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RESUMO

NOBRE, Danubia Aparecida Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2016. Mitacdo por radiacdo gama em soja: caracteristicas agrondmicas,
teores de Oleo e de proteina e qualidade de sement&rientador: Carlos
Sigueyuki Sediyama.

A soja (Glycine max L. Merrill) destaca-se pela sua utilizagdo como alimento a
humanos e animais. Para atender as exigéncias de melhor aproveitamento dessa
cultura, sdo necessarias constantes pesquisas. Em vista disso, este estudo foi
realizado para avaliar diferentes doses de radiacdo gama em sementes, visando
aumentar a variabilidade genética de duas linhagens de soja e, com isso, aumentar as
chances de se identificarem novos mutantes, assim como avaliar o efeito das doses e
do tempo de armazenamento na qualidade fisiologica das sementes. Sementes secas
de duas linhagens de s@jaX04-6828 e VX04-5692) foram irradiadas com doses de

0, 50, 150 e 250 Gy de radiacdo gaffl@aq). Em seguida, foram semeadas para
produzirem plantas no ciclo M1. De cada linhagem, foram selecionadas plantas com
melhor aspecto agrondmico e semeaudssistema fileira-por-plantano ano agricola
seguinte, produzindo as plantas do ciclo M2. Dez plantas de cada fileira foram
identificadas e avaliadas quanto a varias caracteristicas agrondmicas e quanto aos
teores de Oleo e de proteina. Em experimento adicional, sementes da geracdo M1
foram armazenadas em condicfes laboratoriais e avaliadas aos 0, 2, 4 e 6 meses,
guanto a qualidade fisiolégica. O uso de radiacdo gama aumentou a variabilidade em
linhagens de soja, com consequente aumento das probabilidades de identificacdo de
novos mutantes, Uteis a programas de melhoramento que visam melhor desempenho
agrondmico e ganhos nos teores de 6leo e de proteina. Resultados mais satisfatérios
na geracdo de variabilidade séo obtidos pela aplicacdo de doses de radiacdo gama
entre 50 e 150 Gy. A linhagem VX04-5692 apresentou maior sensibilidade a
radiacdo gamajo aumento da variabilidade genética. A melhor qualidade fisiolégica

das sementes de soja na geracdo M1 foi expressa em doses inferiores a 100 Gy e até
2 meses de armazenamento. O aumento de doses de radiacdo gama, juntamente com
0 aumento do periodo de armazenamento, apos o primeiro ciclo de producéo, reduz a

gualidade fisiologica de sementes de soja.



ABSTRACT

NOBRE, Danubia Aparecida Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2016Mutation through gamma radiation in soybean: agronomic

traits, oil and protein content and seeds quality. Advisor: Carlos Sigueyuki
Sediyama.

Soybean (Glycine max (L.) Merrill) stands out for meeting the needs of food and
feed. Constant research is necessary to meet the requirements to better crop use.
Therefore, this study was conducted to evaluate different doses of gamma radiation
on seeds, to increase the genetic variability of two soybean lines and thereby increase
the chances of identifying new mutants, as well as assess the effect of doses and
storage time on the seeds physiological quality. Dry seeds of two soybean lines
(VX04-6828 and VX04-5692) were irradiated with doses of 0, 50, 150 and 250 Gy
of gamma radiation®{Co) and then they were sown to produce M1 cycle plants. The
better agronomic performance plants to each line were selected and their seeds were
sown in rowby-plant system, producing M2 cycle plants. Ten plants in each row
were identified and their agronomic traits and oil and protein in the seeds were
evaluated. In an additional assay, M1 seeds were stored in laboratory condition and
their physiological quality was evaluated after 0, 2, 4 and 6 months. The gamma
radiation use increased the soybean lines variability, with consequent increase in the
probability of identifying new mutants. The better results were obtained through
applying doses of 50 and 150 Gy of gamma radiation. VX04-5692 line is more
sensitive to gamma radiation, in increasing the genetic variability. The best
physiological quality of soybean seeds in the M1 generation was observed on doses
lower than 100 Gy and up to two storage months. Increasing gamma radiation doses
and storage period, after the first production cycle, reduced the soybean seeds

physiological quality.

Vi



INTRODUCAO GERAL

A soja € uma das principais oleaginosas do mundo e se destaca como a
commodity que melhor atende a demanda para a alimentagdo humana e animal. Seu
preco € determinado pela negociacdo nas principais bolsas de mercadoria. A soja
pertence ao reino Plantae, divisdo Magnoliophyta, classe Magnoliopsia, ordem
Fabales, familia Fabaceae (Leguminosae), subfamilia Faboidaea (Papilionoideae),
género Glycine, espécie Glycine max (L.) Merrill. E originada de clima temperado,
apresenta-se com ampla adaptacdo em ambientes subtropicais e tropicais, exibe boa
aceitacdo e apresenta inimeras utilidades. E uma cultura anual, geralmente de porte
ereto, ramificada e com crescimento arbustivo (Sediyama et al., 2009; 2016).

A oleaginosa € a principal responsavel pelo aumento de &rea plantada no
Brasil. A producéo é liderada pelos estados do Mato Grosso, Parana, Rio Grande do
Sul e Goias, com evolucdo da producdo para novas areas no Maranhdo, Tocantins,
Piaui e Bahia. Para o ano agricola 2015/16, o cultivo de soja aponta estimativa de
36.228 mil hectares de area plantada e producéo de 102.110,5 mil toneladas,
representando incremento de 5,8% em relag&o a safra anterior (Conab, 2016).

A cultura da soja direciona-se para a producdo de graos, os quais exibem
elevados teores de 0Oleo (18 a 22%) e de proteina (38 a 42%), importantes para a
alimentacdo humana, e ainda apresentam diversas propriedades funcionais, com
destaque para as isoflavonas, em especial a genisteina, que possui potencial efeito
inibidor do crescimento de células e de varias enzimas envolvidas em processos de
carcinogénese (Barnes, 1995; Oliveira et al., 2013). Para Silva et al. (2010), a
preservacao das caracteristicas nutricionais e a inativacao de fatores antinutricionais
da soja podem otimizar ainda mais 0 seu uso na alimentacédo humana.

Para a alimentagédo animal, conforme Gobetti et al. (2011), o uso de silagem
de soja é interessante do ponto de vista nutricional, pois apresenta valores
satisfatérios para a suplementacédo das racdes, embora, pouco ainda se discuta sobre
0 uso da planta inteira como rac¢do animal.

Devido a ampla utilizacdo da soja e seus coprodutos, é alta a demanda de

cultivares que reunam todas as caracteristicas favoraveis a comercializagdo dessa



cultura. Portanto, para que os programas de melhoramento genético da soja tenham
sucesso, € importante que haja variabilidade genética.

A variabilidade genética ocorre naturalmente de maneira espontanea e
aleatdria, por meio de mutacdes, ou seja, das modificacdes na estrutura do acido
desoxirribonucleico (DNA). Todavia, na natureza ocorrem com frequéncia
relativamente baixa e sdo de dificil identificacdo, além de a maioria ser deletéria
(Ahloowalia e Muluszynski, 2001; Brock, 1971). Desse modo, a inducdo de
mutacBes por agentes mutagénicos quimicos ou fisicos tém sido utilizada para
alcancar estas modificagfes na estrutura do Bd#ém e Miranda, 2013).

Ha evidéncias experimentais que apontam os agentes fisicos como sendo o0s
mais eficientes na obtencdo de mutantes (Borém, 2001). Em cultivares de soja,
Tulmann Neto et al. (1995) selecionaram plantas mais precoces por meio de
mutacdo. Igualmente, Stan e Croitoru (1970) relatam estimulo na germinacao,
florescimento, maturacdo precoce e aumento na producdo, apos o uso de raios gama
em sementes de soja, bem como aumento na quantidade de proteinas.

