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RESUMO

CAMPOS, LEONARDO VIEIRA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
julho de 2023. O revestimento em sementes de Urochloa brizantha altera a
qualidade fisiologica e as imagens radiograficas podem ser usadas como indice de
qualidade?: Orientadora: Dra. Juliana de Fatima Sales. Coorientador: Arthur Almeida

Rodrigues.

O Brasil ¢ o maior produtor, consumidor e exportador de sementes de espécies
forrageiras no mundo. Com a demanda crescente por sementes com alta qualidade
torna-se imprescindivel o uso de métodos que visam assegurar o bom desenvolvimento
das sementes nas mais variadas condi¢des. Dentre esses métodos, destaca-se a técnica
de revestimento de sementes, essa pratica consiste na formacao de uma pelicula em
torno da semente, por meio da agregacdo de materiais. Objetivou-se avaliar a qualidade
fisiologica de sementes de Urochloa brizantha (cv. Piatd) revestidas e ndo revestidas,
semeadas em diferentes profundidades, além de avaliar a qualidade fisiologica, bem
como de sementes de braquiaria utilizando métodos automatizados de analise de
imagens de raios X, comparando com germina¢do e caracterizagdo anatdmica, com a
finalidade de sele¢do de lotes de sementes de forma rapida e eficaz. Para isso, foram
avaliados o indice de velocidade de emergéncia, massa verde da raiz, massa seca da
raiz, massa verde parte aérea, massa seca parte aérea, comprimento parte aérea, e
comprimento da raiz, caracterizagdes anatomicas, fluorescéncia da clorofila a. Portanto,
descobrindo neste estudo a importancia de considerar tanto a profundidade quanto o
revestimento das sementes ao realizar semeaduras dessas espécies, uma vez que tanto o
revestimento quanto a profundidade de semeadura podem afetar negativamente a

qualidade fisiologica da semente.

PAVAVRAS-CHAVE: Germinagdo, profundidade de semeadura, raio X,

fluorescéncia.



ABSTRACT

Brazil is the largest producer, consumer, and exporter of forage species seeds in the
world. With the growing demand for high quality seeds, it is essential to use methods
that ensure the good development of seeds under the most varied conditions. Among
these methods, the seed coating technique stands out, this practice consists of forming a
film around the seed, through the aggregation of materials. The objective was to
evaluate the physiological quality of coated and uncoated Urochloa brizantha (cv.
Piatd) seeds, sown at different depths, in addition to evaluating the physiological
quality, as well as of brachiaria seeds using automated X-ray image analysis methods—,
comparing with germination and anatomical characterization, with the purpose of
selecting seed lots quickly and effectively. For this, the emergence speed index, root
green mass, root dry mass, shoot green mass, shoot dry mass, shoot length, and root
length, anatomical characterizations, and chlorophyll a fluorescence were evaluated.
Therefore, in this study we discovered the importance of considering both seed depth
and coating when sowing these species, since both coating and sowing depth can

negatively affect the seed physiological quality.

KEY WORDS: Germination, sowing depth, X-ray, fluorescence.
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1. INTRODUCAO GERAL

Cerca de 80% do territorio agricola do planeta é coberto por pastagens, o
equivalente a uma area de 2,7 bilhdes de ha, em 2015 (Bosi et al., 2020). O Brasil
possui aproximadamente 196 milhdes de ha de areas cultivadas com pastagens
(Goldewijk et al., 2017; Vieira Campos et al., 2022). Todavia, a graminea que mais se
destaca é a Brachiaria spp., tendo como centro de origem a Africa Oriental (Low,
2015).

Das forrageiras cultivadas, a Brachiaria brizantha, destaca-se pela adaptacao as
caracteristicas edafoclimaticas predominante no Brasil, seu potencial na producao de
forragem, além da rusticidade (Ferreira et al., 2020), corroborando na importancia para
formacao de pastagens (Jank et al., 2014; Santana ef al., 2017).

Com crescentes avangos na area associada com a demanda crescente do mercado
externo por proteina animal. e a exigéncia por maior qualidade nutricional, tem-se
buscado avangos tecnologicos com o objetivo de melhorar a etapa de semeadura de
forrageiras. Nao obstante em 2019, foram produzidas 120 mil toneladas de sementes
viaveis e puras (Ferreira et al., 2021; Bassi, 2022). Tal demanda tem estimulado
aumento na busca por sementes de qualidade, com alto potencial fisiologico, primordial
para o estabelecimento e manutencao das pastagens (Derré et al., 2016).

Em busca de promover melhorias no setor, aumentar a competitividade e
melhorar o padrao de germinagdo das sementes, tem se buscado adotar o revestimento
de sementes (incrustacdo). O revestimento (incrustagdo ou peletizagdo) de sementes ¢
caracterizado pela formagdo de uma pelicula em torno da semente, com material
agregado de origem organomineral, material adesivo, corantes e outros aditivos que
visam promover algum beneficio ou aderéncia a semente (Ferreira et al., 2015; Sousa et
al., 2019; Melo et al., 2021). O revestimento proporciona melhorias na semeadura como
melhor uniformidade na distribuicdo das sementes, todavia pode retardar o
desenvolvimento inicial da semente (Santos et al., 2011; Derré et al., 2016).

No cenario atual, a expansao de novas areas de cultivo tem levado ao aumento
da demanda por sementes com alta qualidade, tornando essencial a busca por melhorias
e inovagdes na produgdo de forragem, além de impactar positivamente no rendimento
da producao agricola (Foley et al., 2011; Afzal et al., 2016; Vieira Campos et al., 2022).

Desde o processo de colheita até o armazenamento, as sementes podem softrer alteragdes
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fisicas, podendo resultar em alteracdes na anatomia das células, corroborando na
inativacao de enzimas (Souza et al., 2017), comprometendo a viabilidade e vigor das
sementes.

As alteragdes que ocorrem nas sementes, podem ser avaliadas de forma
confiavel por meio de testes tradicionais para determinar a germinacdo e o vigor de
sementes, todavia, buscando novas ferramentas para determinar o desempenho
fisiologico de sementes de forma rapida e eficiente. Avangos em sistemas baseados na
obtenc¢do de imagens tem tornado possivel a analise de sementes através de imagens de
raios X (Ahmed et al., 2018; Xia et al., 2019). Pesquisadores encontraram resultados
promissores com uso de raios X em sementes, uma vez que € possivel encontrar forte
relagcdo entre os aspetos fisicos internos com a viabilidade e vigor das sementes (Leao-

Aratjo et al., 2019; Medeiros et al., 2020).

1.1 Qualidade de Sementes

A boa pastagem depende do estabelecimento e sucesso de sementes que
resultaram em plantas com alto vigor (Barrozo et al., 2022). Os fatores inerentes a
qualidade de sementes. aliados a outros fatores como; a interacdo dos componentes
fisicos, quimicos, genéticos, fitossanitarios e fisioldgicos podem proporcionar maior
aproveitamento produtivo da cultura (Magrini et al., 2018). Assim, ¢ possivel
determinar que a qualidade de semente ¢ composta por uma gama de caracteristicas que
influenciam diretamente na capacidade e, primordialmente no desenvolvimento que a
planta ir4 apresentar durante o ciclo. Sementes com alto vigor irdo originar plantulas
fortes, com alta capacidade de crescimento e estabelecimento (Meng ef al., 2016; Jaques
etal., 2022).

Em um lote de sementes, um dos primeiros parametros a ser estudado ¢ a
porcentagem/potencial de germinagdo, emergéncia, condutividade elétrica. Estes
parametros quando avaliados sdo de extrema importancia para determinar a qualidade

fisiologica e desenvolvimento das sementes (Jaques et al., 2022).

1.2 Analise de imagem
A analise de imagem destaca-se como uma técnica que permite obter resultados
de forma réapida, precisa e nao destrutiva (Xia et al., 2019). Dentre essas técnicas estao a

radiografia, a captura de imagens e o processamento por software (Lima et al., 2018).
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Atualmente, a analise de imagens de sementes tem sido usada desde a avaliacdo dos
parametros qualitativos e quantitativos (Zhao et al., 2020). Nos ultimos anos, a anélise
de imagens de sementes tem fornecido importantes suportes para os estudos,
corroborando para importantes avangos (Farris ef al.,, 2020). A analise de sementes por
meio de imagens radiografadas obtidas através da técnica de raios X pode auxiliar na
identificacdo e quantificagdo de lotes de sementes. A captura e o processamento da
imagem tém permitido estabelecer a relagao entre a integridade, morfologia e avaliacao
das estruturas internas das sementes, com o objetivo de determinar o estabelecimento de
relacdes entre integridade, morfologia e a qualidade fisiologica das sementes (Javorski;
Cicero, 2017; Hussain; ef al., 2018).

