Bonita Sementes, localizada em Itabera, SP, Brasil. As sementes
foram mantidas em sacos de papel Kraft, a 10° C e 40% de umidade relativa do ar (UR) durante

todo o periodo experimental.

3.2 Caracterizacéo inicial das sementes e estabelecimento de classes de alto e baixo
vigor

Para obtencdo de classes de sementes de alto e baixo vigor, as sementes de cada cultivar
foram artificialmente envelhecidas. Para identificacdo do tempo mais adequado para o
envelhecimento artificial das sementes, foram testados os periodos de 0, 16, 24 e 48 h. As
sementes foram distribuidas em camada Unica sobre tela de aco inox no interior de caixas de
plastico transparentes (11,0 x 11,0 x 3,5 cm), contendo 40 mL de agua destilada. As caixas
foram fechadas e mantidas a 42 °C. Ap6s o envelhecimento artificial, as sementes foram
submetidas a secagem a 20 °C e 60% de UR durante 24 h. A caracterizacdo das sementes de
cada classe se deu determinando-se o teor de agua, a germinacao e o vigor (primeira contagem,
envelhecimento acelerado tradicional — EA, envelhecimento acelerado com solucéo saturada
de NaCl — EASS, emergéncia de plantulas, IVE e comprimento de plantulas determinado pelo
software SeedReporter®).

Os teores de agua das sementes ap0s a secagem foram determinados adotando o método
de estufa a 105 * 3 °C durante 24 h (BRASIL, 2009), os quais variaram de 8,3 a 9,0% para as
sementes do cultivar 57H0123 TP IPRO e de 7,1 a 8,3% para as sementes do cultivar M5838
IPRO. Para o teste de germinacdo foram utilizadas quatros repeti¢ces de 50 sementes para cada
classe. As sementes foram pré-condicionadas a fim de minimizar danos por embebicdo durante
0 teste de germinagdo. Para isto, as sementes foram distribuidas sobre tela de ago inox suspensa
em caixa de plastico transparente (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) contendo 40 mL de agua destilada, e

mantida a temperatura de 25 °C por 16 h. Em seguida, as sementes foram semeadas em rolos
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de papel toalha umedecidos com &gua destilada na propor¢édo de 2,5 vezes a massa do papel
seco. Os rolos foram mantidos a 25 °C e fotoperiodo de oito horas. A primeira contagem de
germinacéo se deu no 5° dia e a Ultima contagem no 8° dia apds a instalacdo do teste, registrando
a porcentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

Para o EA foram utilizadas 300 sementes por classe distribuidas em camada Unica sobre
tela de aco inox no interior de caixas de plastico transparente (11,0 x 11,0 x 3,5 cm), contendo
40 mL de agua destilada. As caixas foram fechadas e mantidas a 42 °C por 48 h (MARCOS
FILHO; NOVEMBRE; CHAMMA, 2001; DUTRA; VIERA, 2004). Apos o envelhecimento,
duas repeticdes de 50 sementes foram utilizadas para determinacgdo do teor de agua, e quatro
repeticOes de 50 sementes submetidas ao teste de germinacao, seguindo a metodologia descrita
anteriormente, sendo a avaliacdo realizada no quarto dia apos a semeadura (YAGUSHI,;
COSTA; FRANCA-NETO, 2014), registrando-se a porcentagem de plantulas normais. O EASS
foi executado de modo similar ao envelhecimento acelerado tradicional, entretanto, os 40 mL
de agua destilada foram substituidos por solucdo saturada de cloreto de sédio — NaCl
(40 g NaCl/100 mL de &gua) a fim de manter a UR de aproximadamente 76% no interior das
caixas contendo as sementes. A avaliacdo foi realizada no quarto dia ap6s a semeadura
(YAGUSHI; COSTA; FRANCA-NETO, 2014).

Para a emergéncia de plantulas foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 50 sementes por
classe. As sementes foram semeadas em caixas de plastico contendo areia umedecida com 60%
da capacidade de retencdo de agua (BRASIL, 2009). No oitavo dia ap6s a semeadura,
determinou-se a porcentagem de plantulas emergidas. O indice de velocidade de emergéncia
(IVE) foi conduzido em conjunto com a emergéncia das pléantulas, registrando diariamente o
namero de plantulas emergidas. Em seguida, empregou-se a férmula proposta por Maguire
(1962): IVE = N1/D1 + N2/D2 + ... + Nn/Dn, onde: Nn = nimeros de plantulas emergidas no
dia da contagem; D = numeros de dias apos a semeadura em que foi realizada a contagem.

Para determinagdo do comprimento de plantulas pelo software SeedReporter®, foram
semeadas cinco repeticdes de 20 sementes por classe em rolos de papel toalha, similarmente
aos procedimentos adotados no teste de germinacdo, posicionando as sementes no terco
superior da folha de papel toalha para permitir crescimento adequado das plantulas.
No 6° dia apos a instalacdo do teste, as plantulas foram transferidas para papel cartonado preto
(30,0 x 23,0 cm), e em seguida, foram capturadas imagens RGB (Red-Green-Blue channels)
(resolugdo de 2.448 x 2.448 pixels; 3,69 um/pixel) com o equipamento SeedReporter®
(PhenoVation Life Sciences, Wageningen, Holanda). Apos a captura das imagens, as plantulas

foram identificadas como uma regido de interesse (ROI) e segmentadas, separando-as do fundo,



29

permitindo o clculo do comprimento médio das plantulas (regido folha cotiledonar-hipocétilo-

raiz primaria).

3.3. Tratamentos de ultrassom

Para definicdo do melhor tempo de tratamento de ultrassom, as sementes foram
embaladas a véacuo (procedimento considerado mais adequado em testes preliminares) e
submetidas a ondas ultrassonicas por 0, 15, 30, 45 e 60 minutos, com frequéncia de 42 kHz,
utilizando uma cuba de ultrassom (Cristofoli Biosseguranca, Brasil). O tempo de exposicdo e a
frequéncia das ondas ultrassénicas foram estipulados conforme testes preliminares e trabalhos
disponiveis na literatura (SCOUTEN; BEUCHAT, 2002; GOUSSOUS et al., 2010; WANG et
al., 2012; LAHIJANIAN; NAZARI, 2017; AZEVEDO, 2020; KALITA et al., 2020). Para cada
tempo de ultrassom, as sementes foram analisadas quanto a assinatura espectral de
autofluorescéncia a partir de imagens multiespectrais capturadas em 11 diferentes combinacdes
de excitacdo/emissdo (365/400 nm, 405/500 nm, 430/500 nm, 450/500 nm, 470/500nm,
515/600 nm, 540/600 nm, 570/600 nm, 630/700 nm, 645/700 nm e 660/700 nm) utilizando o
equipamento VideometerLab4® (Videometer A/S, Herlev, Dinamarca), além de imagens RGB
para avaliacdo do desenvolvimento das plantulas aos oito dias de idade, e imagens de
microscopia de fluorescéncia azul com caracterizacdo morfoanatdmica da regido cotilédone-

tegumento das sementes.

3.4. Microscopia de fluorescéncia azul e de proteinas da regido tegumento-cotilédone
das sementes apos tratamento de ultrassom

Foram analisadas imagens de microscopia de fluorescéncia azul e de proteinas das
sementes antes (0 minutos) e apds o ultrassom (30 minutos; tempo considerado mais adequado)
(cinco sementes/tratamento). Inicialmente, as amostras foram armazenadas em solugéo fixadora
de Karnovsky (1965) por 24 h. Apds este periodo, o material vegetal foi pré-lavado em tampéo
fosfato (0,1 M, pH 7,2) e desidratado em série etilica crescente (30% a 100%), pré-infiltrado e
infiltrado em historresina (Leica, Alemanha), conforme as recomendacfes do fabricante.
Posteriormente, as amostras foram seccionadas transversalmente a 6 um de espessura em
micrétomo rotativo (Modelo 1508R, Logen scientific, China) e os cortes corados com azul de
toluidina - coloragdo policromatica (0,05% tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8) (O’BRIEN; FEDER;
McCULLY, 1964). Para as avaliagdes de fluorescéncia azul, as imagens foram registradas em
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microscopio Olympus, modelo BX61, com camera DP-72, e cubo de excitacdo UV 330-385
utilizando filtro U-25ND6 Olympus T2 JAPAN, permitindo a avaliacdo da intensidade de
fluorescéncia azul e analises morfoatdmicas da regido cotilédone-tegumento.

Para a microscopia de proteinas, utilizou-se o reagente Xylidine Ponceau (XP)
(O’BRIEN; MCCULLY, 1981), o qual revela o contetdo de proteinas totais. As imagens, foram
obtidas em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com cémera DP-72

utilizando opcao de campo claro.

3.5. Curva de hidratacdo das sementes ap0s ultrassom

A curva de hidratacdo das sementes foi determinada para anélise da velocidade de
absorcao de agua pelas sementes com e sem o emprego do ultrassom. Quatro repeti¢des de 10
sementes pré-condicionadas (procedimentos descritos na sec¢do 3.2) foram distribuidas sobre
duas folhas de papel toalha previamente umedecidas com quantidade de dgua equivalente a 2,5
vezes a massa do papel seco, colocada no interior de caixa de plastico transparente (11,0 x 11,0
x 3,5 cm) e mantidas a 25 °C. O teor de agua foi calculado de forma indireta, baseando-se no
teor de agua inicial e o peso tmido das sementes ap0os o pré-condicionamento e embebicdo nos
periodosde 1, 2,4,6e8h.