Além das estratégias para favorecer o melhoramento da cultura, a radiacao
gama pode afetar a germinacéo e o vigor das sementes, aumentar o tempo de vida
atil dos alimentos, promover a desinfeccdo de patdgenos prejudiciais a germinacao e
inativacdo de microrganismos causadores de degradacéo (Santos et al., 2010; Alves
et al., 2011). Para Dixit et al. (2011), a radiagdo gama tem efeito acodnso0s
fatores antinutricionais de sementes de soja, resultando em diminuicdo de isoezima
lipoxigenases, inibidor de tripsina, oligossacarideos derivados de rafinose, bem como
sobre o teor de &cido ascorbico.

Sendo a soja uma cultura introduzida no Brasil, os trabalhos genéticos que
visam a constante melhoria dos cultivares, aumentam a chance de perda da
variabilidade, havendo, portanto a necessidade de aumentar a base genética da soja,
evitando-se a vulnerabilidade genética do germoplasma (Hiromoto e Vello, 1986).

Caracteres promissores nos mutantes poderdo, ainda, apresentar
contribuicdo significativa para os produtores de soja, 0s quais poderdo contar com
cultivares melhorados que incorporam novos alelos de interesse agronémico, aptos a
promover ainda mais o potencial produtivo da cultura e/ou apresentar caracteres de

interesse diferenciado, voltado a nutrichio humana ou animal, com possiveis



incrementos na producdo e produtividade de grédos e melhoria na qualidade
fisioldgica e nutricional das sementes. Dessa forma, o uso de radiacdo gama pode se
constituir em estratégia interessante para permitir rapidez e eficrénaleance de

novos genotipos.

Nesse sentido, objetivou-se avaliar diferentes doses de radiacdo gama
visando aumentar a variabilidade genética em sementes de duas linhagens de soja e
aumentar as chances de se identificarem presumiveis mutantes, assim como avaliar o
efeito das doses de radiacdo gama e do tempo de armazenamento na qualidade

fisiologica das sementes de soja.
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ARTIGO 1

Identificacdo de variabilidade e presumiveis mutantes por meio de irradiacao

gama em sementes de soja

RESUMO - O aumento da variabilidade genética pelo surgimento de novos genes de
interesse agrondémico pode ser favorecido pelo uso de radiacdo gama. Neste sentido,
objetivou-se avaliar diferentes doses de irradiacdo gama em sementes de duas
linhagens de soja, VX04-6828 e VX04-5692, visando o aumento da variabilidade
genética e, com isso, a identificacdo de possiveis plantas mutantes. Foram aplicadas
as doses de 0, 50, 150 e 250 Gy de radiagdo gama, provenientes de uma fonte de
®Co. As sementes recém irradiadas foram semeadas no campo, originando o ciclo
M1. Plantas selecionadas originaram o ciclo M2. Contou-se o numero de plantulas
no 21° dia ap6s a semeadura. Foram identificadas 10 plantas de cada linha,
avaliando-se a altura da planta na floracdo plena e na maturacao, a altura @e inserg
da primeira vagem, o numero de nés da planta, de sementes/planta, de
sementes/vagem, de vagens/planta, de vagens com uma, duas, trés ou quatro
sementes, de vagens chochas, e o peso de cem sementes, bem como os teores de
proteina e 6leo das sementes. Os dados foram submetidos a andlise de variancia para
cada linhagem. Aplicou-se o teste F e os resultados foram apresentados por boxplots.
N&o houve significancia de doses de radiacdo em qualquer caracteristica avaliada na
linhagem VX04-6828. Na linhagem VX04-5692, houve efeito de doses de radiacéo
gama na altura de planta na floracao plena e na maturagédmero de nés, de
vagens com uma semente e de sementes por vagem. O uso de radiacdo gama
aumenta a variabilidade em linhagens de soja, com consequente aumento das
probabilidades de identificacdo de novos mutantes, Uteis a programas de
melhoramento que visam melhor desempenho agronémico e ganhos nos teores de
Oleo e de proteina. Resultados mais satisfatérios na geracdo de variabilidade séo
obtidos pela aplicacdo de doses de radiacdo gama em sementes secas de soja entre 50
e 150 Gy. A linhagem VX04-5692 apresenta maior sensibilidade a radiacdo gama,
guanto ao aumento da variabilidade geaétic

Palavras-chave- Glycine max, radiacéo ionizante, caracteres agronémicos, mutacao.
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Identification of variability and presumptive mutants using gamma irradiation

In soybean seeds

ABSTRACT - Higher variability due the emergence of new genes of agronomic
interest may be favored through the use of gamma radiation. Therefore, the objective
of this study was to evaluate different doses of gamma irradiation from seeds of two
soybean lines, VX04-6828 and VX04-5692, to increase the genetic variability and,
consequently, the identification of possible mutant plants. Doses of 0, 50, 150 and
250 Gy of gamma radiation from®&Co source were applied. The newly irradiated
seeds were sown in field to generate M1 plants. Selected plants originated the M2
cycle. The number of emerged seedlings were evaluated 21 days after sowing. Ten
plants of each line were identified for measurements of plant height on flowering and
on maturity, height of first pod insertion, number of nodes per plant, seeds per plant,
seeds per pod, pods per plant, pods with one, two, three or four seeds, empty pods,
weight of one hundred seeds, and seed protein and oil content. Data were subjected
to analysis of variance for each soybean line. The F test was applied and the results
were presented by boxplots. There weoedetectable radiation effects on the traits

of VX04-6828 line. The effect of gamma radiation doses, on VX04-5692 line, was
observed on plant height on flowering and on maturation, on number of nodes,
number of pods with one seed and on number of seeds per pod. The use of gamma
radiation increases the variability in soybean lines, with consequent increase of the
probability of identification of new mutants, useful to breeding programs aimed at
better agronomic performance and gains in oil and protein contents. The better
results in the generation of variability were obtained through applying doses of
gamma radiation in dry soybean seeds between 50 and 150 Gy. The VX04-5692 line
IS more sensitive to gamma radiation, in increasing the genetic variability.

Keywords - Glycine max, ionizing radiation, agronomic traits, mutation.



INTRODUCAO

Constituindo-se em uma das principais oleaginosas do mundo, a soja
apresenta sementes com elevados teores de proteina (37 a 42%) e de 6leo (17 a
22%), aléem de diversas propriedades funcionais, com destaque para as isoflavonas,
gue possuem potencial efeito inibidor do crescimento de células e de varias enzimas
envolvidas em processos de carcinogénese; a planta de soja pode ser utilizada como
forragem, feno e pastagem (Barnes, 1995; Oliveira et al., 2013, Sediyama, 2016).

Diante da ampla utilizacdo da soja e de seus coprodutos, os programas de
melhoramento genético dessa cultura procuram produzir cultivares que reanem o
maior numero de caracteres favoraveis. O sucesso desse trabalho depende
fundamentalmente da variabilidade genética e o uso de mutagénicos, dentre eles os
raios gama, oferece grandes possibilidades para o aumento da variabilidade genética
de caracteres qualitativos e quantitativos, tais como o rendimento (Jan et al., 2012;
Ramchander et al., 2015).

Importantes para a evolugdo de uma espécie, as mutacbes genéticas
dependem ainda da sobrevivéncia do individuo e da estabilidade do seu genoma, que
resulta ndo s6 de um acurado mecanismo de replicacdo, mas também de mecanismos
de reparo dos danos que ocorrem continuadamente na esti¥#4 (Costa et al.,

2001; Morita et al., 2010).

Tulmann Neto et al. (1995) e Coimbra et al. (2005) sugerem a técnica das
mutagdes induzidas como alternativa atraente para o melhoramento da soja, a qual
tem contribuido de forma significativa para o melhoramento de plantas, com a
criacdo e incorporacdo de novos genes de interesse agronémico.

A frequéncia natural das mutacdes é cerca 8 geracdo, mas pode
ocorrer aumento, quando o material genético € submetido ao uso de agentes quimicos
ou fisicos, atingindo a ordem de30A frequéncia de mutacdes é proporcional,
ainda, a dose de raios gama utilizados (Borém e Miranda, 2013).

Diante do exposto, realizou-se o presente estudo no intuito de aumentar a
variabilidade genética em sementes de duas linhagens de soja, identificar as melhores
doses de irradiacdo gama e aumentar as chances de identificacdo de presumiveis

mutantes.