Através do uso dos raios X ¢ possivel identificar anormalidade no endosperma e
embrido, sementes cheias, vazias, malformadas ou com alguma anomalia, sendo
possivel otimizar o conhecimento morfoldgico e correlaciond-los com o local, a
possivel extensdo do dano e o potencial das sementes em originar uma plantula normal.
Estudos mostram a aplicagcdo da tecnologia de raios X na avaliacdo da viabilidade de
sementes de meldo, através da andlise dos pardmetros morfologicos de sementes
envelhecidas (Ahmed et al., 2018). O uso da andlise de imagens computadorizadas tem
sido empregado com sucesso para averiguar os detalhes anatdmicos no nivel da
microestrutura de tecidos vegetais (Herremans et al., 2015). Donis-Gonzalez, Guyer e
Pease (2016) por meio da tecnologia de raios X, desenvolveram algoritmos para o
reconhecimento de padrdes para classificar cenouras de acordo com o conteudo fibroso

indesejavel.

1.3 Revestimento

O revestimento de sementes consiste em uma pratica de cobrir as sementes com
alguma substancia/material externo, que por vezes podem ter como aditivo alguns
ingredientes ativos, conferindo a semente prote¢do ¢ melhor desempenho fisioldgico
(Pedrini ef al., 2021). O revestimento de sementes constitui-se como grande avanco na
produgdo de sementes, tal tecnologia ja ¢ adotada em espécies de hortalicas e em
grandes culturas. A técnica traz algumas vantagens para o produtor ao melhorar as
condi¢des da plantabilidade, o estabelecimento da populacio de plantas apropriada para

a espécie, uniformizacdo do formato da semente, além de permitir a adesdo/adicao de
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produtos que possam ajudar na germinacdo e emergéncia (Accinelli; Abbas; Shier,
2018).

Dentre as tecnologias de revestimento de sementes pode-se citar o revestimento
através de pequena pelicula que envolve a aplicagdo de uma camada fina (~5% do peso
da semente) (Pedrini et al., 2017), incrustagdo de sementes que abrange a aplicagdo do
revestimento de forma que o seu peso aumente de 8 a 500%, a incrustacdo de sementes
pode ser usada para minimizar os impactos negativos durante o armazenamento (Javed
et al., 2022), por sua vez a peletizacdo de sementes consiste no processo de aumentar o
tamanho da semente por meio da aplicacdo de materiais externos, além de melhorar a
germinagdo, vigor e armazenamento de sementes. Sementes de tomate revestidas

apresentaram maior comprimento de plantula (Javed; Afzal, 2020).

1.4 Anatomia de sementes

O conhecimento da anatomia das sementes ¢ importante, pois fornece
informagdes para o conhecimento do desenvolvimento das plantulas, germinag¢do das
sementes, armazenamento, qualidade, manejo e outras areas. Estudos sobre os aspectos
anatomicos de sementes tem sido uma grande ferramenta para o avango da qualidade na
agricultura, possibilitando a compreensdo do comportamento das espécies e seus
processos subjacentes (Loureiro et al., 2013; De Jesus Silva et al., 2023).

Mudangas anatdmicas das sementes em sua maioria estdo correlacionadas com a
viabilidade e o vigor (Ahmed et al., 2018). Por meio da analise da anatomia € possivel a
compreensdo dos mecanismos inerentes a germinacdo das sementes, permitindo a
compreensdo das estruturas, alteragdes celulares e de tecidos, além da mobilizagcdo das
reservas para o desenvolvimento da plantula apos a fase de germinagao (Loureiro et al.,

2013; Mohamed ef al., 2018; Valeriano et al., 2019; Aratjo ef al., 2021).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral
O objetivo deste estudo foi verificar se o revestimento e¢ profundidade de
sementes de Urochloa Brizantha altera a qualidade fisiologica, por meio de analise de

imagens radiograficas relacionadas com testes de vigor, e caracteriza¢do anatdmica

2.2 Especificos

I. Avaliar a qualidade fisioldgica de sementes de Urochloa brizantha (cv. Piatd)
revestidas e ndo revestidas semeadas em diferentes profundidades;

II. Avaliar a qualidade fisiologica de sementes de braquiaria. utilizando métodos
automatizadas de andlise de imagens de raios X, comparando com germinagdo e
caracterizacdo anatomica, com finalidade de selecdo de lotes de sementes de forma

rapida e eficaz.
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3. CAPITULO I - O revestimento em sementes de Urochloa

brizantha altera a qualidade fisiologica?

RESUMO

O Brasil ¢ o maior produtor, consumidor e exportador mundial de sementes de espécies
forrageiras. Para isso, o estabelecimento e produtividade dessa cultura deve ser
garantido pela qualidade das sementes. No campo, varios fatores podem influenciar o
desempenho dessas sementes, como as condi¢des ambientais predominantes,
profundidade de plantio e caracteristica do solo. Para minimizar esses problemas, as
propriedades fisicas da semente sdo modificadas pela aplicagdo exdgena de certos
compostos fisicos, quimicos ou bioldgicos diretamente na superficie de um tegumento
natural. Mas. a aplicagdo desses compostos para exigir das sementes maior qualidade
fisiologica no processo de emergéncia dependendo da profundidade de plantio. Diante
desses fatos, objetivou-se avaliar a qualidade fisiologica de sementes de Urochloa
brizantha (cv. Piatd) revestidas e ndo revestidas semeadas em diferentes profundidades.
Para isso, foram avaliados o indice de velocidade de emergéncia, massa verde da raiz,
massa seca da raiz, massa verde parte aérea, massa seca parte aérea, comprimento parte
aérea, ¢ comprimento da raiz, caracterizagdes anatomicas, fluorescéncia da clorofila a.
A profundidade de semeadura afetou o indice de emergéncia, massa seca da parte aérea,
bem como a fluorescéncia basal, eficiéncia potencial do PSII, o coeficiente de
dissipagdo fotoquimica e o coeficiente de dissipagdo nao fotoquimica. O revestimento e
a profundidade de semeadura promoveram alteragdes na qualidade fisiologica da

semente Urochloa brizantha (cv. Piatd).

PALAVRAS-CHAVE: Germinagao; vigor; profundidade; fluorescéncia.

ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer, consumer, and exporter of forage species seeds.
To achieve this, the establishment and productivity of this crop must be guaranteed by
the seed quality. In the field, several factors can influence the performance of these
seeds, such as the prevailing environmental conditions, planting depth and soil
characteristics. To minimize these problems, the seed physical properties are modified

by the exogenous application of certain physical, chemical, or biological compounds
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directly to the surface of a natural seed coat. But the application of these compounds
requires greater physiological quality from the seeds in the emergence process
depending on the planting depth. Given these facts, the objective was to evaluate the
physiological quality of coated and uncoated Urochloa brizantha (cv. Piatd) seeds sown
at different depths. For this, the emergence speed index, root green mass, root dry mass,
shoot green mass, shoot dry mass, shoot length, and root length, anatomical
characterizations, and chlorophyll a fluorescence were evaluated. Sowing depth affected
the emergence index, shoot dry mass, as well as basal fluorescence, PSII potential
efficiency, photochemical dissipation coefficient and non-photochemical dissipation
coefficient. The coating and sowing depth promoted changes in the physiological

quality of the Urochloa brizantha (cv. Piatd) seed.

KEY WORDS: Germination; force; depth; fluorescence.

3.1 INTRODUCAO

O Brasil enfrenta desafios no estabelecimento e manejo de pastagens pela falta
de praticas comuns de plantio como profundidade de semeadura, densidade de plantio e
adubacdo. Empresas tém buscado minimizar esses efeitos por meio da utilizagcdo de
sementes revestidas com fertilizantes, podendo desempenhar papel fundamental no
estabelecimento bem-sucedido de plantas forrageiras, fornecendo nutrientes essenciais
para auxiliar o crescimento nos estagios iniciais de desenvolvimento da planta (Baroni e
Vieira, 2020).