3.6. Tratamentos com micronutrientes em associacdo com ultrassom

Apbs definicdo do melhor tempo de ultrassom para o tratamento das sementes, foram
estudadas diferentes concentracdes de Zn, Mn e CoMo, a partir de fontes comerciais (empresa
Geraquimica), de cloreto de zinco (322,5 g de ZnCl, L), cloreto de manganés (190,4 g de
MnCl, LY), e reagentes P.A a base de sulfato de cobalto (20% de CoSO.) e molibdato de sédio
(39% de Na:Mo0.), respectivamente. Para verificar o possivel efeito de aditivos, as fontes
comerciais de ZnCl, e MnCl, foram previamente comparadas a controles positivos a base de
reagentes P.A., medindo-se o indice de clorofila a, indice de antocianinas e de indice de
vegetacdo por diferenga normalizada (NDVI) das plantulas aos seis dias de idade, utilizando o
software SeedReporter®, ndo tendo sido detectado diferenca significativa entre os tratamentos.
Para definicdo das concentragdes mais adequadas de ZnCl, e MnCl», foram realizados testes
preliminares com base na dilui¢do de 0,0, 0,2, 0,5 e 1,0 mL das fontes comerciais em 100 mL
de agua, estabelecendo-se 1,0 mL para a fonte comercial de ZnCl> e 0,2 mL para a fonte
comercial de MnCl,. Para o CoMo, foi testado o reagente a base de CoSO4 P.A. (20%) nas
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concentragdes de 0, 1,0, 1,5 e 2,0% e o reagente a base de Na2MoQO4 P.A. nas concentracdes de
0, 10, 12 e 15%, estabelecendo-se 1% de CoSOg4 (ou seja, 2,5 g de CoSO4P.A. em 47,5 mL de
agua) e 10% de NaMoO4 (ou seja, 12,82 g de Na,MoO4 P.A.em 37,12 mL de agua).

A aplicacdo dos micronutrientes foi realizada pelo método a seco, colocando as
sementes no interior de saco de plastico e distribuindo 200 puL da solucdo sobre as sementes. O
saco foi agitado por 2 minutos. Imediatamente, as sementes foram transferidas para outro saco
de pléstico, o qual foi selado a vacuo e mantido na cuba de ultrassom (Cristofoli Biosseguranca,
Brasil) por 30 minutos. Sementes sem ultrassom e sem aplicacdo de micronutrientes também
foram avaliadas (controles negativos), bem como sementes submetidas apenas ao efeito do

ultrassom e apenas a aplicagdo de micronutriente (controles positivos).

3.7. Analise de imagens multiespectrais durante a germinacao

Foram conduzidas analises de imagens multiespectrais (resolucdo de 2.192 X
2.192 pixels; 40 um/pixel) apés 48 h da semeadura do teste de germinacdo utilizando o
equipamento VideometerLab4® (Videometer A/S, Herlev, Dinamarca) para determinagio da
velocidade de germinacdo com base nos padrdes espectrais da raiz primaria, sendo calculada a
area, comprimento e largura da raiz priméria de cada semente da amostra. Durante esse periodo,
também foram capturadas imagens de fluorescéncia de clorofila dos cotilédones com 0 mesmo
sensor utilizando LEDs de excitacdo de 660 nm e filtro Long Pass (LP) de 700 nm. Antes da
aquisicdo das imagens, foi realizado o ajuste individual e automatizado da intensidade da luz
em cada comprimento de onda para otimizar a iluminacéo para o tipo de amostra especifico e
melhorar a relacdo sinal-ruido. A configuracdo da intensidade de luz foi feita utilizando uma
amostra representativa.

As imagens foram analisadas pelo software VideometerLab® versdo 3.14.9. Cada raiz
priméaria e cotilédone foi extraido da imagem utilizando a ferramenta Binary Large Object
(BLOB), onde cada BLOB foi a representacdo de um objeto. As imagens de fluorescéncia de
clorofila dos cotilédones foram transformadas pelo algoritmo de discriminagdo candnica
normalizada (nCDA), sendo que cada pixel da imagem foi representado por um valor de

fluorescéncia.
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3.8. Testes de germinagéo e vigor

Ap0s cada tratamento, as sementes foram analisadas por meio dos testes convencionais
de germinacdo e vigor para verificar se os tratamentos afetariam o potencial fisiologico das
sementes, e para isto, foram empregados 0s mesmos testes e procedimentos descritos na se¢do
3.2.

3.9. Pigmentos e indice de vegetacao por diferenca normalizada (NDVI) durante o
desenvolvimento inicial das plantulas

Foram obtidas imagens multiespectrais de resolucdo de 2.448 x 2.448 pixels
(3,69 um/pixel) para o calculo do indice de clorofila a (IC), indice de vegetacéo por diferenca
normalizada (NDVI) e indice de antocianinas (IA) das plantulas aos seis dias de idade. Cinco
repeticbes de 20 sementes foram distribuidas em rolos de papel toalha, similarmente aos
procedimentos adotados no teste de germinacao (secdo 3.2), posicionando as sementes no terco
superior da folha de papel para permitir crescimento adequado das plantulas. Os rolos foram
mantidos a 25 °C e fotoperiodo de oito horas. Aos seis dias apds a semeadura, as plantulas
foram transferidas para papel cartonado preto (30,0 x 23,0 cm), o qual foi colocado no interior
da cabine do equipamento SeedReporter® (PhenoVation Life Sciences, Wageningen, Holanda)
para captura das imagens. Para calcular o IC, NDVI e o IA foram utilizados LEDs de luz branca
de 3000 K na faixa de 450 a 780 nm. O IC foi calculado a partir da reflectancia a 710 e 770 nm
(GITELSON; GRITZ; MERZLYAK, 2003), o NDVI com base nos padrdes de reflectancia a
640 e 770 nm (YENGOH et al., 2015), e o IA a partir da reflectancia a 540, 710 e 770 nm
(GITELSON; MERZLYAK; CHIVKUNOVA, 2001). Os calculos foram realizados pelo
Software CFTI — Analysis (versdo 5.4.7), utilizando as formulas a seguir, onde p representa a
reflectancia espectral para cada comprimento de onda:

__(P770 _
IC = (p710) 1 ()
NDV] = £770-p6%0 (I
p770+ p640

1A = p770*(p5—140)—(p7—110) (1)
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3.10.  Fluorescéncia de clorofila a e eficiéncia quantica fotoquimica do fotossistema Il
de pléantulas

Foram obtidas imagens de fluorescéncia de clorofila a e eficiéncia quantica maxima
fotoquimica do fotossistema Il das plantulas com base na relacdo Fv/Fm. As imagens foram
capturadas no equipamento SeedReporter® (PhenoVation Life Sciences, Wageningen,
Holanda). As sementes foram semeadas em oito recipientes de poliestireno de 500 mL
(5 sementes/recipiente) para cada tratamento, preenchidos com substrato contendo uma mistura
de casca de pinus, turfa e vermiculita. Os recipientes foram mantidos em sala de crescimento
com temperatura controlada a 25 °C, UR de 50-70% e fotoperiodo de oito horas, utilizando
lampadas LED de 13 W. No 8° dia foi realizado o desbaste para evitar a sobreposi¢éo das folhas,
mantendo-se uma plantula por vaso, e as analises ocorreram no 10° dia ap6s a instalagdo do
teste.

A fluorescéncia da clorofila a foi detectada a 730 nm por um CCD, obtendo-se
imagens de resolucao de 2.448 x 2.448 pixels (3,69 um/pixel). Para medir a curva de indugao
da fluorescéncia da clorofila a, os LEDs foram mantidos ligados por 0,8 segundos. Os dados
foram extraidos por meio do Software CFTI — Analysis (versao 5.4.7), sendo obtidos valores
de fluorescéncia de clorofila a e Fv/Fum (= Fm—Fo/Fwm). Para obtengdo de dados de Fv/Fw, as
plantulas foram adaptadas no escuro por 30 minutos (BAKER, 2008). Foram utilizados LEDs
de 620 nm e fluxo de fotons de 6.320 umol m™? s para saturacdo do aparato fotossintético,
segundo curva de inducédo de Kautsky (STRASSERF; SRIVASTAVA 1995).

3.11.  Espectroscopia de microfluorescéncia de raios X (u-XRF)

Foi realizada a analise qualitativa do micronutriente com resultados mais expressivos
(Zn) a partir do mapeamento de tecidos do tegumento e cotilédones de sementes de baixo vigor,
utilizando um sistema de espectroscopia de microfluorescéncia de raios X (u-XRF) (Orbis PC
EDAX, EUA). As sementes foram seccionadas longitudinalmente com uma lamina de barbear
de aco inoxidavel para obter uma superficie plana, e em seguida, colocadas em porta-amostras
de 6,3 mm (n° 3577 — Spex Ind. Inc., EUA) vedados com filme de polipropileno de 5 um
(n° 3520 - Spex Ind. Inc., EUA) de espessura com o lado interno dos cotilédones voltado para
cima.