MATERIAL E METODOS

Sementes de duas linhagens de soja, VX04-6828 e VX04-5692, em fase
final do programa de melhoramento, com teor de agua de aproximadamente 12,0%,
foram irradiadas com doses de 0 (controle), 50, 150 e 250 Gy de radiacdo gama,
provenientes de uma fonte ¥€o, tipo Gammacell-220, sob taxa de dose de 0,312
kGy/h, instalada no Centro de Energia Nuclear na Agricultura - CENA/USP,
Piracicaba, SP.

Em dezembro do ano agricola 2012/2013, sementes irradiadas foram
semeadas no Campo Experimental “Diogo Alves de Mello”, em Vigosa, MG, situada
a 20° 46’ de latitude sul, 42° 52’ de longitude oeste e 648 m de altitude. O solo da
area de estudo é classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo (PVA), de textura
argilosa. Foi aplicado no sulco de plantio o fertilizante formulado 08-28-16, na dose
de 300 kg ha A semeadura foi realizada no delineamento em  blocos casualizados,
com trés repeticdes, cada parcela foi constituida de uma fileira de 20 metros, com 15
sementes por metro, totalizando 300 sementes de cada tratamento de irradiacdo e
linhagem, as quais deram origem as plantas do ciclo M1 (geracdo M1, que produz
sementes M2). O manejo e os tratos culturais foram realizados de acordo com a
exigéncia da cultura.

Contabilizou-se o numero diario de plantulas normais  emergidas
(cotilédones formando um angulo de 90°), até o 21° dia ap6s a semeadura. Desse
plantio, foram identificadas 90 plantas M1 por fileira, sobre as quais foram realizadas
avaliacOes das caracteristicas agronémicas. Destas, foram selecionadas 72 plantas de
cada tratamento e linhagem com melhores desempenhos agrondémicos, para
conducao da geracédo M2.

No ano agricola 2013/2014, em novembro, trinta sementes M2,
provenientes de cada uma das 72 plantas de cada tratamento e linhagem do ano
agricola anterior, foram semeadas, em fileiras de 2 metros cada, espacadas em 0,70
cm, em trés blocos casualizados. Foram realizadas contagens diarias das plantulas
emergidas, até o 21° dia ap0s a semeadura, realizando-se, ainda, a identificagdo de
plantas cloréticas e, em seguida, realizou-se o desbaste, mantendo 20 plantas por

linha.



Foram identificadas 10 plantas de cada linha, totalizando 720 plantas de
cada linhagem, as quais foram avaliadas, individualmente, quanto ao seu
desempenho agronémico por meio das seguintes caracteristicas: Altura da planta na
floracdo plena: determinada do solo ao 4pice da haste principal, em centimetros;
altura da insercdo da primeira vagem e altura de plantas na maturacado (R8):
determinada do solo até a insercdo da primeira vagem, e até o apicetela ha
principal, em centimetros, respectivamente; niumero de nés da planta, a padétir do
cotiledonar, inclusive, até o Ultimwd da haste principal, nimero de vagens com
uma, duas, trés ou quatro sementes e vagens chochas; numero de sementes por
planta, de sementes por vagem, de vagens por planta e pEsosamentes.

As sementes das plantas que apresentaram maior niamero e peso de
sementes foram analisadas quanto aos teores de proteina e de dOleo, totalizando 1.051
plantas, tomando-se aproximadamente 25 sementes de cada planta, as quais foram
moidas em moinho modelo MA20, com peneira de 10 mesh, e as farinhas foram
submetidas a espectrometria por infravermelho préximo (NIR), em trés repeticdes
por planta.

Os dados de cada linhagem foram submetidos a analise de variancia, e os
resultados apresentados por meio de diagramas de caixa (boxplot), para melhor
visualizacao da distribuicdo das diferentes variaveis em estudo, por meio do software

estatistico computacional “R” (R Core Team, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A percentagem de emergéncia de plantulas das duas linhagens, originadas
das sementes M1 e M2, nas diferentes doses de radiacdo gama, aos 21 dias apés a
semeadura (DAS), esta apresentada na Tabela 1. Ao comparar os ganhos percentuais,
de cada linhagem, entre as doses de radiacdo gama, nota-se que para a geracao M1
houve ganhos de 4,0% na linhagem VX04-6828 na dose de 150 Gy quando
comparado ao controle (0 Gy), e para a VX04-5692 o ganho foi de 10,1% na dose de
50 Gy.



Tabela 1.Emergéncia de plantula®s) de duas linhagens de sementes de soja,
irradiadas em quatro doses de raios gama, avaliadas em duas geracoes.

5 Doses (Gy)
Geracao Linhagem
0 50 150 250

M1 VX04-6828 68,88 68,55 71,55 65,33
VX04-5692 70,01 77,11 66,66 63,44
VX04-6828 83,88 80,74 77,77 69,63

M2
VX04-5692 83,52 81,85 80,92 76,22

*21 dias apds a semeadura.

Ambas as linhagens, nas diferentes doses de radiacdo gama avaliadas,
apresentam médias superiores de emergéncia de plantulas na geracdo M2 (Tabela 1).
Para a linhagem VX04-6828, observou se incrementos de 21,8; 17,8; 8,7 e 6,6% nas
doses de 0, 50, 150 e 250 Gy, respectivamente, da geracdo M1 para a M2, do mesmo
modo, para a linhagem VX04-5692 os ganhos foram da ordem de 19,3; 6,2; 21,4 e
20.2%. Nota-se, ainda, uma reducéo dos valores médios de emergéncia de plantulas
até os 21 DAS, quando se utilizou a dose de 250 Gy (Tabela 1), comprovando que
esta dose de radiagdo afeta o crescimento e desenvolvimento das plantulas de soja.

A reducdo no numero de plantas das sementes diretamente irradiadas, M1,
provavelmente deve ter ocasionado alteracdes fisiolégicas ou aberracbes genéticas
gue reduziram o vingamento das sementes.

Durante a conducéo da geracdo M1, observou-se que algumas plantas nao
puderam ser utilizadas para os estudos posteriores, geragcdo M2, tais como aquelas
gue se apresentaram cloroticas e ndo sobreviveram até o 21° dia apdés a semeadura ou
aguelas completamente estéreis. Segundo Sigurbjérnsson (1977), micromutacdes sao
de mais facil identificacdo na geracao M3, por permitirem a manifestacdo de alelos
recessivos e a eliminacdo de mutacdes deletérias na geracdo M2. Em razao disso, as
plantas férteis podem ser valiosas pela possibilidade de serem portadoras de

possiveis mutagfes que poderdo se expressar em geracoes futuras.
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Em relacdo as caracteristicas avaliadas nas duas linhagens de soja, da
geracdo M2, observa-se a analise de variancia para as variaveis: altura de planta na
floracdo plena e na maturacéo, altura de insercéo da primeira vagem, niumero de nos,
namero de vagens com uma, duas, trés e quatro sementes, numero de vagens
chochas, de sementes por planta, de sementes por vagem, de vagens por planta, de

peso de cem sementes, teor de proteina e de 6leo (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para altura de planta na floracdo plena (AdlRir&)de planta na maturacdo (ALPL), altura de
insercdo da primeira vagem (APV), nimero de n6s (NN), nUmero de vagens com uma semente (V1S), dum§v®emés sementes (V3S)
e quatro sementes (V4S), niumero de vagens chochas (CHO), numero de sementes por planta (NSP), namero de sementes por vagem (NS\
namero de vagens por planta (NVP), peso de cem sementes (PCS), teor de proteina (PROT) e Olecd(@2kHiy likggens de soja, irradiadas

em quatro doses de raios gaiffeo).