Além disso, ¢ amplamente reconhecido que a demanda por sementes de alta
qualidade ¢ fundamental para agricultores e pode impactar positivamente o rendimento
da producao agricola, com potencial de aumento em até 30% (Ellis, 2004; Afzal ef al.,
2016). No entanto, a qualidade da semente ndo ¢ a inica varidvel a ser considerada para
o sucesso no campo. O intervalo temporal entre a semeadura e o estabelecimento do
estande ¢ periodo critico, uma vez que as sementes sao suscetiveis a uma variedade de
estresses bioticos e abioticos, que podem prejudicar o desempenho do estande
(Zinsmeister et al., 2020).

No intervalo de tempo entre o plantio e emergéncia das plantulas, a
profundidade inadequada da semeadura, ou seja, abaixo de 1 cm e acima de 4 cm

(Castaldo et al., 2016; Schmoeller et al., 2019), constitui um dos principais fatores que
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influenciam no estabelecimento das plantulas no campo (Martins et al., 2022),
interferindo no processo de emergéncia, pois, quando a profundidade de semeadura ¢
superior a recomendada, ocorre o processo de germinacdao, porém, as plantulas nao
conseguem romper a barreira do solo. Todavia, quando a semeadura ¢ mais superficial,
as sementes ficam expostas a superficie do solo, e encontram maiores dificuldade para
absorver agua, a superficie de contato da semente com o solo ¢ menor (Dias-Filho,
2012; Santos et al., 2020; Martins et al., 2022).

A crescente demanda por pastagens de alta qualidade e rendimento, em conjunto
com a sofisticacdo do setor agropecudrio, leva a aprimoramentos tecnologicos
incentivados pelo novo perfil dos agricultores e pecuaristas no Brasil. Dentre essas
melhorias, destaca-se a técnica de revestimento de sementes (Franga-Neto, 2019). Essa
pratica consiste na formag¢do de uma pelicula em torno da semente, por meio da
agregacdo de materiais inertes de origem organomineral, material adesivo, defensivos
agricolas, nutrientes, corantes ou outros aditivos que exercem a fun¢do de acoplar as
particulas do material de incrustamento, proporcionando aderéncia e,
consequentemente, garantindo a qualidade e a integridade fisioldgica e fisica das
sementes (Ferreira et al., 2015; Sousa et al., 2019; Melo et al., 2021). A adogao dessa
técnica pode ser vista como importante estratégia para melhorar a produtividade e a
qualidade das pastagens, satisfazendo as necessidades dos produtores e contribuindo
para o avango do setor agropecuario no pais.

Neste estudo foi utilizado sementes do género Urochloa sp. a espécie forrageira
mais cultivada no Brasil, ocupando aproximadamente 85% das areas de pastagem no
pais (Cardoso et al., 2014; La Vale et al., 2017). Com base no conhecimento existente
sobre a fisiologia das sementes e a germinacdo de plantas forrageiras, formulamos a
hipotese de que a profundidade de plantio dessas sementes revestidas pode influenciar
significativamente a taxa e o tempo de emergéncia das plantulas. Esta hipdtese ¢ testada
neste estudo através da avaliagdo da qualidade fisioldgica de sementes de Urochloa

brizantha (cv. Piatd) revestidas e ndo revestidas semeadas em diferentes profundidades.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes do IF Goiano —
Campus Rio Verde, GO, Brasil. As sementes comerciais utilizadas foram Urochloa

brizantha (cv. Piatd) revestidas e ndo revestidas.
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O peso de 1000 sementes foi obtido a partir de oito repeticdes de 1000 sementes
de Urochloa brizantha (cv. Piatd) pesadas em balanga de precisdo de acordo com as
regras de analise de sementes estabelecidas (Mahjan et al., 2018).

O teor de agua foi determinado pela secagem das sementes em estufa a 105 + 3
°C por 24 h, adaptada de acordo com Brasil (2009), utilizando quatro repeticdes de 50
sementes, correspondendo a 4,5 g. As sementes foram pesadas em balanga analitica

(precisao de 0,001 g) e os calculos foram realizados de acordo com a seguinte equacao:

100—TEu)

Pf=Peu.
f eu(lOO—TAf

(1)

sendo Pf: massa final da amostra (g); Pi: massa inicial da amostra (g); TAi: teor inicial
de 4gua da semente (% base timida); 74f: teor de agua desejado (% base imida).

O teste de germinagado foi realizado em folhas de papel mata-borrao umedecidas
com agua destilada a 2,5 vezes a massa do substrato seco, com quatro repeti¢des
contendo 50 sementes. Os rolos foram mantidos em cdmara de germinagdo do tipo
B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) regulada com fotoperiodo de 8 horas com
iluminagdo e 16 horas sem iluminagao a temperatura de 35-°C (Brasil, 2009).

A emergéncia das plantulas em substrato de areia foi conduzida com 4
subamostras de 50 sementes para cada tratamento e repeticdo. A areia utilizada foi
previamente lavada, esterilizada com brometo de metila e colocada em bandejas
plasticas, sendo irrigada durante dois dias consecutivos para acomodacdo do leito. Na
semeadura foram abertos sulcos longitudinais em cada bandeja, com auxilio de sulcador
de madeira. O teste foi realizado em condi¢des de casa de vegetagdo e a umidade
mantida com irrigacdes moderadas, no mesmo periodo em que foram conduzidos os
testes em laboratorio. Foram efetuadas anotagdes diarias do nimero de plantulas
emergidas até que o niumero se mantivesse constante. Ao final do décimo terceiro dia,
apos a semeadura das sementes, quando ndo foi observada emergéncia de novas
plantulas, avaliou-se a porcentagem de plantulas normais conforme as prescrigdes
contidas nas Regras para Anélises de Sementes (Brasil, 2009).

A porcentagem de plantulas germinadas normais (representadas por plantulas
que apresentam todas as estruturas essenciais desenvolvidas, ou seja, sistema radicular,

parte aérea e coledptilo) foi computada na primeira contagem de germinagao no 7° dia
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(G7) e na contagem final no 21° dia (G21). As contagens finais incluiram plantulas
normais, plantulas anormais (aquelas que ndo apresentam potencial para continuar seu
desenvolvimento e dar origem a plantas normais, mesmo crescendo em condigdes
favoraveis), sementes duras (sementes que ndo absorvem agua por periodo maior que o
normal) e, aparecem como sementes recém--colocadas no substrato, ndo inchadas ao
final do teste), e sementes mortas (sementes que estdo amolecidas, ndo apresentam
nenhum sinal de germinagdo e ndo germinam ao final do teste) (Brasil, 2009).

Para a caracterizagdo morfoanatdmicas foram amostradas 10 plantulas coletadas
das profundidades (0; 2; 4 ¢ 6 cm) foram fixadas em solugcdo Karnovsky (1965),
seguidas de pré-lavagem em tampao fosfato e desidratagdo em série etilica crescente e,
por fim, pré-infiltragdo e infiltragcdo de historesina (Leica, Wetzlar, Alemanha), de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para as avaliagdes estruturais, as amostras foram seccionadas em 7 pum de
espessura em um microtomo rotativo de mesa (1508R, Logen Scientific, Xangai, China)
e coradas com azul de toluidina (O’Brien ef al., 1964). As observagdes foram realizadas
na regido das folhas e as imagens foram fotografadas usando um microscépio Olympus
(BX61, Toéquio, Japao) acoplado a uma cadmera DP-72 usando a opgao de campo claro.

A fluorescéncia transiente OJIP da Clorofila a foi determinada com o uso de
fluordmetro portatil FluorPen FP100 (Photon Systems Instruments; Drasov, Czech
Republic). As folhas jovens, completamente expandidas, ndo destacadas, foram
previamente adaptadas ao escuro por 30 minutos para oxidacdo completa do sistema
fotossintético de transporte de elétrons. Foram medidas a fluorescéncia minima (Fo) em
50 us quando todos os centros de reagdo do FSII estdo abertos e ¢ definido como o
passo O, seguida pelo passo J (a 2 ms), o passo I (a 30 ms) e a fluorescéncia maxima
(Fm) quando todos os centros de reagdo FSII estdo fechados, conhecido como passo P.
Estes valores foram utilizados para calcular vérios indices bioenergéticos do FSII,
conforme Strasser et al (2000).