Para verificar a intensidade de Zn, utilizou-se tubo de raios X de Rh operado a 40 kV

e 70 pA, usando um filtro de Al de 250 um sem vacuo. As sementes foram investigadas
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empregando um feixe de raios X policapilar de 30 um focado através de um elemento optico
policapilar. Os espectros de raios X foram adquiridos em 10 s por ponto nas sementes,
utilizando um detector de desvio de silicio (SDD) de 30 mm?, com tempo morto de analise entre
2 a 3%. Diferentes regides das sementes foram avaliadas usando um linescan em que 32 pontos
consecutivos foram analisados ao longo do tegumento da semente (oposto ao hilo), cotilédone
e hilo. Quatro repeticdes (sementes) por tratamento foram medidas. Os resultados de
intensidade dos elementos foram expressos em contagem por segundo (cps), e os dados foram
processados pela ferramenta do software grafico OriginLab®.

A andlise quantitativa foi realizada por meio da espectrometria de fluorescéncia de
raios X por dispersdo de energia (EDXRF, Shimadzu modelo EDX-720, Japdo). Para isto, 10 g
de sementes foram colocadas em estufa a 105 °C por 24 h, e posteriormente as amostras foram
moidas em moedor de café elétrico (Philco, modelo Grano Aroma) por 2 minutos a fim de se
obter uma amostra homogénea. Em seguida, 100 mg da amostra moida foi adicionada em cubeta
para analise por EDXRF (Spex SamplePrep n® 3577, EUA), selada com filme de polipropileno
de 6 pm de espessura (VHG, FPP25-R3, EUA). As amostras foram irradiadas por um tubo de
raios X com alvo de Rh, operado a 50 kV com uma corrente autoajustavel para um valor
méaximo do tempo morto do detector de 20%. Um colimador de 3 mm e atmosfera de vacuo
foram empregados. Os espectros de raios X foram adquiridos durante 200 s usando um detector
de Si(Li). O Zn foi determinado através de uma curva de calibracdo externa com padrdes de
celulose, com o0s correspondentes sinais analiticos normalizados pela radiacdo de fundo

(background), abaixo do fotopico.

3.12. Procedimentos estatisticos

Os testes foram analisados separadamente por meio da andlise de variancia em
delineamento inteiramente casualizado, e as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey
(P <0,05). As analises estatisticas foram realizadas com o software R 4.0.0 (R core Team,
2019).
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Nos testes fisiologicos, tanto para as sementes do cultivar 57H0123 TP IPRO
(Tabela 1) como do cultivar M5838 IPRO (Tabela 2), os resultados revelaram que 0o EASS e 0

comprimento de plantulas determinado pelo software SeedReporter® apresentam maior

sensibilidade no ranqueamento das classes de sementes submetidas aos diferentes tempos de

envelhecimento artificial, com decréscimo progressivo no vigor das sementes. Para todos os

demais testes, os tempos de 0 e 16 h foram semelhantes, e por esta razdo, o tempo de 24 h foi

adotado para representar a classe de sementes de baixo vigor.

Tabela 1 — Testes para caracterizacéo inicial e estabelecimento de classes de sementes de soja (cultivar 57H0123
TP IPRO) de alto e baixo vigor, ap6s envelhecimento artificial por 0, 16, 24 e 48 h: germinagéo aos 5 e 8 dias,
envelhecimento acelerado tradicional (EA), envelhecimento acelerado com solugdo saturada de sal (EASS),
emergéncia de plantulas (EP), indice de velocidade de emergéncia de plantulas (IVE) e comprimento de plantulas
(CP) determinado pelo software SeedReporter®. Médias (+ erro padrdo) seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey (P < 0,05).

Germ. Germ. EA EASS EP CP

Tratamento 5 jioc(%6) 8 dias (%) (%) (%) (%) IVE (cm)
Oh 91+1,07a 98+1,10a 87 +3,05a 89+382a 90,0+249a 11,0+043a 30,0£0,71a
16 h 94+205a 99+163a 78 £2,75ab 83+40b 87 £2,76 ab 11,0£0,22a 250+1,46b
24 h 86 + 1,80 ab 92 £0,94 ab 67+40b 78+4,30c 76 £4,15abc 10,0+£0,30 ab 21,0£2,03¢c
48 h 85+2,03b 85+1,80b 51+4,13c 51+5,12d 63 + 4,27 bc 7,0+£0,50 be 12,0+3,75d
F312=12,34; F310=12,46; F310=19,35; F312=13,54; F3,12=6,20; F312=9,48; Fs.12=14,60;

ANOVA p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%;
C.V.=9,68 C.V.=4,13 C.V.=9,96 C.Vv.=12,28 C.v.=12,38 C.V.=13,60 C.V.=14,13

* significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2 — Testes para caracterizagdo inicial e estabelecimento de classes de sementes de soja (cultivar M5838
IPRO) de alto e baixo vigor apés envelhecimento artificial por 0, 16, 24 e 48 h: germinacdo aos 5 e 8 dias,
envelhecimento acelerado tradicional (EA), envelhecimento acelerado com solucdo saturada de sal (EASS),
emergéncia de plantulas (EP), indice de velocidade de emergéncia de plantulas (IVE) e comprimento de plantulas
(CP) determinado pelo software SeedReporter®. Médias (+ erro padrdo) seguidas por letras iguais ndo diferem
significativamente pelo teste Tukey (P < 0,05).

Tratamento Germ. Germ. EA EASS EP IVE CP
5 dias (%) 8 dias (%) (%) (%) (%) (cm)
Oh 98+094a 98+09a 83+275a 87+3,05a 95+1,15a 13,0+0,22a 320+1,46a
16 h 91+287ab 93+290ab 72+347ab 83+3,18b 92+356ab 12,0+0,14 a 27,0+2,78b
24 h 89+3,04b 90+3,70ab 64 +£5,76 b 75+345¢c 83+552ab 11,0+£0,78ab 21,0+4,26 ¢
48 h 84 +3,17b 85+3,97b 50+5,98 ¢ 53+6,03d 73+7,14hbc 8,0+ 0,94 bc 17,0+5,02d
F3,12=7,94; F3,12=7,14; F310=18,06; F310=14,47,; F3,12=8,70; F3,12=9,81; F3,12=15,02
ANOVA p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%; p=0,00%;
C.V.=4,59 C.V.=4,67 C.V.=11,24 C.V.=7,64 C.Vv.=12,18 C.V.=12,29 C.V.=14,30

* significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A andlise de autofluorescéncia espectral (Figura 1) de sementes do cultivar 57H0123
TP IPRO nas diferentes combinagdes de excitagdo/emissdo indicaram que a resposta aos
diferentes tempos de ultrassom foi melhor evidenciada na combinacdo de 365/400 nm
(fluorescéncia azul), para ambas as classes de sementes (alto e baixo vigor) (Figura 1 A, B). Na
comparacao das medias a 365/400 nm (Figura 1 C, D), constatou-se que os tempos de ultrassom
de 15, 30 e 45 minutos proporcionaram maior incremento na fluorescéncia dos componentes
das sementes de alto vigor (Figura 1 C), enquanto que para a classe de sementes de menor vigor,
destacaram-se os tempos de 15 e 30 minutos (Figura 1 D).

Para as sementes do cultivar M5838 IPRO, também se verificou maior efeito dos
diferentes tempos de ultrassom utilizando a combinagéo de 365/400 nm, tanto para as classes
de alto (Figura 1 E) como de baixo vigor (Figura 1 F). Na comparacdo das médias a 365/400
nm, as sementes de alto vigor (Figura 1 G) apresentaram decréscimo mais significativo nos
sinais de autofluorescéncia com o avango do tempo de ultrassom comparadas as sementes de
baixo vigor (Figura 1 H).

E importante destacar que o desenvolvimento das plantulas de ambos os cultivares n&o
foi afetado, independente do vigor, mesmo para os tempos mais longos de ultrassom (Figura
2), porém, houve uma tendéncia no aumento do comprimento do hipocotilo e reducédo da raiz
primaria das plantulas da classe de baixo vigor do cultivar M5838 IPRO (Figura 2 D).
Curiosamente, antes do ultrassom (0 min), as plantulas do cultivar M5838 IPRO (Figura 2 C,
D) apresentavam crescimento mais expressivo comparadas as do cultivar 57H0123 TP IPRO
(Figura 2 A,B). Devido as respostas observadas em ambos os cultivares, o tempo de 30 minutos
de ultrassom foi padronizado para os testes subsequentes.

Apos a identificacdo da melhor combinacdo de excitacdo/emissdo para captura dos
sinais de autofluorescéncia das sementes (365/400 nm) e do tempo de ultrassom (30 minutos),
foi feita a analise microscopica de fluorescéncia azul da regido de transicdo tegumento-
cotilédone, antes e ap0s ultrassom, para verificacdo da origem dos sinais de fluorescéncia azul
em sementes de alto e baixo vigor (Figura 3). As sementes do cultivar 57H0123 TP IPRO apds
15, 30, 45 minutos apresentaram maior fluorescéncia azul (pixels azuis), independente do vigor
(Figura 3 A, C). Na analise microscépica de fluorescéncia azul (Figura 3 B, D), constatou-se
gue os maiores sinais de fluorescéncia que haviam sido detectados nas imagens (Figura 3 A, C)
eram predominantemente de células cotiledonares das sementes, com menor influéncia do
tegumento.