[4)

Fonte Quadrados Médios
de GL ALPLF ALPL APV NN VIS V2S V3S V4S CHO NSP NSV NVP PCS PROT OLE
variacao - VX04-6828 -
Doses 425 2805 158 0,25 2226 958 4949 002 043 7803 002 1259 057 0,11 0,31
Bloco 17,30 3569 1,06 060 6,70 53,27 3803 0,05 1,08 12575 0,001 2549 1,46 0,36 0,09
Residuo 6,93 71,74 1,36 1,24 1955 73,35 13822 0,07 0,86 31235 0,006 5758 1,05 0,32 0,18
- VX04-5692 -
Doses 3 64,00 67,94 1,33 297 129,80 11,92 90,94 0,03 1095 524,20 0,05 67,60 1,29 0,88 1,54
Bloco 1523 17,60 051 0,28 69,16 30,76 16,94 0,04 804 89390 0,004 28560 0,93 1,76 0,21
Residuo 6 7,00 299 248 087 3341 7723 64,73 002 13,68 203590 0,004 439,60 049 0,36 0,48

Significativo a 0,1 ***; 1 ** e 5 * % de probabilidade, pdiest F.



Observa-se que na geragdo M2, ndo houve significancia de qualquer fonte
de variacéo na linhagem VX04-6828. No caso da VX04-5692, houve efeito de doses
de raios gama na altura de planta na floracdo plena e na maturag@mero de
nds,no nimero de vagens com uma semente e no nimero de sementes por vagem
(Tabela 2). De acordo com Yokomizo et al. (2013), a presenca de significancia entre
os caracteres quando se estudam populacbes € de interesse para 0 processo de
melhoramento genético, pois garante a existéncia de variabilidade necesséria para a
selecao de gendtipos superiores.

A distribuicdo dos dados originados pelas caracteristicas avaliadas esta
apresentada nos boxplots (diagramas de caixa) contidos nas figuras de numero 1 a
15, que permitem verificar de forma simples e rapida se ha distincdo do
comportamento geral entre as plantas das linhagens. A “caixa” mostra o intervalo
gue contém os 50% centrais dos dados, com a mediana indicada por uma linha
transversal; os dados que extrapolam a caixa, limitados pelos “bigodes” sdo os
valores de maximo e minimo, conquanto ndo ultrapassem os limites definidos, a
amplitude da caixa; as observacdes discrepantes (outliers), isto é, que vao além
desses limites, sdo representadas pelos ciraudoprolongamento dos bigodes
(Krzywinski e Altman, 2014; Wickham e Stryjewski, 2011). No presente estudo,
estes sugerem possiveis mutagcbes nos genes que determinam a respectiva
caracteristica.

Em ambas as linhagens, tomou-se a planta de maior valor mensurado para
cada uma das variaveis avaliadas do controle (0 Gy), para comparacao com a média
méxima de cada caracteristica dos demais tratamentos (50, 150 e 250 Gy), incluindo
os outliers, assim, foi possivel observar os ganhos percentuais em funcdo de cada
dose de irradiagao aplicada.

Na Figura 1 e 2 encontram-se 0s boxplots dos dados de altura de plantas na
floracdo e na maturacéo, respectivamente, podendo-se observar o efeito deletério das
doses de radiacdo gama na linhagem VX04-5692. Em ambas as linhagens, nota-se a
presenca de observacdes discrepantes (olitliers

13
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Figura 1. Boxplot dos dados de altura de planta na floragdo plena de soja, em
centimetros (cm), das linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de

radiacdo gama (Gy).
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Figura 2. Boxplot dos dados de altura de plantas na maturacdo de soja, em
centimetros (cm), das linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de

radiacdo gama (Gy).
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Esses comportamentos diferenciados das linhagens sdo inerentes as suas
respectivas constituicdes genéticas para maior ou menor suscetibilidade aos efeitos
da radiacdo, uma vez que estudos anteriores ja haviam detectado reducéo na altura de
plantas de soja com o aumento da radiagdo gama (Mudibu et al., 2012; Sarker et al.,
2014). Além disso, as maiores alturas de plantas apresentadas pela linhagem VX04-
6828 na maturacdo plena, decorrem do fato de esta ser de crescimento
semideterminado, isto €, seu crescimento continua mesmo ap0s 0 aparecimento da
florag&o axilar ou terminal, enquanto a VX04-5692, ao exibir inflorescéncia axilar e
terminal, j& atingiu sua altura maxima, ou seja, seu crescimento € classificado de
determinado, conforme Sediyama et al. (2016).

Este fato é reafirmado pelas comparacfes realizadas entre os dados do
controle (0 Gy) e as demais doses, comprovando que ndo houve ganho para a
linhagem de crescimento semideterminado (VX04-5692), nas duas mensuracdes
realizadas. Enquanto, para a linhagem VX04-6828, nota-se ganhos da ordem de 2,0 e
22,0% para as doses de 50 e 150 Gy, respectivamente, e nenhum incremento para a
dose de 250 Gy, em altura de plantas na floracdo plena. J4 para a altura de plantas na
maturacdo, os ganhos foram de 19,6; 17,5 e 9,3%, para as doses de 50, 150 e 250 Gy,
respectivamente.

A Figura 3 se refere a altura da insercdo da primeira vagem, podendo-se
notar que nao ha diferencas entre as doses de radiacdo, embora ocorra a presenca de

observacdes discrepantes nas duas linhagens.
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Figura 3. Boxplot para os dados de altura de insercdo da primeira vagem de soja, em
centimetros (cm), de plantas das linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a

doses de radiacao gama (Gy).

Para altura de insercdo da primeira vagem, a linhagem VX04-6828 exibiu
ganhos de 20,0; 12,0 e 8,0% nas doses de 50, 150 e 250 Gy, respectivamente,
enquanto, na linhagem VX04-5692, os ganhos foram de 184,5 e 11,1% nas doses de
50 e 250 Gy.

Na Figura 4, representa-se o numero de nés por planta das linhagens VX04-
6828 e VX04-5692 submetidas a diferentes doses de radiacdo gama. Observa-se que
houve reducdo do nimero de nos nas plantas da VX04-5692 quando se utilizou
radiacdo gama, as sementes dessa linhagem parecem mais suscetivel a radiacédo
gama, 0 que deve ter alterado algum processo genético-fisioldgico que afetou

negativamente o desenvolvimento da planta.

16



VX04-6828 VX04-5692

35
40

30
L

N" de nds
20
N* de nds

15
!
ccoo}---

10

T T T T T
] 50 150 250 0 50 150 250

Doses (Gy) Doses (Gy)

Figura 4. Boxplot dos dados de niumero de nds por planta de soja das linhagens
VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiagdo gama (Gy).

Os diversos processos genéticos e/ou fisiolégicos na planta sdo formados
por diferentes rotas metabdlicas. Ha relatos de que a radiacdo gama afeta
negativamente a germinacdo, o desenvolvimento e os teores de pigmentos na planta,
pela formacdo de radicais livres (Marcu et al.; 2013). Os raios gama favorecem,
ainda, mudancas em vias bioquimicas, perturbam as sinteses de aminoacidos,
lipidios, &cidos nucléicos, entre outros compostos, afetam as trocas gasosas, O
equilibrio hormonal e a atividade enzimatica (Hameed et al., 2008; Jan et al., 2012).

A reducdo em numero de nés para plantas de soja, conforme observado na
linhagem VX04-5692, pelo uso da radiacdo gama (Figura 4), implica em reducéo de
ramos produtivos, o que pode interferir na produtividade final da cultura.

Os ganhos em percentagens para o niumero de nés na linhagem VX04-6828
foram de 8,0% para 50 Gy e 12,0% para 150 e 250 Gy. Para a linhagem VX04-5692,
apenas a dose de 250 Gy apresentou incrementos da ordem de 19,2%.

A Figura 5 (A, B, C, D e E), correspondente as linhagens VX04-6828 e
VX04-5692 (1 e 2, respectivamente), expressa os dados de numero de vagens com
uma, duas, trés, quatro sementes e vagens chochas, por planta de cada linhagem em

estudo.
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Figura 5. Boxplot dos dados de numero de vagens com uma semente (A), com duas
sementes (B), com trés sementes (C), com quatro sementes (D) e vagens chochas (E)
em plantas de soja das linhagens VX04-6828 e VX04-5692 (1 e 2, respectivamente),

submetidas a doses de radiagcdo gama (Gy).