Os dados quantitativos foram primeiramente submetidos as avaliagdes de
homogeneidade (teste de Levene) e normalidade dos erros (teste de Shapiro-Wilk).
Confirmada a normalidade dos dados, foi aplicado o teste ANOVA seguido do teste
Scott-Knott. * indica p < 0,05 e **, p < 0,01. As analises estatisticas referentes ao teste

de midia foram realizadas por meio do software Assistat®.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, pode-se observar que a as
plantulas foram afetadas tanto pela profundidade quanto pelo revestimento das sementes
em termos de indice de velocidade de emergéncia, massa verde parte aérea e massa seca
parte aérea. Além disso, o revestimento das sementes também teve impacto na massa
seca da raiz. Por outro lado, a profundidade de semeadura afetou o comprimento da
parte aérea e da raiz. Em resumo, os dados indicam que tanto a profundidade quanto o
revestimento das sementes podem influenciar o desenvolvimento e o crescimento das

plantulas.

Tabela 1. Indice de velocidade de emergéncia (IVE), massa verde da raiz (MVR),
massa seca da raiz (MSR), massa verde parte aérea (MVF), massa seca parte aérea
(MSF), comprimento parte aérea (CPA) e comprimento da raiz (CPR), Urochloa

brizantha cv. Piata.

QM
kv GL IVE MVR MSR MVF
Profundidade 3 167,6996 ** 0,0084 ™ 0,0094 ™ 0,0785 *
Revestimento 1 208,6924 ** 0,1009 ™ 0,1233 ** 0,0946 *
Profundidade x Revestimento 3 156,4983 ™ 0,0034 ™ 0,0088 ™ 0,0172 ™
Residuo 24 25,4377 0,0329 0,0040 0,0191
CV (%) 17,24 14,00 5,51 10,27
Quadrados médios
kv GL MSF CPA CPR
Profundidade 3 0,0535 * 141,0603 ** 46,8161 **
Revestimento 1 0,1076 ** 5,6953 ™ 5,5278 ™
Profundidade x Revestimento 3 0,0026 ™ 0,8536 ™ 0,8186 ™
Residuo 24 0,0129 3,8998 3,7184
CV (%) 9,42 17,92 25,11

" ndo significativo e *; ** significativo respectivamente a 5 e 1% de probabilidade segundo teste F. FV —
Fonte de variacdo; GL — Grau de Liberdade; QM — Quadrados médios; e CV — Coeficiente de Variagdo.

As sementes com revestimento apresentaram o maior indice de velocidade
emergéncia. Sementes de Piatd sem revestimento apresentaram indice médio de
26,71%, todavia, sementes de Piatd com revestimento apresentaram indice médio de
31,81%. As sementes semeadas a profundidade de 2 cm, apresentaram os maiores
indice de velocidade emergéncia (Figura 1A). As sementes do cultivar Piatd com
revestimento apresentaram a maior massa seca da raiz. Sementes de Piatd sem
revestimento apresentaram uma massa seca da raiz média de 1,09 g, todavia, sementes
de Piatd com revestimento apresentaram massa seca da raiz média de 1,21 g (Figura

1B).
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Fig. 1. A) Valores médios para o indice de velocidade de emergéncia (IVE),
Urochloa brizantha cv. Piata; B) Valores médios para a massa seca da raiz (MSR),

Urochloa brizantha cv. Piata.

** significativo a 1% de probabilidade segundo teste F.

As sementes com revestimento apresentaram incremento de 11 g na massa verde

de parte aérea. As sementes de Piatd sem revestimento apresentaram massa verde de
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parte aérea média de 1,29 g, j4 as sementes de Piatd com revestimento apresentaram
massa seca da raiz média de 1,40 g (Figura 2A). As sementes do cultivar Piatd com
revestimento e semeadas em maior profundidade apresentaram os maiores valores de

massa seca de parte aérea (Figura 2B).

A)
1.60
~
1.40 fﬁ=—005x2+0i5x+111 .......................................
_ 78903 x*+ 0.23.x+0:92 °
= 1.2ol R?=0.16
= PPTTLA
2
e Revestimento
St
s 0.80 s Polynomial (Sem
= Revestimento)
E 0.60 Com
« Revestimento
2 040 )
§ Polynomial (Com
0.20 Revestimento)
0.00
0.00 2.00 4.00 6.00
Profundidade
B)
1.40
f(x) =—0.04 x>+025 x +0.94
120] ol 078 & e )
S ‘__ﬁ(x)-;r-o.ﬂzw#"onz x +0.98 ]
< 100] RE=044
L
~§ ® Sem
- 0.80 Revestimento
; --------------- Polynomial (Sem
i 0.60 Revestimento)
§ Com
g 040 Revestimento
w2
§ Polynomial (Com
0.20 Revestimento)
0.00
0.00 2.00 4.00 6.00
Profundidade

Fig. 2. A) Valores médios para a massa verde parte aérea (MVF), Urochloa
brizantha cv. Piata; B) Valores médios para a massa seca parte aérea (MSF),

Urochloa brizantha cv. Piata.

** significativo a 1% de probabilidade segundo teste F.
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As sementes semeadas a 6 cm de profundidade apresentaram os maiores valores
no comprimento parte aérea. A profundidade de 2 cm influenciou no aumento do

comprimento das raizes (Figura 3A e 3B).
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Fig. 3. A) Valores médios para o comprimento parte aérea (CPA); B) Valores

médios para o comprimento da raiz (CPR), Urochloa brizantha cv. Piata.

** significativo a 1% de probabilidade segundo teste F.

A fluorescéncia basal, eficiéncia potencial do PSII, coeficiente de dissipacgao

fotoquimica e o coeficiente de dissipacdo apresentaram efeito significado em funcao da

profundidade de semeadura (Tabela 2). O revestimento ndo apresentou efeito

significativo.
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Tabela 2. Fluorescéncia basal (F,), eficiéncia potencial do PSII (F,/F,), coeficiente
de dissipacao fotoquimica (qP) e coeficiente de dissipacdo nao fotoquimica (NPQ),

Urochloa brizantha cv. Piata.

QM
Fv GL Fy Fo/Fa
Profundidade 3 0,0003 ** 0,1311 *
Revestimento 1 0,0001 ™ 0,0042 ™
Profundidade x Revestimento 3 0,0001 ™ 0,0078 ™
Residuo 24 0,0001 0,0371
CV (%) 38,50 38,88
Quadrados médios
FV GL @ NPQ
Profundidade 0,1651 ** 0,0994 **
Revestimento 1 0,0218 ™ 0,0033 ™
Profundidade x Revestimento 0,0311™ 0,0008 ™
Residuo 24 0,0153 0,0149™
CV (%) 83,10 113,03

™ ndo significativo e *; ** significativo respectivamente a 5 e 1% de probabilidade segundo teste F. FV —
Fonte de variacdo; GL — Grau de Liberdade; QM — Quadrados médios; e CV — Coeficiente de Variagdo.

A profundidade de semeadura de 4 cm, proporcionou o maior incremento na
F./F. (Figura 4B). A profundidade de semeadura acima de 4 cm, proporcionou o maior
incremento no coeficiente de dissipacao fotoquimica (Figura 4C). As sementes
semeadas a profundidade de 6 cm apresentaram os maiores NPQ (Figura 4D) e o maior

indice de fluorescéncia basal (Figura 4A).
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Fig. 4. Valores médios para: A) Fluorescéncia basal (Fo); B) Eficiéncia potencial do
PSII (F\/Fn); C) Coeficiente de dissipacao fotoquimica (qP); D) Coeficiente de

dissipacio nao fotoquimica (NPQ), Urochloa brizantha cv. Piata.

Com base na Figura 5, pode observar que as plantulas foram afetadas tanto pela
profundidade quanto pelo revestimento das sementes em termos morfoanatomicos. As
sementes de Urochloa brizantha cv. Piatd semeadas com revestimentos (Figura 5 E, F,
G e H) apresentaram células buliformes maiores em relagdo as sementes sem
revestimento (Figura 5 A, B, C e D). Sementes sem revestimento semeadas na
profundidade de 0,0; 2,0; 4,0 cm, tiveram pouca alteracdo na espessura da epiderme
adaxial (Figura 5 A, B e C). As maiores espessuras da epiderme adaxial foram

observadas em plantulas oriundas de sementes com revestimento semeadas a



33

profundidade de 0,0 e 6,0 cm (Figura 5 F-H). A profundidade de 2,0 cm independente

do revestimento promoveu as maiores alteragdes na epiderme abaxial (Figura 5 B-F).