As imagens de fluorescéncia azul de sementes de alto (Figura 3 E) e baixo vigor

(Figura 3 G) do cultivar M5838 IPRO nao revelaram diferencas nos padrdes de fluorescéncia
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das sementes antes e ap0s ultrassom, todavia, verificou-se nas imagens de microscopia que,

apos o ultrassom, também havia maiores sinais de fluorescéncia na regido das células

cotiledonares em sementes de alto (Figura 3 F) e baixo vigor (Figura 3 H).

Autofluorescéncia

Alto vigor

A)

300
250
200
150
100

=+-Controle =#=15min.

30min. ~#=45min. -#-60min.

H H H & O
P LS
S & &
S Q7 6" @ S S @ §
L - S

Combinagao de excitagao/emissao

BOQ qr-rmmemssmem e e
£
o a a a
§ 260 gy
o
% I
)
® 200 4- 4 el
<
=}
1=
0
2 150 4+ ceeer el el
e
S
2
8100 4+ el e
S
<

50

0 min 15 min 30min  45min 60 min

Tempos de ultrassom

o

300
250
200
150
100
50 v
0

=e-Controle =#=15min. 30min. -e=45min. -e-60min.

Autofluorescéncia

P S PP PP D P DD
L E S EE S
R SN P N P N P P AP AN
Sl R S

Combinagéo de excitagao/emissao

=

BT
E a ab
8 250 {-—-F s i ---------- Ellb -------------------------------
o)
g b b
© 200 4- - ---- gk }
o
o
c
«Q
2 150 1+ - H--- S -- S - --
<4
S
=
£ 100 - - -~ S - -1
=)
I

50

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

Tempos de ultrassom

Autofluorescéncia

Baixo vigor

E)

300 ~~Controle ==15min. ~30min. —=45min. ~-60min.
250
200
150
100
50
0
SR
P H PSSP PSS
L R - M I (S (S (\
o & ¥ ¥ ¥ X X N § 5 §
G Al Pt
Combinagéo de excitagdo/emisséo
BOO --o-mmeomeemr e nn e
E a a
€ 250 {-gpie . ST ab ..
] 1 b
[=3
2 I
© 200 4-- - ..
©
Q
c
o0
§ 150 4-- |- .
S
2
5100 41 el e e
3
<
50
0 min 16 min 30 min 45 min 60 min
Tempos de ultrassom
= 300 =s=Controle =#=15min. 30min. ==45min. -+-60min.
3
= 250
2 200
8
E 150
g 100
2 50
3
< 9
P S P PP PSP S P
T &S
M S S G-

Combinagao de excitagdo/emissao

300 e--rmeeeneeeneeneeneanes
£ a
S 250 ?{ 4 ab
B 1
2 b
@ 200 4-1 e e &
B
(3]
e
@
& 150 4- .- S SR
L
(=]
=1
£ 100
3
<

50

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

Tempos de ultrassom

Figura 1 — Assinatura espectral de autofluorescéncia em diferentes combinacdes de excitacdo/emisséo (365/400 a
660/700 nm) em sementes de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO (A, E) e M5838 IPRO (C, G) para classes de
alto e baixo vigor sob efeito de diferentes tempos de ondas ultrassonicas (0, 15, 30, 45 e 60 minutos), e médias de
autofluorescéncia espectral na combinacdo de excitacdo/emissdo de 365/400 nm em sementes de alto e baixo
vigor dos cultivares 57H0123 TP IPRO (B, F) e M5838 IPRO (D, H). Médias (+ erro padrdo) seguidas por letras
iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05) (n=200 sementes).



38

A) Alto vigor Baixo vigor

Omin 15min 30 min 45min 60 min Omin  15min 30min 45min 60 min

T T

‘ (.

B) Alto vigor Baixo vigor

0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 0 min 15 min 30 min 45 min 60 min

tem,

Figura 2 — Plantulas de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO (A) e M5838 IPRO (B) aos oito dias de idade,
originadas de sementes de alto e baixo vigor submetidas a diferentes tempos de sonicacéo: 0, 15,
30, 45 e 60 minutos.
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Figura 3 — Imagens multiespectrais de fluorescéncia azul de sementes de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO e
M5838 IPRO capturadas na combinacao de excitagdo/emissao de 365/400 nm ap0s diferentes tempos de ultrassom
(0, 15, 30, 45 e 60 minutos) para classes de sementes de alto (A, E) e baixo vigor (C, G), e imagens de microscopia
de fluorescéncia azul (excitacdo de 330-385 nm) de cortes do tegumento e do cotilédone de sementes dos cultivares
57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO, antes (0 min) e ap6s o ultrassom (30 minutos). Nas imagens multiespectrais
de fluorescéncia azul, cada pixel é representado por um tnico valor que corresponde a intensidade de fluorescéncia,
sendo que pixels vermelhos e azuis representam as menores e maiores intensidades de fluorescéncia,
respectivamente, enquanto que os pixels de cores amarelo-verde representam intensidade de fluorescéncia
intermediéria. TG = Tegumento; EP = epiderme; CC = células cotiledonares.
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Ainda com relagdo as imagens de microscopia de fluorescéncia azul (Figura 4), foi
possivel observar um leve afrouxamento entre as regides da epiderme — hipoderme — células
parenquimatosas das sementes apds o ultrassom de ambos os cultivares. Nas sementes de baixo
vigor de ambos os cultivares esse afrouxamento foi ainda mais pronunciado conforme

constatado pelo maior espago intracelular na regido das células do parénquima.
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Figura 4 — Imagens de microscopia de fluorescéncia azul (excitagdo de 330-385 nm) de cortes do tegumento e do
cotilédone de sementes de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO, antes (A, C) e ap6s
(B, D) ultrassom por 30 minutos, para classes de alto e baixo vigor. EP = epiderme; HP = hipoderme;
CP = células parenquimatosas.

No que se refere ao contetdo de proteinas do tegumento e das células cotiledonares,
foi possivel observar que as sementes de alto e baixo vigor do cultivar 57H0123 TP IPRO
apresentaram incremento no contetdo de proteinas apds o ultrassom (Figura 5 B). J& nas
sementes do cultivar M5838 IPRO, isso aconteceu somente para a classe de sementes de alto
vigor (Figura 5 D).

Na avaliacdo da curva de hidratacdo (Figura 6), as sementes de alto vigor do cultivar
57H0123 TP, tratadas previamente com ultrassom, apresentaram maior teor de dgua apés o pré-
condicionamento e apés todos os periodos testados (Figura 6 A). Além disso, apesar das
sementes de baixo vigor pré-condicionadas deste cultivar terem apresentado teor de agua
similar, independente do emprego do ultrassom, a velocidade de absor¢do de agua pelas
sementes submetidas ao ultrassom foi maior com o avanco do periodo de embebicédo, exceto
para os tempos de 4 e 6 h (Figura 6 B). Em sementes de alto vigor do cultivar M5838 IPRO,
foi observado comportamento similar, exceto para o tempo de 6 h (Figura 6 C), todavia,

nenhuma diferenca foi observada nas sementes de baixo vigor (Figura 6 D).
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Figura 5 — Imagens de microscopia de cortes do tegumento e do cotilédone de semente de soja dos cultivares
57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO, antes (A, C) e apos ultrassom por 30 min (B, D), para classes de sementes de
alto e baixo vigor. As imagens de microscopia foram obtidas empregando o corante Xylidine Ponceau (XP) que

revela o conteldo de proteinas do tegumento e das células cotiledonares. TG = Tegumento; CC = células
cotiledonares.
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Figura 6 - Curva de hidratacdo de sementes de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO para classes
de alto (A, C) e baixo vigor (B, D), ap6s pré-condicionamento por 16 horas + hidratacdo por 1, 2, 4, 6
e 8 horas, antes (controle) e apds ultrassom por 30 minutos (US). (n= 10 sementes)

Quando foi feito o tratamento das sementes com 0s micronutrientes Zn, Mn e CoMo em
associacdao com ultrassom, utilizando sementes de alto vigor do cultivar 57H0123 TP IPRO,
verificou-se que as raizes primarias com maiores valores de area eram provenientes de sementes

tratadas apenas com CoMo ou ultrassom + Zn (Figura 7 A), enquanto que para 0s parametros
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comprimento (Figura 7 B) e largura (Figura 7 C) se destacou a combinacéo de ultrassom + Zn.
Quando os tratamentos foram empregados em sementes de baixo vigor do cultivar 57H0123
TP IPRO, o efeito ndo foi efetivo, independente do pardmetro analisado (Figura 7 D,F). Em
relacdo a reposta do cultivar M5838 IPRO, para as sementes de alto vigor, apenas o tratamento
de ultrassom + Zn se destacou para a area (Figura 7 G) e comprimento (Figura 7 H) da raiz
priméria, porém o tratamento contendo apenas Zn foi mais efetivo para o pardmetro largura
(Figura 7 1). Similarmente ao cultivar 57H0123 TP IPRO, néo se verificou efeito efetivo dos

tratamentos em sementes de baixo vigor (Figura 7 J, K, L).
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Figura 7 — Area, comprimento e largura de raizes primarias de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO (A-F) e
M5838 IPRO (G-L), ap6s 48 h de semeadura de sementes de alto (A-C e G-1) e baixo vigor (D-F, J-L) ndo tratadas
(controle), tratadas somente com ultrassom (US), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto e molibdénio (CoMo),
ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom + manganés (US+Mn) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo).
Médias (+ erro padrdo) seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (P < 0,05)
(n=50 sementes).