Ha tendéncia de aumento da frequéncia de vagens com apenas uma semente
nas doses mais elevadas de radiagdo gama na linhagem VX04-5692 (Figura 5, A),
cuja significancia (P<0,05) esta indicada no teste F, na Tabela 2. Verifica-se que ha
tendéncia de aumento nos limites dos quartis superiores, além das maiores medianas
nas doses de 150 e 250 Gy.
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Quanto aos outliers, estes foram observados nas diferentes doses de raios
gama, indicando alteracfes pontuais nos genotipos de algumas plantas, com aumento
de suas presencas nas doses de 50, 150 e 250 Gy.

No grafico da Figura 5 (B, C, D e E), foram apresentadas distribuicbes
similares, com aumento da amplitude de variagéo do estrato dos 50% centrais, com a
aplicacdo de radiacdo gama, com indicacdo direta de alteracdes nas estruturas
genéticas ou nos processos fisiologicos das plantas. Observa-se também o
aparecimento dos valores discrepantes (outliers), em ambas as linhagens de soja.

Segundo Bizeti et al. (2004), a soja pode aumentar ou diminuir o nimero de
sementes em funcdo de seu tamanho, como uma espécie de efeito tampédo, sem
variagcao significativa na produtividade de graos. No presente estudo, o uso de raios
gama afetou o aumento da variabilidade para essas caracteristicas e, novamente, a
linhagem VX04-5692 apresentou-se mais sensivel ao uso do mutagénico.

O uso de raios gama parece favorecer 0 aumento da formacédo de vagens
chochas em plantas das duas linhagens de soja, podendo-se notar maior variabilidade
guando aplicada a radiagdo gama, o que também pode ser visto pela maior presenca
de outliers (Figura 5, E).

Para as variaveis apresentadas na Figura 5, 0 nimero de vagens com uma
semente, obteve ganhos da ordem de 107,7; 296,2 e 119,2% nas doses de 50, 150 e
250 Gy, respectivamente, para a linhagem VX04-6828, de maneira recigroca,
linhagem VX04-5692 apresentou ganhos de 161,0; 202,4 e 226,8%. Para as demais
variaveis, também, foram observados incrementos, superiores a 33,3%, exceto, para
vagens com quatro sementes na linhagem VX04-6828, nas dosagens de 50 e 250 Gy.

A Figura 6 apresenta a distribuicdo dos dados de nimero de sementes por
planta, das linhagens VX04-6828 e VX04-5692 de soja, quando submetidas a doses
de radiacado gama.
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Figura 6. Boxplot para os dados de niumero de sementes por planta de soja das
linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiacdo gama (Gy).

A semelhanca da distribuicdo das vagens com diferentes nimeros de
sementes, ocorreu aumento da variabilidade com a aplicacdo de radiacdo gama desde
50 Gy, havendo aparecimento de maior nimero de outliers, indicando possivel
alteracao genética, ou seja, mutacao, nas duas linhagens de soja.

A percentagem de ganhos nas doses 50, 150 e 250 Gy, para a linhagem
VX04-6828, foi de 126,6; 129,6 e 75,5%, nessa mesma ordem, a linhagem VX04-
5692, apresentou incrementos de 37,5; 108,6 e 61,3%.

Na Figura 7, apresentam-se os dados de numero médio de sementes por
vagem. Conforme ja mencionado, ocorreu significancia (p<0.001) do efeito de doses
de radiacao na linhagem VX04-5692 (Tabela 2). Para as duas linhagens, observam-se
aumento da variabilidade com a aplicacdo de radiacdo gama, bem como da

frequéncia de valores discrepantes (outliers
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Figura 7. Boxplot dos dados de nimero de sementes por vagem de soja das
linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiacdo gama (Gy).

Para o numero de sementes por vagem, menor ganho foi observado na
linhagem VX04-6828, com acréscimos de 4,5; 4,1 e 1,6% em comparacdo ao
controle, para as doses de 50, 150 e 250 Gy, respectivamente. Em relac&o a linhagem
VX04-5692, os ganhos foram de 8,5% para 50 Gy e 6,4% para 150 e 250 Gy.

Os boxplots da Figura 8 exibem o nimero de vagens por planta. A linhagem
VX04-6828 apresenta variacdo nas medianas e nos 50% dos dados centrais,
enquanto, na VX04-5692, nota-se maior similaridade na distribuicdo. Para as doses
de 50, 150 e 250 Gy, de ambas as linhagens, observaram-se dados discrepantes
(outliers.
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Figura 8. Boxplot dos dados de numero de vagens por planta de soja das linhagens
VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiacdo gama (Gy).

Os ganhos para a linhagem VX04-6828 foram de 109,5; 110,5 e 77,1%,
para as doses de 50, 150 e 250 Gy, respectivamente. Na mesma ordem, para a
linhagem VX04-5692, os ganhos foram de 48,3; 110,7 e 70,2%.

Os graficos da Figura 9 exibem o peso de cem sementes de soja. Os
boxplots embora apresentem similaridade entre si, nota-se um deslocamento dos
dados centrais e da mediana limhagem VX04-5692. Em todos os tratamentos
observaram-se outliers, embora estes estejam em maior nimero quando as sementes

foram irradiadas com raios gama.
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Figura 9. Boxplot dos dados de peso de cem sementes de soja, em gramas (g), das
linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiacdo gama (Gy).

Para o peso de cem sementes de soja, a linhagem VX04-6828 apresentou
incrementos da ordem de 76,6; 22,3 e 21,9%, para as doses de 50, 150 e 250 Gy,
respectivamente. Nessa sequéncia, a linhagem VX04-5692 exibiu ganhos de 30,0;
85,2 e 67,7%. De modo geral, o incremento observado no presente estudo para as
diferentes variaveis avaliadas (Figura 1 a 9), ocorreu pelo uso da radiagdo gama, uma
vez que, foram comparados com a dose controle (0 Gy).

Considerando-se 0 conjunto das variaveis referentes aos caracteres
agronémicos, conforme expresso nos graficos, as plantas de soja apresentaram
desempenho mais satisfatérios até as doses de 50 ou 150 Gy. Mudibu et al. (2012),
ao avaliarem plantas de soja na geracdo M2, com a aplicagdo de 200 a 400 Gy,
observaram aumento significativo da producdo de grdos e dos componentes de
rendimento, fato confirmado por Tshilenge-Lukanda et al. (2013), ao empregar 100
Gy de raios gama, em sementes de amendoim (Arachis hypogaea) e por Fonte et al.
(2013), ao avaliar feijao-fradinho (Vigna unguiculata) sob dose de 50 Gy.

As Figuras 10 e 11 apresentam os dados de teor de proteina e de 6leo em
sementes de soja. A linhagem VX04-5692 parece apresentar maior variagdo dos
teores de proteina, quando suas sementes séo irradiadas com raios gama, o que pode
ser visto pelo deslocamento dos boxplots em relacdo ao controle, além do maior
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namero e dispersdao dos outliers, embora estes estejam também presentes na
linhagem VX04-6828. De forma correspondente a proteina, os dados de teor de 6leo

nas sementes indicaram maior dispersdo quando a soja foi submetida a radiacéo

gama.
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Figura 10. Boxplot dos dados de percentagem de proteina (%) de sementes de soja
das linhagens VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiagdo gama (Gy).
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Figura 11. Boxplot dos dados de teor de 6leo (%) nas sementes de soja das linhagens

Doses (GY)

Doses (GY)

VX04-6828 e VX04-5692 submetidas a doses de radiagcdo gama (Gy).
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Os teores de proteina e de 6leo, juntamente com o rendimento, sdo as mais
importantes caracteristicas da soja (Xu et al., 2015). Desta maneira, qualquer
acréscimo nestes componentes € de substancial interesse para o melhoramento da
cultura.

Na linhagem VX04-6828, tomando-se a planta de maior teor de proteina
(44,2%) do controle (0 Gy), em comparacdo com a de maior teor de proteina dos
demais tratamentos, 50, 150 e 250 Gy, incluindo os outliers, tem-se acréscimos na
ordem de 11,2; 4,7 e 4,9%, respectivamente, indicando possibilidade de ganhos n
teor de proteina ao utilizar-se radiacdo gama. Em contrapartida, maiores
percentagens de ganhos foram observadas para a linhagem VX04-5692, tendo o
controle(0 Gy) 44,6%de proteina, os ganhos percentuais foram de 18,8; 50,5 e 7,5
% para as doses de 50, 150 e 250 Gy, respectivamente.