Fig. 5. Alteracdoes anatomicas nas folhas de Urochloa brizantha cv. Piata semeadas
sem revestimentos semeadas a diferentes profundidades (A) 0,0 cm (B) 2,0 cm, (C)
4,0 cm e (D) 6,0 cm; Sementes semeadas com revestimentos semeadas a diferentes
profundidades (E) 0,0 cm (F) 2,0 cm, (G) 4,0 cm e (H) 6,0 cm. Epiderme adaxial
(EpAd), Epiderme abaxial (EpAb).

Os resultados obtidos por Schmoeller et al. (2019) corroboram com o presente
estudo, e as semeaduras proximas de 0 cm de profundidade, proporcionaram maior

indice de emergéncia, durante o processo de germinacdo as plantulas conseguem
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emergir com mais facilidade, além da demanda menor de energia quando comparada a
profundidade maiores de semeadura (Zuffo et al., 2014; Martins et al., 2022).

Resultados divergentes relacionados ao indice de emergéncia de sementes de
Urochloa brizantha Xaraés foram observados por Derré et al. (2016) e as plantulas
provenientes de sementes revestidas apresentaram os menores valores de IVE, quando
comparadas com as sementes sem revestimento. Tal efeito, pode ser explicado, uma vez
que o polimero utilizado no revestimento pode influenciar nas trocas gasosas,
dificultando a respira¢do da semente, além de interferir na absor¢do de dgua, por causa
das caracteristicas do material utilizado no revestimento das sementes (Sousa et al.,
2019).

A profundidade de semeadura pode promover alteragdes na qualidade fisiologica
resultando em alteragdes bioquimicas importantes, como exsudacdo do teor de
carboidratos. Derré et al. (2016) em seu estudo com a U. brizantha cv Marandu,
observaram que o polimero utilizado no incrustamento pode influenciar na fisiologia da
semente.

Relacionado ao desenvolvimento inicial da U. brizantha Piatd, os resultados do
presente estudo divergem dos resultados observados por Derré et al. (2016), e os autores
observaram que as sementes com revestimento apresentaram os menores valores de
massa seca de parte aérea. Todavia, tal efeito pode ser atribuido ao material utilizado no
revestimento das sementes, uma vez que sementes revestidas dependendo do material
pode deteriorar mais rapidamente do que as sementes sem o revestimento, pois, logo
ap6és o revestimento pode ocorrer a reducdo da qualidade dessas sementes,
principalmente quando as sementes sdo armazenadas em embalagens permeavel
(Oliveira et al., 2014; Ferreira et al., 2015).

O baixo comprimento da raiz em fun¢do do aumento da profundidade pode ser
justificado, em fun¢do do aumento da profundidade de semeadura, as sementes podem
promover alteragdes na qualidade fisiologica resultando em alteracdes bioquimicas
importantes (Vieira Campos et al., 2022), alterando a germinacdo, emergeéncia,
crescimento aéreo e radicular (Martins et al., 2022). A fluorescéncia de clorofila vem
sendo empregada, uma vez que corrobora com o bom funcionamento fisiologico das
plantas e ainda ¢ usada como indicativo de bom desempenho fisioldgico de sementes
durante a germinacdo (Zhang et al., 2012). Ferreira et al. (2015) corroboram com o
presente estudo, uma vez que os autores verificaram que o revestimento das sementes de

Urochloa reduz a germinagdo, emergéncia e o indice de velocidade de emergéncia.
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3.4 CONCLUSOES

A profundidade de semeadura em areia proxima a 0 cm resultou em maior
germina¢do da Urochloa brizantha Piatd. O revestimento das sementes afetou
negativamente o indice de emergéncia e a massa seca da parte aérea, possivelmente pela
interferéncia na respiracdo e na absor¢do de agua. A redugdo do comprimento da raiz
com o aumento da profundidade de semeadura pode ser explicada pela alteragao da
qualidade fisioldgica da semente. Portanto, descobriu-se neste estudo a importincia de
considerar tanto a profundidade quanto o revestimento das sementes ao realizar

semeaduras dessa espécie.
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4. CAPITULO II — Imagens radiograficas como indice de

qualidade em sementes de espécies de Brachiaria brizantha.

Publicado em 08 de abril de 2022, no periddico Plants.

Vieira Campos, L.; Almeida Rodrigues, A.; Fatima Sales, J.; Almeida Rodrigues, D.;
Carvalho Vasconcelos Filho, S.; Lino Rodrigues, C.; Rubio Neto, A. Radiographic
Imaging as a Quality Index Proxy for Brachiaria brizantha Seeds. Plants. 2022, 11,
1014.

RESUMO

Metodologias eficientes de avaliagdo da qualidade das sementes de forma automatizada
sdo importantes para a industria de sementes. A pesquisa de tecnologia avangada de
sementes requer o uso de métodos para assegurar o bom desempenho de sementes em
condi¢des ambientais adversas, oferecer ao produtor informagdes detalhadas sobre a
integridade estrutural de semente de forma rapida e precisa, garantindo a produgao
vigorosa. Visando responder essa problematica, objetivou-se determinar a qualidade de
sementes de Brachiaria brizantha (cv. Marandu, cv. Piatd e cv. Xaraés) por meio de
analise de imagens radiograficas relacionadas com testes de vigor, e caracterizacio
anatomica. Inicialmente foram selecionados cultivares de sementes de braquidria com
diferentes atributos fisicos e fisioldgicos que posteriormente formam submetidos aos
testes de massa de 1000 sementes, teor de dgua, analise de raios X, teste de germinagao
e caracterizacdo anatdmica. O teste de raios X permitiu estabelecer a relagdo entre os
demais testes realizados nas sementes de braquidrias. As imagens permitiram evidenciar
danos internos e externos que posteriormente podem comprometer a germinacgao. Entre
as cultivares analisadas, a Marandu e a Piatd foram as que apresentaram maiores
porcentagem de germinagdo, indice de velocidade de germinagdo, plantulas normais e
preservacao das estruturas celulares em relacdo a cultivar Xaraés. A utilizacdo da
analise de raios X ¢ eficiente na selecdo de cultivares com maior qualidade fisica, e
pode auxiliar na tomada de decisdo de empresas e produtores de sementes em todo o

mundo.

PALAVRAS-CHAVE: anédlise de imagens, germinagdo, qualidade fisica de sementes,

raios X, vigor
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4.1 INTRODUCAO

As pastagens ocupam cerca de 80% das terras agricolas em todo o mundo e
representam ampla gama de ecossistemas (Bosi et al., 2020). Em 2015, a area total de
pastagem era de 2,7 bilhdes de ha. A Africa tem a maior area, de aproximadamente 889
milhdes de ha, seguida pela China (~506 milhdes de ha), sendo o Brasil com
aproximadamente (196 milhdes de ha) de areas cultivadas com pastagens (Goldewijk et
al.,, 2017). Nesse cenario, as Brachiaria spp. Destacam-se, sendo uma espécie
originada da Africa Oriental, também é conhecida como grama-sinal, com base na
semelhanc¢a da estrutura da cabeca da flor com um sinal ferroviario (Low, 2015)
Essas gramineas tém sido utilizadas no Brasil na producdo de biomassa, para
alimentacdo de animais e cobertura do solo para o plantio direto, aumentando a
eficiéncia do uso da terra (Mateus et al., 2016) e melhorando a fertilidade do solo
(Crusciol et al., 2015).

Conforme a area de cultivo aumenta, a demanda por sementes de alta
qualidade também cresce, as exigéncias na qualidade de sementes tornaram peca
fundamental para o desenvolvimento na producdo de forrageiras no mundo.
Portanto, abordagens inovadoras sio necessarias para resolver problemas de
producio de alimentos e sustentabilidade nunca experimentados (Foley et al.,
2011). Isso tem levado a industria de sementes a aprimorar constantemente para
melhorar a producido e a padronizacio dos lotes de sementes, visando obtencio e
venda de sementes com elevado potencial fisiologico. Nesse cenario, as sementes
utilizadas para o estabelecimento dos campos de produc¢io constituem parte
fundamental desta problematica e, em muitas culturas agricolas, a estabilidade e
uniformidade estio estritamente relacionadas com o rendimento no final do ciclo
(Medeiros et al., 2020).

Visando aumentar a qualidade dos lotes de sementes, algumas caracteristicas
devem ser observadas. As sementes durante o processo de colheita e
armazenamento, podem sofrer alteracdes nas caracteristicas fisicas, alterando a
anatomia das células, incluindo a inativacdo enzimatica (Souza et al., 2018). As
alteracdes que estio ocorrendo a nivel celular, podem ser acompanhadas através
de testes de germinacio, emergéncia, condutividade elétrica, e o uso de técnicas

anatomicas que neste estudo sio empregadas como ferramentas indicadoras da
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qualidade fisiologica das sementes, essa metodologia demostra ser promissora e
trara novas informacoées no estudo de deterioracio das sementes armazenadas.