Para a fluorescéncia de clorofila dos cotilédones (Figura 8) do cultivar 57H0123 TP
IPRO, utilizando sementes de alto vigor (Figura 8 A), verificou-se maior fluorescéncia nos
cotilédones provenientes de sementes tratadas com ultrassom + Zn, indicando, portanto, um
maior incremento na sintese de clorofilas para este tratamento. Menor sinal de fluorescéncia de
clorofila foi verificado nos cotilédones sem tratamento (controle) ou tratando apenas com
ultrassom (Figura 8 A). Em sementes de baixo vigor deste cultivar (Figura 8 B), destacou-se 0
tratamento utilizando apenas Zn. Em relagdo ao cultivar M5838IPRO, para a classe de alto

vigor (Figura 8 C), destacaram-se os tratamentos de ultrassom + Mn e 0 uso de apenas Zn, e
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novamente, pior resposta foi verificada para as sementes do controle. Em sementes de baixo
vigor (Figuras 8 D), ndo houve efeito expressivo dos tratamentos com 0s micronutrientes

isolados, ou associado com ultrassom.
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Figura 8 — Fluorescéncia de clorofila de cotilédones de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO (A, B) e M5838
IPRO (C, D), apds 48 h da semeadura de sementes de alto e baixo vigor, ndo tratadas (controle), tratadas
somente com ultrassom (US), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto e molibdénio (CoMo), ultrassom +
zinco (US+Zn), ultrassom + manganés (Mn+US) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo)
(n=50 sementes).

Os valores de pixel das imagens de fluorescéncia de clorofila dos cotilédones foram
calculados pelo algoritmo de transformacdo nCDA, técnica que possibilita a eliminacdo da
influéncia de outliers que podem interferir na média, permitindo assim a obtencdo de imagens
realisticas. A partir do mapeamento das imagens pixel a pixel, utilizando cddigos de cores que
variam do vermelho (0) ao azul (256), a intensidade de fluorescéncia de clorofila foi calculada
em cada parte do tecido cotiledonar, ap6s 48 h da semeadura das sementes (Figura 9).

Houve efeito marcante dos diferentes tratamentos com micronutrientes no aumento dos
valores de pixels dos cotilédones da classe de alto vigor, para ambos os cultivares,
particularmente quando foi adotado o tratamento de ultrassom + Zn no cultivar 57H0123 TP
IPRO, e os tratamentos usando apenas Zn ou ultrassom + Mn no cultivar M5838 IPRO, o que
ndo aconteceu com cotilédones de baixo vigor, os quais ja apresentavam valores de
fluorescéncia iniciais elevados antes dos tratamentos (Figura 9 A, B). Adicionalmente, na classe
de sementes de baixo vigor do cultivar M5838 IPRO, houve decréscimo acentuado na
fluorescéncia de cotilédones provenientes de sementes tratadas com ultrassom + CoMo (Figura
9 B).
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Figura 9 — Imagens de fluorescéncia de clorofila de um cotilédone representativo de soja do cultivares 57H0123
TP IPRO (A) e M5838 IPRO (B), apds 48 h da semeadura de sementes de alto vigor e baixo vigor, ndo tratadas
(controle), tratadas somente com ultrassom (US), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto e molibdénio (CoMo),
ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom + manganés (Mn+US) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo).
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Em geral, os testes convencionais de germinacdo e vigor apresentaram menor
sensibilidade na deteccdo de diferencas entre os tratamentos (Tabelas 3 e 4). No caso de
sementes da classe de alto vigor do cultivar 57H0123 TP IPRO (Tabela 3), apenas a germinacéo
no 5° dia e o parametro comprimento de plantulas conseguiram separar o0s tratamentos, tendo
havido reducdo na germinacdo das sementes tratadas com Zn, CoMo e ultrassom + CoMo, e
reducdo no comprimento de plantulas originadas de sementes tratadas com ultrassom + Zn e
ultrassom + CoMo; é importante destacar que o tratamento de US + Mn se manteve em todos
testes. Na classe de sementes de baixo vigor deste cultivar (Tabela 3), os tratamentos de CoMo
e ultrassom + CoMo promoveram redugdo na germinacgdo aos cinco dias. Por outro lado, no 8°
dia, a menor germinacdo do tratamento de CoMo foi superada, mas continuou inferior nas
sementes tratadas com ultrassom + CoMo, além de ter havido menor germinacgdo nas sementes
apos tratamento apenas com ultrassom. Apesar disto, o0 comprimento de plantulas foi mantido
apos o emprego apenas de ultrassom, bem como usando Mn ou CoMo isolados. Em sementes
do cultivar M5838 IPRO (Tabela 4) da classe de alto vigor, nenhum teste fisiologico indicou
diferenga significativa entre os tratamentos. J& na classe de baixo vigor, a germinagéo aos cinco
dias reduziu novamente no tratamento de ultrassom + CoMo. O comprimento das plantulas
tambem foi reduzido, com decréscimo semelhante nos tratamentos de ultrassom + Zn e usando

somente CoMo; novamente, o tratamento de US + Mn se manteve em todos testes.
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Tabela 3 — Testes de germinacgdo e vigor para avaliacdo de classes de sementes de soja (cultivar 57H0123 TP
IPRO) categorizadas como alto e baixo vigor sem tratamento (controle), ap0s tratamento apenas com ultrassom
(US), zinco (Zn), manganés (Mn) cobalto e molibdénio (CoMo), ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom +
manganés (US+Mn) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo). Médias (+ erro padrdo) seguidas por letras
iguais ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (P < 0,05). Germ.= germinacdo; EA = envelhecimento
acelerado; EASS; envelhecimento acelerado com solucéo saturada de sal; EP = emergéncia de plantulas; IVE =
indice de velocidade de emergéncia; CP = comprimento de plantulas determinado pelo software SeedReporter®.

Germ.

Germ.

Vigor Tratamento 5 dias (%) 8 dias (%) EA (%) EASS (%) EP (%) IVE CP (cm)
Controle 98+103a 98+110a 87+3,05a 89+382a 90+249a 11,0+043a 310+0,71a
Alto us 96+0,76a 95+118a 82x320a 85%+3,76a 84+278a 11,0+x0,20a 290+102a
Zn 83+045b 95+103a 82+234a 85%305a 87+287a 10,0+0.12a 24,0+0,9ab
Mn 95+110a 98+087a 83+206a 86+212a 85+2,15a 10,0+0.78a 27,0+1,78ab
CoMo 76+114c 95+094ab 80+169a 85+345a 81+196a 10,0+1,12a 24,0+0,88ab
US+Zn 95+102a 98+090a 81+187a 85+316a 77+193a 10,0%+0,98a 20,0+£1,09b
US+Mn 9%6+067a 98+113a 82+28%a 87x277a 85+185a 100+1,09a 290+1,17a
US+CoMo 84+054b 95+112ab 79+317ab 86%356a 85+251a 10,0+1,13a 20,0£0,98b
ANOVA Fa68=7,34; Fa,68=5,46; Fa,68=5,35; Fa,68=0,11; Fa68=1,70; Fa,68=1,16; Fa68=6,93;
p=0,00%; p=0,02%; p=0,02%; p=0,22"; p=0,15", p=0,18"; p=0,00%;
C.V.=9,68 C.V.=4,13 C.V.=9,96 C.V.=6,28 C.V.=7,02 C.V.=8,60 CV.=12,74
Controle 89+180a 92+094a 67+40a 78+430a 76+415a 10,0+0,30a 21,0+2,03a
Baixo us 82+201ab 83+197b 62 +3,03a 73+2,79a 63+38la 10,0+x123a 21,0+ 2,09 ab
Zn 88+156a 88+123a 62+2444a 72+389a 56*41la 90+116a 11,0+ 3,78 cd
Mn 84+089a 89+085a 63+235a 72%4,12a 67+398a 9,0+0,78a 18,0 £ 2,06 abc
CoMo 76+021b 89+013a 61%0,18a 71+0,22a 61+0,10a 9,0%037a  150=0,29abcd
US+Zn 87+0,16a 88+0,06la 62+0,067a 73+0,20a 60x027a 9,0+0,070a 13,0 £ 1,91 bed
US+Mn 85+0,085a 89+045a 64 +0,18 a 74+037a 66%043a 90+0,11a 9,0+£1,76 cd
US+CoMo 54+015c 79+0078b 65+118a 74+0,70a 59+065a 9,0+0,076a 8,0+3,14d
Fa,68=10,02; Fa,68=8,78; Fa,68=0,10; Fa,68=0,07; Fa,68=1,90; Fa,68=1,15; Fa68=8,39;
ANOVA p=0,00%*; p=0,00%; p=0,16"; p=0,17"; p=0,11"s; p=0,18"; p=0,00%;
C.V.=5.76 C.V.=3,22 CV.=2,32 CV.=221 C.V.=13,86 C.V.=6,54 C.V.=24,06

* significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; ™ ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.