De modo similar, comparando-se os maiores valores de teor de 6leo dos
diferentes tratamentos, verifica-se possibilidade de ganhos em relacdo a testemunha.
Para a linhagem VX04-6828, o maior teor de 6leo sem aplicacdo de radiacdo gama
foi de 21,2%, quando aplicadas as doses de 50, 150 e 250 Gy, 0s maximos
observados foram 7,5; 5,7 e 7,1% superiores, respectivamente. Na VX04-5692, o
maior teor de Oleo foi da ordem de 21,7% para o controle, enquanto 0s maiores
valores se apresentaram em 6,9; 0,0 e 6,5% superiores, nas doses de 50, 150 e 250
Gy, respectivamente.

Verificou-se, ainda, tendéncia de acréscimos nos teores de proteina
enquanto ocorria decréscimo nos teores de Oleo quando se contabilizaram as
frequéncias de outliers. Essa tendéncia negativa entre teores de proteina e de 6leo vai
ao encontro dos resultados obtidos por Hymowitz et al. (1972), que relatam
correlacdo inversa entre o teor de 6leo e proteina nas sementes de soja.

No geral, o uso de raios gama utilizado na presente pesquisa promoveu
aumento da variabilidade entre as plantas e da probabilidade de identificacdo de
mutacfes de importancia ao melhoramento genético da soja. A melhor caracterizacéo
das plantas pela avaliacdo de suas progénies poderd indicar alteracdes favoraveis em
algumas plantas que poderdo ser utilizadas como parentais em programas de

cruzamento.
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Gaafar et al. (2016) afirmam que a irradiagdo gama € uma ferramenta muito
importante na reproducdo de mutacéo e que foi usada ainda para criar a variacao
genética, sendo esta, utilizada para desenvolver variedades com novas caracteristicas
exigidas, incluindo a resisténcia a doenca, ao frio e tolerante a salinidade,

promovendo assim uma cultura de alta qualidade.

CONCLUSOES

O uso de radiagdo gama aumenta a variabilidade em linhagens de soja, com
consequente aumento das probabilidades de identificacdo de novos mutantes, Uteis a
programas de melhoramento que visam melhor desempenho agronédmico e ganhos
nos teores de oléo e de proteina.

Resultados mais satisfatérios na geracdo de variabilidade sdo obtidos pela
aplicacao de doses de radiacdo gama em sementes secas de soja entre 50 e 150 Gy.

A linhagem VX04-5692 apresenta maior sensibilidade a radiacdo gama,

qguanto ao aumento da variabilidade genética.
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ARTIGO 2

Radiacdo gama e tempo de armazenamento na qualidade fisiologica de sementes

de soja

RESUMO - Sementes de elevada qualidade fisiologica sdo necessarias para atender
a producéo e a comercializacdo de soja. Nesse sentido, objetivou-se avaliar o efeito
da radiacdo gama e do tempo de armazenamento na qualidade fisiologica de
sementes das linhagens de soja, VX04-6828 e VX04-5692. As sementes das duas
linhagens foram irradiadas caoams doses de 0, 50, 150 e 268 de radiagcdo gama

(°°Co). Ap6s o primeiro ciclo de produgédo (M1), as sementes foram armazenadas e
avaliadas aos @, 4 e 6 meses, quanto ao teor de agua das sementes, a qualidade
fisiologica por meio dos testes de germinacdo (plantulas normais, anormais e
sementes mortas) e de vigor (primeira contagem de germinacéo, indice de velocidade
de germinacdo, comprimento e matéria seca de plantulas). Os resultados foram
submetidos a analise de variancia para cada linhagem, utilizando-se o modelo fatorial
4 x 4 (quatro tempos de armazenamento x quatro doses de radiacdo gama). Quando o
teste F foi significativo para a interacdo (p < 0,05), foi realizado o ajuste de
superficie de resposta. A linhagem VX04-5692 proveniente das sementes irradiadas
(M1) é mais sensivel ao uso da radiacdo gama. A melhor qualidade fisiologica das
sementes de soja na geracdo M1 € expressa em doses inferiores a 100 Gy e até 2
meses de armazenamento. O aumento de doses de radiacdo gama, juntamente com o
aumento do periodo de armazenamento, apds o primeiro ciclo de producéo, reduz a
gualidade fisiologica de sementes de soja.

Palavras-chave:Glycine max, irradiagdo, vigor, germinagao.
Gamma radiation and storage time on the physiological quality of soybean seeds

ABSTRACT - High physiological quality seeds are necessary to meet the needs of
soybean production and commercialization. In this sense, we aimed to evaluate the

effect of gamma radiation and storage time on the physiological quality of seeds of
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two soybean lines, VX04-6828 and VX04-5692. The soybean seeds of two lines
were irradiated with 0, 50, 150 and 250 Gy of gamma radiati@o). After the first
production cycle (M1), the seeds were stored and were evaluated after 0, 2, 4 and 6
months, for water content and physiological quality that was evaluated through their
germination potential (normal seedlings, abnormal and dead seeds) and vigor (first
germination count, germination speed index and dry matter and length of seedling).
The results were subjected to analysis of variance for each line, using a 4 x 4
factorial model (four periods of storage x four doses of gamma rays). When the F test
was signifiant for interation (p < 0,05) a response surface was adjusted. The VX04-

5692 line from the irradiated seeds (M1) is more sensitive to the use of gamma
radiation. The best physiological quality of soybean seeds in M1 generation was
expressed in doses lower than 100 Gy and up to 2 storage months. Increasing gamma
radiation doses and storage period, after the first production cycle, reduces the
physiological quality of soybean seeds.

Keywords: Glycine max, irradiation, vigor, germination.

INTRODUCAO

O sucesso da producdo de soja depende da utilizacdo de cultivares
adequadas, com bons potenciais de produtividade, e da utilizacdo de sementes de alta
qualidade. A qualidade das sementes € herdada geneticamente e pode apresentar
variacdo quanto ao vigor, germinacao e emergéncia de plantulas (Franca Neto et al.,
2007; Mertz et al., 2009; Santos et al. 2012).

A inducdo de mutacdo por agentes mutagénicos fisicos, como o uso da
radiacdo gama, tem sido utilizada para alcancar as modificacdes na estrutura do
DNA, com propoésito de aumentar a variabilidade genética e a criacdo de novos genes
de interesse (Borém; Miranda, 2013). O uso da radiagdo gama em soja permitiu
identificar linhagens mutantes com varias caracteristicas favoraveis ao uso dessa
espécie na alimentacdo humana, como a baixa atividade de inibidor de tripsina e o
baixo ou nulo teor de lipoxigenase, ou seja, linhagens com menor teor de fatores

antinutricionais e com melhor qualidade sensorial (Dixit et al., 2011; Lee etal.,
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2011). Além disso, a utilizacdo da radiacdo gama nos alimentos é feita para os mais
diversos fins, como aumentar o tempo de vida util, desinfec¢cdo de agentes inibidores
de brotacdo (germinacéo) e inativacdo de organismos que os degradam (Santos et al.,
2010). Para soja, a taxa de germinacdo e o comprimento de brotacdes foram
reduzidos por meio do uso de irradiagdo em sementes (Yun et al., 2013).

No que se refere ao uso de raios gaif@o), sdo escassas as informacées a
respeito da qualidade fisiolégica sobre as sementes irradiadas. Miranda et al. (2009)
relatam que as sementes de arroz (Oryza sativa L.) submetidas a radiacdo gama nao
tiveram a qualidade fisiol6gica afetada, enquanto, Santos et al. (2010) ressaltam seus
efeitos na qualidade das sementes de amendoim (Arachis hypogaea

Ha relatos de que, para a qualidade de sementes irradiadas, as doses e o
tempo de armazenamento sao os principais fatores atrelados ao bom desempenho das
mesmas (Miranda et al., 2009; Alves et al.,, 2011). Em vista disso, fazem-se
necessarios estudos da interacdo doses de raios gama x armazenamento, visto que
cada fator isolado apresenta efeitos especificos, que podem influenciar ou ndo a
gualidade das sementes.