Por outro lado, embora a utilizacdo de testes tradicionais aplicados de
forma independente na avaliacio de qualidade de sementes produza resultados
confiaveis. Os métodos de teste de sementes de braquidria baseiam-se
principalmente no classico teste de tetrazdlio para estimar o potencial fisiolégico
dos lotes de sementes. Em geral, esse método é destrutivo, demorado e influenciado
pela subjetividade do analista. Diante disso, faz-se necessario a inclusido de novas
tecnologias e principalmente processos nao destrutivos de elevado desempenho e
rapidez para avaliar a qualidade de sementes.

Em lotes de sementes de braquiaria, é possivel observar alta porcentagem
com diferenciacdo de preenchimento, isso esta diretamente relacionado com a
qualidade das sementes. E evidente que a morfologia da semente desempenha
papel significativo no crescimento de mudas saudaveis e uniformes (Meng et al.,
2016). Alteracoes na formacido e preenchimento das sementes de braquiaria
poderio ocasionar a formacio de plantulas anormais. Dentre as tecnologias épticas
oferecidas, a analise de imagens de raios X de forma automatizada torna-se
ferramenta altamente necessaria, pela precisio, que possibilita detectar sementes
danificadas ou malformadas.

A andlise de imagem por raios X é uma técnica utilizada para avaliacio de
estruturas internas das sementes, bem como caracteristicas do tegumento, que
permitam predizer a probabilidade de desempenho fisiologico, identificar
alteracoes que indiquem a producio de 6rgaos anormais e suas consequéncias
inevitaveis durante o cultivo no campo, permitindo o reconhecimento de padraoes,
gerenciamento de dados, fornecendo analises de amostras precisas, rapidas e nio
destrutivas (Xia ef al., 2019). No entanto, o uso das imagens radiografadas para a
avaliacdo de commodities agricolas esta em estagio preliminar, e necessita de mais
estudos para determinacio de parametros de qualidade de lotes de sementes
(Ahmed et al., 2018).

Nesse sentido, a hipdtese dessa pesquisa é identificar parametros de
qualidade de diferentes cultivares de sementes de braquiaria por meio de analises
de imagens correlacionadas com testes fisiologicos e anatomicos. Objetivou-se
avaliar a qualidade fisiologica de sementes de braquiaria utilizando métodos

automatizados de analise de imagens de raios X, comparando com germinacio e
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caracterizacdo anatomica, com finalidade de selecao de lotes de sementes de forma

rapida e eficaz.
| 4.2 MATERIAL E METODOS
\ 4.2.1. Instalacdes dos ensaios
O experimento foi conduzido no Laboratorio de Sementes, do IF Goiano —
Campus Rio Verde, GO. Foram utilizadas sementes comerciais puras nao

revestidas da espécie Brachiaria Brizantha (cv. Marandu, cv. Piata e cv. Xaraés) da

safra 2020.

\ 4.2.2. A Massa de 1000 Sementes

Foi obtida a partir de oito repeticoes de 1000 sementes para cada variedade
estudada, as quais foram pesadas em balanca de precisido, conforme as regras para

analise de sementes (Brasil, 2009).
\ 4.2.3 Teor de Agua

O teor de agua inicial das sementes foi determinado pelo método de estufa a
105+3-°C por 24 horas, adaptado de acordo com Brasil (2009), utilizando quatro
repeticoes de S0 sementes, o correspondente a 4,5 gramas. A pesagem das sementes

foi realizada em balanc¢a analitica com resolucio de 0,001g e os calculos foram

efetuados de acordo com a formula:

Pf:Pi‘(loO—TAz )

100—TAf
Em que: Pf: massa final da amostra (g); Pi: massa inicial da amostra (g);
TAi: teor de agua inicial das sementes (%b.u); TAf: teor de agua desejado (%b.u).

\ 4.2.4 Morfologia interna das sementes pela técnica de raios X

O teste de raios X foi realizado com 100 sementes braquiaria com 4

repeticoes, dispostas em placas de acrilico transparente sobre fita adesiva de dupla
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face, numeradas para que pudessem ser identificadas nas avaliacdes posteriores, e
submetidas a radiacio em equipamento de raios X “Faxitron HP”, modelo 43855A,
na intensidade de 30 Kv por 10 segundos. Apos a exposicao a radiagao, as imagens
digitais; foram analisadas por meio do puglins IJCropSeed desenvolvido para o

software ImageJ® (Medeiros et al., 2020a).

Tabela 3. Variaveis analisadas através das imagens de raios X de forma

automatizado pelo ImageJ.

\ Variaveis Unidade Descricao

Area de selecio obtida em pixels
Area (mm?) quadrados e convertida posteriormente

| em unidades de milimetros quadrados

Circularidade = 4-m-Area /Perimetro>.
Nesta equacio, valores iguais a 1,0
Circularidade Circularidade indicam um circulo perfeito e 2 medida
que os valores tendem a () sugerem uma

forma alongada

Determinado pela divisio da area
efetivamente preenchida com tecido de
Preenchimento % alta densidade (niveis de cinza acima do
limite definido inicialmente) pela area

total de cada semente

Definida como a soma dos valores cinza

de
Densidade
cinza.pixel” todos os pixels na area selecionada
relativa
dividida pelo numero de pixels da

selecio

\ 4.2.5 Teste de Germinacio.

O teste de germinacido foi realizado em folhas de papel mata-borrao,
umedecidos com agua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do

substrato seco com quatro repeticoes de 50 sementes condicionadas em caixas

plasticas transparentes (que foram lavados e secos em estufa) antes do
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condicionamento das sementes. As caixas plasticas foram mantidas em cimara de
germinacido regulada a temperatura de 35°C, com fotoperiodo 8 h/dia e
temperatura de 20°C, com fotoperiodo 16 h/noite (Brasil, 2009).

A porcentagem de plantulas germinadas normais (representada por
plantulas que possuiam todas as estruturas essenciais desenvolvidas como sistema
radicular, parte aérea e coledptilo sem nenhum tipo de dano, bem desenvolvidas,
completas, proporcionais e sadias) foi computada na primeira contagem da
germinacdo ao 7° dia (G7) e na contagem final ao 21° dias (G21). Foram
contabilizadas também durante a contagem final, além das pliantulas normais, as
plantulas anormais (aquelas que nio mostraram potencial para continuar seu
desenvolvimento e dar origem a plantas normais, mesmo crescendo em condicoes
favoraveis), sementes duras (sementes que permanecem sem absorver agua por
periodo mais longo que o normal e apresentam, portanto, no final do teste com
aspecto de sementes recém-colocadas no substrato, nio intumescidas) e mortas

(sementes que no final do teste ndo germinaram, ndo estio duras, apresentam-se

amolecidas e ndo apresentam nenhum sinal de inicio de germinacao) (Brasil, 2009).
\ 4.2.6 Caracterizacio: morfoanatomia.

Para caracterizacio anatomica, a execucdo dos testes foi mediante a
retirada de amostras de 10 sementes de cada cultivar de braquiaria. Em seguida, o
material vegetal foi fixado conforme protocolo descrito por Karnovsky (1965), por
24 horas. Apos este periodo, as amostras foram pré-lavadas em tampao fosfato e
desidratadas em série etilica crescente, pré-infiltrado e infiltrado em historesina
(Leica, Alemanha), conforme recomendacoes do fabricante.

Para avaliacido estrutural, as amostras foram seccionadas transversalmente
a 7 pm de espessura em micrétomo rotativo de mesa (Modelo 1508R, Logen
scientific, China) e os cortes corados com azul de toluidina (O’Brien et al., 1964) As
observacoes foram realizadas na regido de reserva das sementes, e as imagens

fotografadas em microscopio Olympus (BX61, Tokyo, Japao) acoplado com

camera DP-72 utilizando a op¢ao de campo claro.

‘ 4.2.7 Analises bioquimica
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A atividade das enzimas foi realizada a partir de amostras de 30 sementes
inteiras de braquiaria de cada cultivar. As sementes foram armazenadas
individualmente em papel aluminio e mantidas em nitrogénio (N,) liquido, em
seguida, armazenadas em ultrafreezer a -80°C para posterior analise.