45

Tabela 4 — Testes de germinacéo e vigor para avaliacdo de classes de sementes de soja (cultivar M5838 IPRO)
categorizadas como alto e baixo vigor sem tratamento (controle), apds tratamento apenas com ultrassom (US),
zinco (Zn), manganés (Mn) cobalto e molibdénio (CoMo), ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom + manganés
(US+Mn) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo). Médias (+ erro padrdo) seguidas por letras iguais nao
diferem significativamente pelo teste Tukey (P < 0,05). Germ.= germinagdo; EA = envelhecimento acelerado;
EASS; envelhecimento acelerado com solucéo saturada de sal; EP = emergéncia de plantulas; IVE = indice de
velocidade de emergéncia; CP = comprimento de plantulas determinado pelo software SeedReporter®.

Germ.

Germ.

Vigor Tratamento 5 dias (%) 8 dias (%) EA (%) EASS (%) EP (%) IVE CP (cm)
Controle 98+0,94a 98 +0,96 a 83+275a 87+3,05a 95+1,15a 13,0+0,22a 320x146a
Alto us 97 +0,087a 98+0,061a 82+0,14a 85+0,19a 96 +0,11a 13,0+0,76 a 320x1,13a
Zn 96+0,054a 98+0,083a 83+098a 85+10la 96+123a 130+0,86a 280%187ab
Mn 96+0,54a 98+067a 83+0,78a 84+098a 97+0,096a 12,0+0,075a 28,0+1,09ab
CoMo 93+0,097ab 97+0/76a 80x0,043a 83+066a 94+0,22a 13,0+0,98a 230+1,15ab
US+Zn 97+0,10a 98+008a 81+045a 86+018a 93+042a 130+035a 260+117ab
US+Mn 98+0,23a 99+0,19a 84+038a 88+008a 93+0,18a 13,0+042a 31,0+1,35a
US+CoMo 92+0,37ab 98+029a 79+0,23a 82+0,19ab 94+038a 120%0,22a 250%124ab
ANOVA Fa4,68=6,23; F4,68=0,08; Fa,68=1,20; Fa6s=1,07; Fa4,68=0,06; Fa,66=0,03; F4.68=6,39;
p=0.,02%; p=0,19"; p=0,17"; p=0,15"; p=0,20"; p=0,30"; p=0,03*;
C.v.=3,01 C.V.=2,89 C.V.=3,03 C\V.=2,42 C.V.=3,45 CV.=254 C.V.=13,62
Controle 890+304a 90+3,70a 64+576a 75+345a 83+552a 11,0+078a 21,0+4,26a
Baixo us 88+123a 89+1,67a 64+154a 73+1,76a 83+112a 11,0+224a 220+2,76 a
Zn 86 +0,89a 88+112a 62+301la 74+2,02a 83+3,16a 100+1,13a 21,0+321a
Mn 87+145a 90+220a 64+£2,78a 74+221a 83+4,01a 100+1,24a 19,0+3,17ab
CoMo 79+201ab 91+165a 63+1,67a 74+2,03a 83+4,16a 10,0+2,19a 13,0+£297b
US+Zn 90+0,076 a 88+1,04a 62+210a 75+211a 83+3,92a 100+2,25a 10,0+ 4,03b
US+Mn 91+0,98a 90+2,13a 64+12la 75%+14la 83+344a 100x1,07a 20,0+3,88ab
US+CoMo 71+0,088 b 89+191la 63%+282a 75+1,35a 83+4,05a 10,0+ 2,00 a 13,0+3,00b
F4,68=6,21; F4,68=0,89; F4,68=0,75; F4,68=0,80; F4,68=1,07; F4,68=0,47; Fa68=9,24;
ANOVA p=0,02%; p=0,12"; p=0,14"; p=0,16"; p=0,12"; p=0,52"; p=0,03*;
C.vV.=4,88 CV.=2,12 C.V.=2,20 CVv.=2,17 C.vV.=3,67 CVv.=2,15 C.V.=24,20

* significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade;

probabilidade.

" ndo significativo pelo teste de Tukey a 5% de
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A andlise da dindmica dos pigmentos das plantulas produzidas (Figura 10), para a
classe de sementes de alto vigor do cultivar 57H0123 TP IPRO, revelou que o indice de clorofila
a (Figura 10 A) e de antocianinas (Figura 10 C) foi reduzido para a maioria dos tratamentos,
exceto para o emprego de apenas ultrassom ou US + Zn. O NDVI, que se baseia na reflectancia
das clorofilas a e b, indicou um maior incremento nos tratamentos de ultrassom + Zn e
ultrassom + Mn, embora ndo tenha diferido estatisticamente do tratamento utilizando apenas
ultrassom (Figura 10 B). Na classe de sementes de baixo vigor do cultivar 57H0123 TP IPRO,
os indices de clorofila a (Figuras 10 D e 11 A) e de antocianinas (Figuras 10 F e 12 A) foram
consideravelmente superiores nas plantulas originadas de sementes submetidas ao ultrassom +
Zn, enquanto o NDVI foi semelhante para a maioria dos tratamentos (Figura 10 E).

No cultivar M5838 IPRO, na classe de sementes de alto vigor, os efeitos dos
tratamentos ndo foram expressivos (Figura 10 G, H, I). Ja na classe de sementes de baixo vigor,
o tratamento de ultrassom + Zn foi significativamente superior aos demais tratamentos (Figura
10 J, K, L), em especial para o indice de clorofila a (Figuras 10 J e 11 B) e de antocianinas
(Figuras 10 L e 12 B).
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Figura 10 — Indice de clorofila a, indice de antocianinas e indice de vegetacao por diferenca normalizada (NDVI)
de plantulas de soja do cultivares 57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO aos seis dias de idade, originadas
de sementes de alto e baixo vigor, ndo tratadas (controle), tratadas somente com ultrassom (US), zinco
(Zn), manganés (Mn), cobalto e molibdénio (CoMo), ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom +
manganés (US+Mn) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo). Médias (+ erro padréo) seguidas
por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (P <0,05).
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Figura 11 — Imagens de indice de clorofila a de uma plantula representativa de soja do cultivares 57H0123 TP
IPRO (A) e M5838 IPRO (B) aos seis dias de idade provenientes de sementes de baixo vigor, ndo
tratadas (controle), tratadas somente com ultrassom (US), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto e
molibdénio (CoMo), ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom + manganés (Mn+US) e ultrassom +
cobalto e molibdénio (US+CoMo).
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Figura 12 — Imagens de indice de antocianinas de uma plantula representativa de soja do cultivares 57H0123 TP
IPRO (A) e M5838 IPRO (B) aos seis dias de idade provenientes de sementes de baixo vigor, ndo
tratadas (controle), tratadas somente com ultrassom (US), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto e
molibdénio (CoMo), ultrassom + zinco (US+Zn), ultrassom + manganés (Mn+US) e ultrassom +
cobalto e molibdénio (US+CoMo).
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No que se refere aos valores de fluorescéncia de clorofila a das plantulas (Figura 13),
se destacou o tratamento de ultrassom + Zn (Figura 13 C, G) e ultrassom + Mn (Figura 13 C)
nas sementes de baixo vigor. No parametro Fv/Fm os efeitos dos tratamentos néo foram téo
expressivos (Figura 13). E importante destacar que dentre os micronutrientes estudados, o
CoMo apresentou 0 menor efeito nos parametros de clorofila a e Fv/Fm nas plantulas
produzidas, especialmente quando foi aplicado de forma isolada, ou seja, sem a combinagédo do
ultrassom (Figura 13 A, E, F, H).

Portanto, em geral, o tratamento de US+Zn se destacou dentre os demais, e isso
ocorreu particularmente na classe de sementes de baixo vigor de ambos os cultivares (Figuras
10 D, F, J, L e 13 C,G). Dessa forma, na etapa seguinte, utilizando a técnica de u-XRF, foi
verificada a distribuicdo espacial de Zn nas classes de sementes de baixo vigor, com e sem a
combinacdo de ultrassom, sendo determinada ainda, a concentracdo média de Zn nas sementes
(Figuras 14 e 15), por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES). A fluorescéncia de raios X é diretamente proporcional a concentracdo do elemento
na amostra (VAN GRIEKEN; MARKOWICZ, 1993; MONTANHA et al., 2020).
A distribuicdo espacial do Zn foi determinada na regido tegumento (oposta ao hilo) — cotilédone