Neste sentido, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito das doses de
radiacdo gama e do armazenamento de sementes de soja na qualidade fisiologica de

duas linhagens.

MATERIAL E METODOS

Sementes de duas linhagens de soja (VX04-6828 e VX04-5692), com teor
de 4gua de aproximadamente 12,0%, foram irradiadas com as doses de 0 (controle),
50, 150 e 250 Gy de radiacdo gama, proveniente de uma fontéCdle tipo
Gammacell-220, sob dose de 0,312 kGyihstaladano Centro de Energia Nuclear
na Agricultura - CENA/USP, Piracicaba, SP. Em seguida, foram semeadas
Campo Experimental “Diogo Alves de Mello” da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), em Vigosa, MG, originando plantas na geracdo M1.

Seguida a colheita, as sementes M2, retiradas das plantas M1, foram

condicionadas em embalagens de papel kraft pardo e armazenadas em condi¢bes
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ambientais de laboratério (x 25°C e + 50% de UR), no Laboratério de Melhoramento
de Sementes de Soja da UFV, na cidade de Vicosa, MG. As avaliacbes foram
realizadas ao 0, 2, 4 e 6 meses apds 0 armazenamento.

Para a conducao do experimento, utilizou-se o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes de 50 sementes, exceto, para o teor de 4gua, em
gue foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes para cada linhagem.
Determinou-se o teor de agua, utilizando o método padrdo da estufa, 105 + 3°C,
durante 24 horas (Brasil, 2009), com resultados expressos em porcentagem.

A gqualidade fisiolégica das sementes de soja foi inicialmente determinada
pelo teste de germinacdo. Utilizou-se o método do rolo de papel, tipo germitest®,
sendo este umedecido com agua destilada na proporgéo de 2,5 vezes o0 peso seco do
papel. Os rolos foram colocados em germinador, a temperatura constante de 25 °C.
As avaliacdes foram efetuadas quinto e oitavo dia apés o inicio do teste (Brasil,
2009), com os resultados expressos em porcentagem.

Juntamente com o teste de germinacao, foi realizado o teste de primeira
contagem de germinacédo, obtido pelo nimero de plantulas nomoajsinto dia
apo6s a montagem do teste, sendo os resultados também em porcentagem (Brasil,
2009). De cada repeticao, foram retiradas 10 plantulas nonodaeyco médio do
papel, em seguida, foram mensurados o comprimento das plantulas, com auxilio de
uma régua. Ainda em conjunto, obteve-se o indice de velocidade de germinacao,
anotando-se, diariamente, no mesmo horario, o0 numero de plantulas que
apresentaram protrusao de radicula, durante os oito dias de avaliacdo. Ao final do
teste, com os dados diarios do nimero de sementes germinadas, foi calculado o
indice de velocidade de germinacdo (Maguire, 1962).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, para cada linhagem,
utilizandose o modelo fatorial 4 x 4 (quatro tempos de armazenamento X quatro
doses de raios gama). Quando o teste F foi significativo (p < 0,05), foi realizado
ajuste de superficie de resposta, sendo a selecdo do melhor modelo realizado pelo
procedimento Stepwise, empregando-se o nivel de significancia de p < 0,15 para
entrada e permanéncia das variaveis no modelo de regressdo multiplagsie )

2004).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia dos dados de cada linhagem indicou que houve efeito
geral de doses de radiacdo gama e do tempo de armazenamento, bem como da
interacd0 raios gama X armazenamento para: germinagdo, primeira contagem,
plantula anormal, semente morta e indice de velocidade de germinagdo, em ambas as
linhagens. Observou-se, ainda, a interagéicomprimento de plantulas da linhagem
VX04-5692 (Tabela 1).
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Tabela 1.Resumo da analise de variancia para teor de agua (TA), germinacéo (G), primeira contagem (PChrmémiil{PA), semente
morta (SM), comprimento de plantulas (COMP), matéria seca (MS) e indice de velocidade de germinacao (IVG), dedeeswatelas
linhagens VX04-6828 e VX04-5692, irradiadas em quatro doses de raios gama e quatro tempos de armazenamento.

. Quadrados Médios
Fonte de variagdo

GL TA G PC PA SM COMP MS IVG
...................................................................... VXOA-6828 ...,
Armazenamento (A) 3 3,76 422,73 399,03 45,06 29,93 33,13 2,04 821,51
Dose (D) 3 0,49 2184,23  3217,73 26,31 74,31 137,69 6,22 756,56
AxD 9 0,38 89,73 159,45 6,67 11,95 1,38 0,46 42,75
Erro 15 0,25 16,19 30,77 2,20 1,00 0,79 0,31 2,58
C.V. (%) 4,16 4,71 7,28 60,50 57,80 5,30 9,75 4,79
....................................................................... VXO4-5692 ...,
Armazenamento (A) 3 8,12 133,50 237,50 31,06 25,31 12,08 4,19 514,23
Dose (D) 3 0,18 2908,83  5671,17 46,81 99,89 247,06 3,23 880,86
AxD 9 0,32 66,22 78,56 8,49 5,90 6,65 0,29 44,50
Erro 15 0,06 16,20 32,12 2,21 1,09 1,15 0,25 2,26
C.V. (%) 2,03 4,62 7,07 70,53 59,37 6,12 9,25 4,09

"Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
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Na Figura 1, apresentam-se as respostas da varidvel germinagédo as doses de
irradiacdo e ao tempo de armazenamento (linhagens VX04-6828 e VX04-5692).

Observa-se que, com 0 aumento da radiacdo e do tempo de armazenamento, ocorre
decréscimo na germinagdo das sementes
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Figura 1. Germinag&o de sementes de duas linhagens de soja, VX04-6828 e VX04-
5692, em resposta a aplicacao de radiacdo gama e ao tempo de armazenamento.

Maity et al. (2009) também observaram resultados similares ao estudar a
influéncia das doses de raios gama (1 a 6 kGy) na germina¢do de sementes de arroz
avaliadas a longo prazo; no entanto, estes autores avaliaram sementes diretamente
irradiadas, ndo houve plantio e colheita apés a radiagcdo gama, enquanto no presente
estudo tratam-se de sementes de plantas originadas de sementes irradiadas.
Consequentemente, os efeitos da irradiacdo séo reflexos de alteracfes causadas nas

sementes de natureza fisiolégica ou genética, alterando o desempenho das plantas
com consequéncias sobre as suas sementes.

A qualidade € a meta prioritaria no processo de producédo de sementes, dela
dependem a germinacdo e a emergéncia das plantulas (Vasconcelos et al. 2009).

Plantulas provenientes de sementes de alto vigor emergem mais rapidamente e de
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forma uniforme, iniciam o processo fotossintético mais cedo, favorecendo o
crescimento da parte aérea e do sistema radicular. Desta forma, espera-se que
sementes oriundas de plantas mais vigorosas sejam normais e apresentem também
melhor desempenho, produzindo maior numero de vagens e de sementes
(Krzyzanowski; Franca Neto, 1999).

Sementes tratadas com radiacdo gama em doses radiosensiveis apresentam
reducdo na germinacdo de plantas, no desenvolvimento e no teor de pigmentos
fotossintéticos, além de um aumento das espécies de oxigénio reativas, os radicais
livres (Marcu et al. 2013).

Em estudo realizado com folhas de soja originadas de sementes irradiadas
com altas doses de raio gama (300 Gy), geracédo M1, observou-se uma dinmauicao
tamanho das folhas em comparacdo com aquelas provenientes de sementes néo
irradiadas, houve decréscimos nas concentracfes de pigmentos fotossintéticos e teor
de proteinas. A radiacdo causou ainda o estresse oxidativo, promovendo o aumento
da atividade de peroxidase do ascorbato, reducbes em numero e densidade de
estbmatos, elevada densidade de tricomas na superficie abaxial das folhas aos 14 e
21 dias ap0s a irradiacéo (Celik et al., 2014).