A obtencao do extrato enzimatico utilizados na determinacio da atividade
das enzimas a-amilase (a-amy) e p-amilase (B-amy) foi realizada a partir de 0,200 a
0,250 g de sementes maceradas em N2 liquido das que haviam sido armazenadas
no ultrafreezer a -80°C, homogeneizadas em 2 mL de tampao fosfato de potassio
(100 mM) (pH 6,8), contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM,
polivinilpirrolidona (PVPP) 5% (m/v) e fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) 1
mM. O homogeneizado foi mantido overnight durante 14 horas na geladeira a 10°C
e em seguida centrifugado a 12000 % g, por 15 min, a 4-°C, sendo o sobrenadante
foi usado como extrato para as determinacdes enzimaticas.

A atividade da o-amilase (0-amy) e pB-amilase (B-amy) foi determinada
pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS), segundo descrito por
Bernfeld (1955), Tarrago and Nicolas (1976) e Kishorekumar ef al. (2007). Os
acucares redutores formados pela acdo da alfa e beta amilase foram quantificados
pela leitura da absorbancia em 540 nm e os cidlculos foram realizados utilizando a
curva padrio de maltose 0,5 mg' mL™" 2%.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada pela adicdo de 10 pL
dos extratos brutos utilizados na determinacdo da atividade enzimatica das
sementes em 1190 pL. de solucdo de Bradford, as absorbancias foram

determinadas a 595 nm (Bradford, 1976) expressa em g.g .

4.2.8 Analises Estatisticas dos Dados.

Os dados quantitativos obtidos foram submetidos as analises anteriores de
homogeneidade (Teste Levene) e normalidade dos erros (Teste Shapiro-Wilk).
Com a normalidade dos dados confirmadas, a ANOVA, seguida do teste Scott

Knott “*” (p <0.05) e “**” (p <0.01).
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A correlagdo e Componentes principais (PCA) foi realizada em consisténcia
preliminar do banco de dados excluindo os valores outliers, através da analise de
boxplot. Posteriormente, procedeu-se a normalizacdo dos dados para que a média
fosse igual a 0 e variancia igual 1. Posteriormente, realizou-se a confeccio da
matriz varidncia e covaridncia para realizacio da anilise de componentes
principais (PCA) (Hotelling, 1933). A variacido total acumulada foi considerada
como critério de selecio dos componentes principais (PC), sendo mantidos o K
primeiros PC capazes de explicar pelo menos 70-% da variacio total (Ferreira,

2008).

4.3 RESULTADOS

4.3.1. Teor de agua e massa de mil sementes

O teor de agua das sementes apresentou valores semelhantes entre as trés
cultivares estudadas, variando de 9,1 a 9,8%, sendo que a cultivar Marandu
apresentou maior percentual e a Xaraés o menor resultado. A massa de mil
sementes demostrou que a cultivar Xaraés possui maior densidade quando

comparada com as outras cultivares (Danos nio demostrado).

4.3.2. Morfologia interna das sementes pela técnica de raios X

Os dados de classificacio das sementes com a técnica de raios X, mostram
que a cultivar Xaraés apresenta o maior nimero de sementes com danos e espa¢os
no endosperma (Fig. 6 I - L), quando comparado com as imagens de Marandu

(Fig. 6 A - D), e Piata (Fig. 6 E - H).
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Fig. 6. Diferencas na estrutura interna das sementes de Brachiaria brizantha apos
analise de raios X. (A, B, C e D) semente cv. Marandu. (E, F, G e H) semente cv.

Piata. (I, J, K e L), sementes cv. Xaraés.

Com as imagens radiografadas é possivel destacar e selecionar pelos niveis
de coloracdo acinzentada, regides com maior integridade fisica nas sementes de
braquiaria (Fig. 7). A figura mostra a imagem original dos raios X e sua
representacio em 3D com variacoes nas tonalidades de cores de acordo com a
integridade e densidade dos tecidos (Fig. 7). A utilizacio da técnica de histograma
em 3D destaca regides vigorosas com coloracoes quentes (Fig. 7A, C e E), dando
origem a plantulas com melhor indice de desenvolvimento, enquanto regidoes com
menor qualidade fisiologica com cores frias (Fig. 7B, D e F), podem desencadear

plantulas anormais e baixa porcentagem de germinacio.
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Fig. 7. Imagens radiograficas e seus histogramas em 3D de sementes Brachiaria
brizanthai. (A e B) cv. Marandu. (C e D) Piata. (E e F) Xaraés. Coluna esquerda,
sementes com maior densidade dos tecidos. Coluna direita sementes com menor

densidade dos tecidos.
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Em relacio a qualidade fisica das sementes extraidas das imagens
radiografadas sao apresentadas na tabela 4. A cultivar Marandu apresentou maior
area e porcentagem de preenchimento, quando comparada a cultivar Piata e
Xaraés. A cultivar Piatd teve resultados similares com a cultivar Marandu na
densidade relativa. Na classificacdo, a cultivar Xaraés demostrou menor area,
densidade relativa e porcentagem de preenchimento, em relacio a cultivar

Marandu e Piata.

Tabela 4. Parametros fisicos avaliados das imagens de raios X das sementes de

braquiaria, cultivares Marandu, Piata e Xaraés, usando o programa ImageJ.

Area Densidade Preenchimento
Cultivares 5 Circularidade Relativa (%)
(mm-) . .
(cinza.pixel™)
Marandu | 8-33£0.07a | 0.69+0.003b 70.73+0.69a 92+0.23a
Piati 7.25+0.04b | 0.76+0.003a 68.31+1.19a 89+0.58b
Xaraés 6.63+0.07c | 0.68+0.004b 58.43+1.18b 84+0.57¢
One-Way ANOVA
F (t-test) 193.83" 132.08" 38.86™ 76.19™
p 0.00825 0.00000 0.00000 0.00000

Média = EP (n = 4), Médias seguidas de mesmas letras nao diferem entre si

a 1% (**) de probabilidade pelo teste Scott Knott.

4. 3.3 Teste de Germinacio.

Para o indice de velocidade de germinacgio, porcentagem de germinacio,
plantulas normais e ndo germinadas, foi observada semelhanca entre os resultados
dos cultivares Marandu e Piata e nao houve diferencas significativas (Tabela 5). No
entanto, o cultivar Xaraés, demonstra reducao em todas as variaveis analisadas

quando comparado com os cultivares Marandu e Piata.
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Tabela 5. indice de velocidade de germinacdo (IVG), porcentagem de germinacio
(%), plantulas normais, plantulas anormais e ndo germinada em sementes de trés

cultivares de braquiaria apos 13 dias do teste de germinacao.

Cultivares IVG Gerl(lzz)n)ag:ﬁo Anormais Genli?l:)adas
Marandu 4.0+0.57a | 70+4.55a | 8+1.31a | 22+1.60b

| Piata 43x0.07a | 71%1.73a | 12+4.86a | 28x1.31b

| Xaraés 2340.21b | 48+4.99b | 14+1.93a | 40+1.89a

| One-Way ANOVA

| F (t-test) 30.3671°  10.9039 * 0.1614ns  9.1294**

| p <.0001 0.0039 0.8534 0.0068

Média £ EP (n = 4), Médias seguidas de mesmas letras niao diferem entre si a 5%

(*) e 1% (**) de probabilidade pelo teste Scott Knott. (NS) nao significativo.

\ 4.3.4. Caracterizacdo anatomica das sementes
As diferencas de preenchimento das sementes promoveram alteracées das
células da regido do endosperma de braquiaria (Fig. 8B, D e F), quando

comparadas as sementes sem alteracoes fisicas (Fig. 8A, C, E).
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Fig. 8. Estruturas morfoanatomicas das sementes de Brachiaria brizantha.
Sementes sem alteracio de preenchimento, (A, C e E) e com alteracoes de
preenchimento (B, D e F), previamente selecionadas pelo teste de raios X. (A - B)
semente cv. Marandu. (C - D) semente cv. Piata. (E - F), sementes cv. Xaraes.
Foram analisadas 200 sementes de cada cultivar. Setas amarelas demostram

alteracoes celulares.