- hilo.
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Figura 13 — Fluorescéncia de clorofila a e rendimento quantico maximo do fotossistema Il com base na razéo
Fv/Fm de plantulas de soja dos cultivares 57H0123 TP IPRO e M5838 IPRO aos 10 dias de idade,
originadas de sementes de alto e baixo vigor, ndo tratadas (controle), tratadas somente com ultrassom
(US), zinco (Zn), manganés (Mn), cobalto e molibdénio (CoMo), ultrassom + zinco (US+Zn),
ultrassom + manganés (US+Mn) e ultrassom + cobalto e molibdénio (US+CoMo). Médias (z erro
padrdo) seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste Tukey (P <0,05).
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Nas sementes do cultivar 57H0123 TP IPRO, houve maior intensidade de Zn no
tegumento apdés o tratamento de ultrassom + Zn, podendo-se verificar ainda, aumento
expressivo na regido do cotilédone (Figura 13 A), apesar de ndo ter sido verificado diferencas
significativas na concentracdo total de Zn entre os tratamentos de Zn e ultrassom + Zn (Figura
13 B). No cultivar M5838 IPRO, o tratamento empregando apenas Zn, ou seja, sem ultrassom,
teve maior intensidade de Zn nas regides superficiais no tegumento, enquanto que nas regioes
mais internas, maior intensidade de Zn foi verificada no tratamento de ultrassom + Zn (Figura
14 A), evidenciando, portanto, a maior eficiéncia de translocagédo entre os tecidos quando foi
feita a combinacdo deste micronutriente com o ultrassom. Adicionalmente, as sementes tratadas
com ultrassom + Zn tinham concentracdes maiores de Zn comparadas as sementes tratadas

apenas com Zn (Figura 15 B).
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Figura 14 — (A) Intensidade de zinco (Zn) (cps — contagens por segundo) medida por microfluorescéncia de raios
X entre as regides do tegumento (oposta ao hilo), cotilédone e hilo de quatro sementes de soja (R1,
R2, R3 e R4; cultivar 57H0123 TP IPRO) classificadas como baixo vigor, tratadas com Zn e com
ultrassom + Zn (US+Zn), e (B) concentracdo média de Zn nas sementes.
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Figura 15 — (A) Intensidade de zinco (Zn) (cps — contagens por segundo) medida por microfluorescéncia de raios
X entre as regides do tegumento (oposta ao hilo), cotilédone e hilo de quatro sementes de soja (R1,
R2, R3 e R4; cultivar M5838 IPRO) classificadas como baixo vigor, tratadas com Zn e com ultrassom
+ Zn (US+Zn), e (B) concentracdo média de Zn nas sementes.
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5. DISCUSSAO
5.1. Ondas ultrassonicas, autofluorescéncia espectral e velocidade de hidratacéo de
sementes

Uma vez excitadas por meio de radiacdo ultravioleta/visivel (UV/Vis) de
comprimentos de onda especificos, moléculas fluorescentes (fluoréforos) presentes em tecidos
vivos emitem fluorescéncia. Essa emissdao conhecida por autofluorescéncia, € uma propriedade
especifica de diversas moléculas. As moléculas autofluorescentes podem ser utilizadas em
estudos fisioldgicos, bioquimicos ou de imagem, sendo a clorofila (fluorescéncia
laranja/vermelho) e a lignina (fluorescéncia azul/verde) as mais estudadas, por apresentarem
maior capacidade fluorescente (ZIMMERMANN et al., 2003).

Os mecanismos comumente envolvidos no processo de ultrassom estdo associados a
aplicagdo de frequéncias sonoras para interagir com os materiais, induzindo a cavitagdo
acustica, que pode provocar a ruptura das paredes celulares e alterar a estrutura de ligninas,
aumentando assim, os sinais de fluorescéncia (HAFREN, 2007), mas sem afetar a viabilidade
das sementes (Figura 2). Este fato pode explicar o aumento da fluorescéncia azul (combinagéo
de 356/400 nm) nos tecidos das sementes apds o ultrassom (Figuras 1 e 3).

A cavitacdo acustica reage com as paredes celulares, causando afrouxamento e
intensificando o processo de absor¢do de dgua pelas sementes, conforme constatado nas Figuras
3 e 4. Um outro efeito marcante da cavitacdo € a inducdo de calor e de reacBes quimicas
(GOUSSOUS et al., 2010). Adicionalmente, no presente trabalho, constatou-se um maior
acumulo de proteinas (alta afinidade por dgua) nos cotilédones apds o tratamento de ultrassom
(Figura 5), e este fato também pode ter contribuido para a maior velocidade de absorcéo de
agua pelas sementes (Figura 6).

A maior velocidade de hidratacdo das sementes apds tratamentos de ultrassom também
foi observada em outras culturas, como gréo de bico (YILDIRIM; ONER; BAYRAM, 2013),
Phaseolus vulgaris (GHAFOOR et al., 2014; ULLOA et al.,, 2015), sorgo (PATERO;
AUGUSTO, 2015) e milho (MIANO; IBARZ; AUGUSTO, 2017). Dois mecanismos principais
foram atribuidos nestes trabalhos: (i) efeitos diretos, os quais estio relacionados com o “efeito
esponja” e ao fluxo inercial, que decorrem em razdo do movimento de contracdo e expansao
alternado provocado pelas ondas ultrassonicas, facilitando assim, o bombeamento do fluido;
(i) efeitos indiretos, os quais estdo associados com a formagdo de microcanais devido a

cavitacdo acustica que ocorre dentro e fora das células, sendo fundamentais em processos de
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transferéncia de massa (MIANO; IBARZ; AUGUSTO, 2017). A veracidade de ambos os
efeitos foi demonstrada por Miano et al. (2016) em gréos de sorgo.

Em sementes de soja, tem sido verificado que as ondas ultrassénicas provocam
mudancas na estruturacdo e crescimento celular, estabilidade enzimatica e permeabilidade de
membranas celulares, favorecendo a atividade de enzimas da parede celular e o metabolismo
bioquimico (YANG et al., 2015). Sendo assim, acredita-se que essas alteragdes, juntamente
com o acumulo de proteinas (Figura 5) e o afrouxamento entre a regido da epiderme e as células
parenquimatosas de sementes tratadas com ultrassom (Figura 4), poderiam ser favoraveis ao
transporte de micronutrientes, uma vez que facilitam a entrada de elementos no interior das
sementes, particularmente em sementes de baixo vigor, onde o afrouxamento é mais acentuado
(Figura 4), provavelmente, devido a deterioracdo provocada pelo processo do envelhecimento
artificial, que gera alteraces fisicas, fisiologicas e bioquimicas, e esses fatores pode ter sido

intensificado pelo ultrassom.

5.2. Ondas ultrassonicas em associa¢do com micronutrientes e desempenho
germinativo de sementes

O estado metabdlico da semente reflete sobre a uniformidade e velocidade de
germinacdo e estabelecimento das plantulas em campo. Neste sentido, tratamentos que
contribuam para acelerar reacbes metabdlicas importantes nas sementes, em geral, possuem
impactos positivos sobre o vigor das plantas produzidas (ARAUJO et al., 2016). Foi verificado
que o desenvolvimento da raiz primaria durante o processo de germinacdo é favorecido apos o
tratamento das sementes com os micronutrientes Zn, Mn e CoMo, com efeitos marcantes para
0 micronutriente Zn em combinagdo com o ultrassom (Figura 7 C, G, H). O destaque para o
elemento Zn em relacdo a parametros de area, comprimento e largura das raizes primarias pode
estar associada a sua funcdo na sintese do aminoacido triptofano, que age como precursor do
AIA (&cido indol acético), hormonio promotor do crescimento (EPSTEIN; BLOOM, 2004),
além de atuar na manutencéo da integridade de membranas, atividade de enzimas, expresséo de
genes, sintese de proteinas, dentre outros (WELCH, 1995; MASCARENHAS et al., 2014).
Em sementes de cevada, por exemplo, o tratamento com Zn potencializou a germinacgao e o
desenvolvimento de plantulas (AJOURI et al., 2004). Em sementes de trigo, a aplicacdo deste

micronutriente induziu o crescimento das raizes primarias (OZTURK et al., 2006).
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Durante a germinagédo das sementes, os efeitos dos micronutrientes na fluorescéncia
de clorofila dos cotilédones foram mais efetivos para classes de sementes de alto vigor (Figuras
8 e 9), com destaque para 0 Zn em combinagdo com ultrassom para o cultivar 57H0123 TP
IPRO (Figura 8 A e 9 A). No cultivar M5838 IPRO, o efeito expressivo do Zn ocorreu
independentemente do emprego de ultrassom (Figura 8 C). Em trabalhos realizados por
Mohammed e PekSen (2020), o enriquecimento de sementes de trigo com Zn também aumentou
o teor de clorofilas, as quais influenciam diretamente a fotoquimica do fotossistema I1, que pode
melhorar as funcdes fotossintéticas em diferentes niveis (KALAJI et al.; 2014; OSORIO et al.,
2014).

5.3. Genotipo, vigor e efeito do tratamento de sementes com ultrassom e
micronutrientes

Nesta pesquisa, os efeitos dos tratamentos de sementes de soja com micronutrientes
em associa¢do com ultrassom foram dependentes genétipo e do vigor, com melhor resposta
para o cultivar 57H0123 TP IPRO; o vigor teve influéncia dependendo do parametro avaliado.
Tem sido relatado que as sementes de maior vigor tendem a apresentar respostas mais
favoraveis a tratamentos quimicos, enquanto as sementes de menor vigor respondem até certo
ponto (BRZEZINSKI et al., 2017). Por exemplo, utilizando a técnica de p-XRF, Rohr et al.
(2022) constataram que sementes de soja de alto vigor tinham maior intensidade de Zn no eixo
embrionario nas primeiras 16 h, enquanto sementes de baixo vigor apresentaram maior
intensidade apos 24 h.