Os diferentes tecidos respondem de forma prépria, sendo necessario o uso
de radiacdo que promova mutacdes sem que haja grandenpeargadimentodo
individuo irradiado (Gazzaneo et al., 2007). Embora o uso da radiagcdo gama no
estimulo da germinacédo de sementes tenha sido relatado (Santos et al., 2010; Alves et
al., 2011; Fontes et al., 2013), a dose a ser aplicada e sua intensidade sédo peculiares a
cada cultura. No presente estudo, doses de radiacdo superiores a 100 Gy, juntamente
com o aumentalo periodo de armazenamento, promoveram ques@otencial
germinativo das sementes (Figura 1).

Outro fator que afeta a qualidade das sementes, durante a conducdo dos
testes, € o teor de agua; quanto mais este se apresenta elevado, mais se intensifica a
deterioracdo (Alencar et al., 2008). No entanto, os teores de agua apresentaram-se
entre os valores de 10,96 a 12,52%, durante toda a conducdo dessa pesquisa, hao
sendo um fator determinante nos resultados apresentados, logo, a reducdo na

qualidade fisiologica das sementes pode ser justificada pela interagdo no aumento das
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doses e do tempo de armazenamento, sendo este o principal fator para a aceleracao

da perda de qualidade fisioldgica.

Os testes de vigor, caracterizados pela primeira contagem de germinacéo e

indice de velocidade de germinacédo - IVG (Figuras 2 e 3), apresentaram resultados

similares ao teste de germinacao (Figura 1), ambos os testes, para as duas linhagens,
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Figura 2. Primeira contagem de germinacdo de sementes de duas linhagens de soja,
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Figura 3. indice de velocidade de germinacéo de duas linhagens de soja, VX04-6828
e VX04-5692, em resposta a aplicacdo de radiacdo gama e ao tempo de

armazenamento.

O declinio no vigor, avaliado pelo teste de primeira contagem e pelo IVG de
sementes de soja, esta relacionado a deterioracdo das sementes ao longo do tempo de
armazenamento, 0 que € agravado por maior teor de agua e temperaturas elevadas
(Smaniotto et al., 2014). Para o presente estudo, esse decréscimo foi intensificado
pelo uso das doses de raios gama, uma vez que altas doses de raio gama e também o
préprio armazenamento diminuem o vigor das sementes (Prado et al., 2006; Alves et
al., 2011).

O decréscimo na germinacédo e no vigor (Figuras 1, 2 e 3), com 0 aumento
das doses de raio gama e do tempo de armazenamento, podem ainda ser explicados
pela sensibilidade das sementes de soja. Ha relatos de que o tratamento de sementes
com radiacdo gam&°Co) reduziu a germinacdo e o vigor, quando as sementes de
milho foram expostas a altas doses, superiores a 0,1 kGy, 0 que simultaneamente
promoveu o aumento da producao de radicais livres (Marcu et al., 2013). Os radicais
livres reagem rapidamente com quase todas as moléculas organicas estruturais e

funcionais, causando perturbacdo do metabolismo celular. Assim, a membrana perde
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2011).

a sua estabilidade e a permeabilidade, elevando os danos estruturais da célula e
promovendo disturbios fisiologicos (Al-Rumaih et al., 2008; Moghaddam et al.,

Para a variavel plantula anormal (Figura 4), a linhagem VX04-6828, sob
aplicacao de doses de radiacdo gama entre 50 e 100 Gy, apresentou reducado destas e,

apos isso, aumento gradativo; enquanto a linhagem VX04-5692, a medida que foram

aumentadas as doses de radiacdo gama e o periodo de armazenamento, elevou a

percentagem de plantulas anormais. O que também é comprovado pelos resultados

obtidos no teste de germinacdo, primeira contagem e indice de velocidade de
germinagao do presente estudo.
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Figura 4. Plantulas anormais de duas linhagens de soja, VX04-6828 e VX04-5692,
em resposta a aplicacao de radiacdo gama e ao tempo de armazenamento.

Sementes mortas (Figura 5), em ambas as linhagens, exibiram acréscimo
com o aumento das doses de raio gama e do tempo de armazenamento. O nimero de
sementes mortas e plantulas anormais também podem ser explicados pela

radiosensibilidade em doses superiores a 100 Gy, além da deterioracédo das sementes
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decorrentes do proprio armazenamento, uma vez que a irradiacdo tem se mostrado

um processo eficaz para conservacdo de sementes.
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Figura 5. Sementes mortas de duas linhagens de soja, VX04-6828 e VX04-5692, em

resposta a aplicacédo de radiagcdo gama e ao tempo de armazenamento.

A Figura 6 representa a resposta da variavel comprimento de plantula de
soja da linhagem VX04-5692, em funcdo das doses de irradiacdo e do tempo de
armazenamento. O aumento das doses de radiacdo gama e do tempo de
armazenamento promoveu redug@mcomprimento de plantulas. Novamente, essa
interacdo tem efeito sobre o vigor das plantulas, porém, apenas para aquelas da

linhagem VX04-5692, indicando ser esta mais sensivel a radiacdo gama.
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Figura 6. Comprimento de plantula de soja da linhagem VX04-5692, em resposta a

aplicacao de radiacao gama e ao tempo de armazenamento.

Barros e Arthur (2005) observaram que sementes de soja, irradiadas e
avaliadas durante 30 dias, exibiram reducdo drastica na altura das plantas, com o
aumento das doses. Para o presente estudo, em apenas 5 dias (primeira contagem de
germinacao), ja foi observada diferenca pelo uso da radiacdo gama e armazenamento
no comprimento de plantulas da linhagem VX04-5692. Ha ainda relatos (Hell et al.,
1976; Silva et al., 2011) de que sementes e plantulas de diferentes espécies, com o
uso de altas doses de raios gama, apresentam reducao do indice de velocidade de
emergéncia e do comprimento das plantulas.

Mediante os resultados)o geral, os diferentes testes, para ambas as
linhagens, apresentaram resultados similares, visto que a melhor qualidade
fisiologica foi expressa em doses inferiores a 100 Gy e até 2 meses de
armazenamento. Com o aumento das doses e do tempo de armazenamento, observa-
se forte diminuigéo da viabilidade das sementes. Todavia, 0 uso de doses inferiores a
100 Gy parece favorecer a qualidade das sementes, doses entre 50 e 100 Gy, em
comparagcdo com a dose controle (0 Gy), apresentaram pequenas ou nenhuma

reducdo para as caracteristicas avaliadas e, ainda, possibilitou maior germinagdo e
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comprimento de plantulas para a linhagem VX04-5692, enquanto, que para a

linhagem VX04-6828 reduziu o numero de plantulas anormais.

CONCLUSOES

A linhagem VX04-5692 proveniente das sementes irradiadas, apds o
primeiro ciclo de producéo (M1), € mais sensivel ao uso da radiacdo gama.

A melhor qualidade fisiolégica das sementes de soja na geracdo M1 é
expressa em doses inferiores a 100 Gy e até 2 meses de armazenamento.

O aumento de doses de radiacdo gama, juntamente com o aumento do
periodo de armazenamento, apds o primeiro ciclo de producédo, reduz a qualidade

fisiologica de sementes de soja.
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CONCLUSOES GERAIS

e O uso de radiacdo gama aumenta a variabilidade em linhagens de soja, com
consequente aumento da probabilidade de se identificar novos mutantes, Uteis
a programas de melhoramento que visam melhor desempenho agronémico e
ganhos nos teores de 0leo e de proteina.

e Resultados mais satisfatorios na geracado de variabilidade sdo obtidos pela
aplicacdo de doses de radiacdo gama em sementes secas de soja entre 50 e
150 Gy.

e A linhagem VX04-5692 apresenta maior sensibilidade a radiacdo gama,
guanto ao aumento da variabilidade genética.

e A melhor qualidade fisioldégica das sementes de soja na geracdao M1l é
expressa em doses inferiores a 100 Gy e até 2 meses de armazenamento.

e O aumento de doses de radiacdo gama, juntamente com o admgetimdo
de armazenamento, apdés o primeiro ciclo de producédo, reduz a qualidade

fisiologica de sementes de soja.
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