A aplicacio da PCA nas variaveis de qualidade fisiologicas e nos dados
quantitativos extraidos das imagens de raios X das sementes de braquidria
demostraram que a varidncia total capturada foi de 75,40%, sendo 60,20% e
15,20% para PC1 e PC2, respectivamente (Fig. 9). E possivel observar a formacio
de trés grupos de caracteristicas, sendo: grupo I - amy, b-amy, Relative Density,

Filling, TP, GSI, Area e G%, apresentam correlacdo positivamente entre si; grupo
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II - PA% e circularidade, com correlacio positiva entre si; e gupo Il — composto
por NG%, correlacionado positivamente com grupo II e negativamente com o
grupo I. Em relacdo ao primeiro componente (PC1) as caracteristicas de sementes
NG%, PA% e circularidade apresentaram correlacio negativa, sendo NG% com
maior forca. As demais caracteristicas foram positivamente correlacionadas com
PC1. Ja para PC2, as caracteristicas G% e Area, foram negativamente
correlacionadas. De modo geral, todas as caracteristicas apresentaram grande
importancia para formacio dos PC, excetuando Relative Densidade e GSI. Em
relacdo aos cultivares (Groups) de Brachiaria brizantha nota-se comportamentos
distintos, sendo o cultivar Xaraés antagonica aos demais cultivares. Piata e

Marandu apresentam comportamentos similares.

I
I
PA%  *
3 1
I
I
I
: Groups
i @® Marandu
2 i A riata
1
| M Xaraés
I
I
~ : amy
o i cos2
[To) o !
< NG% : Filling 0.55
S : TP ®> 0.60
o |
O m e TN ___GSI__ -e> 0.65
m : Area o 070
I
! -e 0.75
i G%
Y | A - 080
1
i a® - 085
I
I
:
"] I
1
-2 i
4 2 0 2

PC1 (60.7%)

Fig. 9. Biplot dos componentes principais das variaveis de area, circularidade,
densidade, porcentagem de preenchimento, indice de velocidade de germinacio,
porcentagem de germinacio, PT — Proteinas totais, amy = a-amy alpha amylase, b-
amy = f-amy beta amylase, plintulas normais e anormais, nio germinadas dos
cultivares de Brachiaria brizantha. cos2 — importancia da variavel para defini¢ao
do componente principal (PC); PC1 — primeiro componente principal; PC2 —

segundo componente principal.
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| 4.4 DISCUSSAO

A técnica de analise de imagem por raios X evidencia a estrutura fisica das
sementes, por ser uma metodologia nao destrutiva e sem subjetividade, é altamente
desejado pela induastria de sementes (Mahajan et al., 2018). Essa metodologia
permite identificar mudancas nas propriedades morfologicas das sementes de
braquiaria, ocasionados por diversos fatores como, alteracdes fisiologicas durante
0 processo de maturacio, ataque de pragas, danos mecanicos no processo de
colheita e armazenamento. O endosperma desempenha papel vital no apoio ao
crescimento embrionario, fornecendo nutrientes, protegendo e controlando o
crescimento do embrido, atuando como barreira mecanica durante o
desenvolvimento e germina¢do da semente (Yan et al., 2014) Portanto, identificar
de forma rapida e precisa a condicao fisica do endosperma é importante para
avaliar a qualidade de diferentes cultivares de semente.

As sementes de braquiaria com maior densidade, porcentagem de
preenchimento e integridade celular apresentaram maior qualidade fisiolégica.
Essa informacio é de grande importiancia para o setor sementeiro, uma vez que a
rapida identificacio de sementes de boa e ma qualidade contribui para a
otimizacdo do processamento e controle da qualidade da producio de sementes
(Medeiros et al., 2020b; Rahman and Cho, 2016). Em estudos com brocolis (Abu,
2018) e leucena (Medeiros et al., 2018), evidenciaram que a determinacio da
densidade tecidual das sementes obtidos a partir de imagens de raios X ¢
promissora e apresenta forte correlacio com a qualidade fisiologica das sementes.
Sementes com maiores densidades sdo correlacionadas com maior porcentagem de
germinacao e formacao de plantulas normais.

As sementes com alteracées na qualidade fisiologica podem apresentar
mudancgas bioquimicas importantes, como exsudac¢io do conteudo de carboidratos
(He et al, 2019), além da oxidacdo, acarretando no afrouxamento da parede de
membranas, como resultados, as proteinas internas perdem sua elasticidade,
aumentando a fragilidade dos tecidos celulares, como formacao de rachaduras dos

cotilédones (Jyoti e Malik, 2013), os cotilédones terdo forma irregular, bem como,

rachaduras. Além disso, como evidenciado neste estudo, as alteracoes na qualidade


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1537511018303787#bib35
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53

fisiologica das sementes podem estar diretamente relacionadas com a formacao das
sementes, principalmente no que tange a aspectos relacionados a desestruturagoes
celulares em sementes com baixa densidade e porcentagem de preenchimento.

Pesquisas recentes tém apresentado dados de parametros fisicos internos
avaliados por imagens de raios X de sementes. com eficicia na correlacio com
atributos de germinagao e vigor (Abud et al., 2018). Estudando o aprendizado de
maquinas para classificacao de sementes de Brachiaria brizantha, Medeiros et al.
(2020b) evidenciou que a ferramenta IJCropSeed desenvolvidas pelos
pesquisadores tem alta eficiéncia na selecio de lotes de sementes com maior
qualidade. Neste estudo, trabalhando com diferentes cultivares da espécie foi
possivel constatar que essa relacao, possivelmente, estende-se para sementes com
caracteristicas fisicas semelhantes.

A aplicacio do teste de raios X em sementes de diferentes cultivares de
braquiaria também demostrou relacio entre a morfologia interna das sementes e a
qualidade fisiologica. Essa técnica possibilita caracterizar a morfologia interna das
sementes, como identificacado de sementes cheias e sementes malformadas, danos
por predacido por insetos, injurias mecinicas no ato da colheita, transporte e/ou
armazenagem e porcentagem de area interna vazia (Arruda et al., 2016; Al-Turki e
Baskin, 2017).

O uso da técnica de raios X é vantajoso na reducio de custos de
armazenamento de sementes por possibilitar a separacio das sementes,
contribuindo para a formaciao de lotes com sementes mais vigorosas (Medeiros et
al., 2020c). Além de ser uma técnica valiosa de forma rapida, precisa e nao
destrutiva relacionadas ao desempenho da semente. Os resultados obtidos na PCA
corroboram com essas afirmacdes, uma vez que, caracteristicas de qualidade da
semente e vigor estao intimamente relacionadas com parametros mensurados via
técnica de raios X, por exemplo, Area, TP, Filling, amy e G%. Outro ponto ¢é o
comportamento contrario de NG% com as demais citadas acima.

A atividades das enzimas alfa e beta amilase estio diretamente ligadas a
qualidade das sementes. Essas variaveis podem ser associadas a rapida hidrdélise do
amido, resultando em maior energia disponivel para o crescimento inicial das
plantulas (Oliveira et al., 2013; Medeiros et al., 2021). Portanto, as analises de
amilase também apresentam potencial para auxiliar na selecio de lotes de

sementes de braquidria com maior qualidade. Neste sentido, os resultados
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indicaram que as sementes com maior densidade, Filling, TP e amy formam
plantulas normais. Em adicio, o comportamento das cultivares (Xaraés em relacao
a Piata e Marandu) evidencia o potencial de utilizacio da técnica de raios X para

selecio de lotes de sementes e cultivares.

4.5 CONCLUSAO

As anailises de imagem de raios X podem ser correlacionadas com a
qualidade fisiolégica e bioquimica das sementes de braquiaria. Essa técnica ¢é
eficiente na selecio de cultivares com maior qualidade, e pode auxiliar na tomada
de decisdo de empresas e produtores de sementes em todo o mundo. No entanto,
apesar de ter interacio com a qualidade fisiologica das sementes a técnica de
imagem e raios X nio demostra danos quimicos ou outro dano nio fisico, como

efeitos genéticos.
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5. CONCLUSAO GERAL

O uso do revestimento em sementes de Urochloa brizantha nao altera a
qualidade fisiologica, tal efeito foi observado em funcio da profundidade de
semeadura. E primordial levar em consideracio tanto a profundidade quanto o
revestimento das sementes ao realizar a semeadura dessa espécie. O uso do
revestimento em sementes influenciou negativamente o indice de emergéncia e a
massa seca da parte aérea. As analises de imagem de raios X podem ser
correlacionadas com a qualidade fisiologica e bioquimica das sementes de
braquiaria. A técnica de raios X mostrou ser eficiente na selecao de sementes com

maior qualidade.
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