Ademais, determinados tratamentos fisicos e quimicos podem reduzir a qualidade
fisiologica de sementes de baixo vigor. Todavia, na presente pesquisa, ndo foi verificada
reducdo na germinacdo e vigor das sementes de soja para a maioria dos tratamentos
empregados, utilizando o ultrassom ou micronutrientes isolados ou combinados, independente

do vigor inicial das sementes e do genotipo estudado (Tabelas 3 e 4).

5.4. Imagens multiespectrais na avaliacdo do efeito do tratamento de ultrassom em
associacdo com micronutrientes

Comparando os testes convencionalmente utilizados para analise do desempenho de
sementes apds os tratamentos (Tabelas 3 e 4) com as analises de imagens multiespectrais

(Figuras 7, 8, 9, 10 e 13), verificou-se maior sensibilidade de diagnostico para as metodologias
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de imagens utilizadas. Esta vantagem se deve ao fato desta tecnologia ndo destrutiva integrar a
visdo convencional e a técnica de espectroscopia, tornando possivel a obtencao de informacdes
espaciais e espectrais de determinado objetivo ao mesmo tempo. Diversos componentes podem
ser mensurados simultaneamente por reflexdo de comprimento de ondas visuais (espectro do
visivel) e ndo visuais (ultravioleta e NIR) (OLESEN et al., 2015).

Na analise multiespectral das pléantulas provenientes de sementes tratadas, foi
constatado que a técnica de ultrassom combinada com o aplicacdo de micronutrientes nas
sementes foi vantajosa na maior sintese de clorofila a (Figura 10 D,J) e de antocianinas (Figura
10 F,L), e na fluorescéncia de clorofila a (Figura 13 C,G) da classe de sementes de baixo vigor
empregando o micronutriente Zn; para a fluorescéncia de clorofila a, também se destacou a
combinacdo de ultrassom + Mn (Figura 13 C). Quando o tratamento com micronutrientes é
associado com a técnica de ultrassom, a absorcdo desses elementos pelas sementes pode ser
influenciada pelo fenbmeno da cavitagdo acustica, que favorece a fluidez da parede celular
promovendo aceleracdo na cinética de transporte intercelular (MIANO; AUGUSTO, 2018).
Portanto, a melhor resposta do tratamento de ultrassom + Zn para o indice de clorofila a,
antocianinas e fluorescéncia de clorofila a pode estar associada a absorcdo mais eficiente do Zn
pelas sementes e seu papel fundamental na manutencdo da integridade de membranas e
processos bioquimicos (WELCH, 1995; MASCARENHAS et al., 2014).

5.5. Absorcdo de micronutrientes em sementes avaliada por espectroscopia de
microfluorescéncia de raios X (U-XRF)

A p-XRF é um recurso analitico empregado em andlises multielementares
quantitativas e qualitativas com variadas fontes de amostras (MARGUI; VAN GRIEKEN,
2013; MONTANHA et al., 2020). Essa técnica tem se revelado vantajosa na avaliacdo de
diversos elementos, incluindo a absorcdo e translocacdo de niquel (Ni) pelas raizes e sementes
de soja (OLIVEIRA et al., 2022), no mapeamento de Mn, ferro e Zn em raizes de soja, € a
distribuicdo de fdsforo, sulfato, potassio e calcio em sementes de soja durante a germinacgéo
(ROMEU et al., 2021). Além disso, sua eficacia foi demonstrada em sementes de soja e milho
tratadas com a combinacg&o de cobre, Zn e Mo, na qual a técnica revelou a concentragdo destes
elementos que ficou aderida na superficie do tegumento ou pericarpo e que foi transferida para
os tecidos das plantulas durante seu desenvolvimento inicial (MONTANHA et al., 2021).

Neste trabalho, apesar das sementes de soja do cultivar 57H0123 TP IPRO né&o terem

apresentado diferencas nas concentracOes de Zn entre os tratamentos de Zn e ultrassom + Zn
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(Figura 14 B), em relacdo a localizacdo deste micronutriente na semente, a técnica de p-XRF
revelou que empregando o ultrassom, havia mais Zn nos cotilédones comparados com o
tegumento, enquanto no tratamento sem ultrassom, havia mais Zn retido no tegumento das
sementes (Figura 14 A). A camada mais externa do tegumento da semente é composta por
células e cuticulas altamente lignificadas e impermeaveis (BEVILACQUA; FOSSATI,
DONDERO, 1987; GRAVEN et al., 1996; SOUZA; MARCOS-FILHO 2001), e elas podem
agir como barreira fisica, dificultando a absor¢do do micronutriente ali depositado. Porém, o
tratamento associado ao ultrassom apresentou maiores niveis de Zn, provavelmente pelo fato
de o ultrassom favorecer a reducdo da resisténcia externa (MIANO; IBARZ; AUGUSTO,
2017).

O aumento de Zn nos cotilédones ap6s o ultrassom também foi observado nas
sementes do cultivar M5838 IPRO (Figura 15 A), com aumento significativo na concentracdo
total de Zn nas sementes tratadas com ultrassom + Zn (Figura 15 B). O aumento da intensidade
do Zn no interior das sementes também pode ser explicado pelo “efeito esponja” ocasionado
pelas ondas ultrassonicas, devido as diferencas de pressao no interior das sementes em virtude
do deslocamento das ondas acusticas (MIANO; IBARZ; AUGUSTO, 2016).

Os resultados alcangados com a presente pesquisa, portanto, fornecem uma melhor
compreensdo dos efeitos de tratamentos de sementes de soja com micronutrientes integrados
com ultrassom a partir do emprego de sensores multiespectrais robustos, contribuindo na
identificacdo precisa de micronutrientes potenciais que estimulam parametros de crescimento
das plantulas. No entanto, mais estudos devem ser realizados buscando avaliar os efeitos dos
tratamentos de ultrassom combinados com diferentes micronutrientes e doses em sementes com

diferentes potenciais fisiol6gicos e gendtipos.
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6.

CONCLUSOES

A técnica de imagem multiespectral é promissora no diagnostico dos reais efeitos dos
tratamentos de sementes de soja com zinco, manganés, cobalto + molibdénio em
associagdo com ultrassom sobre o desenvolvimento inicial de plantulas;

Os efeitos dos tratamentos sdo dependentes do genotipo e vigor das sementes, e em geral
sementes de menor vigor apresentam melhor resposta aos tratamentos;

As ondas ultrassonicas promovem excitacdo de compostos que possuem fluorescéncia
azul em sementes de soja, além de provocarem afrouxamento da parede celular,
acumulo de proteinas nas células cotiledonares e maior velocidade de hidratacdo pelas
sementes;

O desenvolvimento inicial da raiz primaria e a sintese de clorofilas nos cotilédones
durante o processo de germinacao € favorecido no tratamento de sementes de soja com
zinco, manganés ou cobalto + molibdénio em combinagdo com a técnica de ultrassom,
com efeitos marcantes do micronutriente zinco;

No tratamento com zinco sem ultrassom, o zinco fica concentrado principalmente no
tegumento da semente, e as ondas ultrassonicas favorecem sua absorcdo pelos tecidos
mais internos. Como consequéncia, ha maior sintese de clorofila a e antocianinas nas

plantulas resultantes.
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Cultivar 57H0123 TP IPRO
Alto vigor Baixo vigor

Apéndice A — Imagens de microscopia de fluorescéncia azul (excitacdo de 330-385 nm) de cortes do tegumento e
do cotilédone de sementes de soja (cinco sementes/tratamento) do cultivar 57H0123 TP IPRO antes
(A, C) e apds (B, D) ultrassom por 30 minutos, para classes de alto e baixo vigor. EP = epiderme; HP
= hipoderme; CP = células parenquimatosas.
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Cultivar M5838 IPRO

Baixo vigor
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Apéndice B — Imagens de microscopia de fluorescéncia azul (excitacdo de 330-385 nm) de cortes do tegumento e
do cotilédone de sementes de soja (cinco sementes/tratamento) do cultivar M5838 IPRO antes (A, C)
e apds (B, D) ultrassom por 30 minutos, para classes de alto e baixo vigor. EP = epiderme; HP =
hipoderme; CP = células parenquimatosas.
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Apéndice C — Imagens de microscopia de cortes do tegumento e do cotilédone de sementes de soja (cinco
sementes/tratamento) do cultivar 57H0123 TP IPRO antes (A, C) e ap6s (B, D) ultrassom por 30
minutos, para classes de alto e baixo vigor. As imagens de microscopia foram obtidas
empregando o corante Xylidine Ponceau (XP) que revela o contetido de proteinas do tegumento
e das células cotiledonares. TG = Tegumento; CC = Células cotiledonares.
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Cultivar M5838 IPRO

Alto vigor Baixo vigor

Apéndice D — Imagens de microscopia de cortes do tegumento e do cotilédone de sementes de soja (cinco
sementes/tratamento) do cultivar M5838 IPRO antes (A, C) e ap6s (B, D) ultrassom por 30
minutos, para classes de alto e baixo vigor. As imagens de microscopia foram obtidas
empregando o corante Xylidine Ponceau (XP) que revela o conteldo de proteinas do tegumento
e das células cotiledonares. TG = Tegumento; CC = Células cotiledonares.



