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POTENCIAL FISIOLOGICO DE SEMENTES DE Crotalaria juncea L.

RESUMO - O desenvolvimento de procedimentos sensiveis para rapida
obtencdo de informacbes precisas sobre o potencial fisiologico de lotes de
sementes é essencial para o desenvolvimento de programas de controle de
qualidade pelas empresas produtoras das mesmas. Nesta pesquisa, foi avaliada a
eficiéncia de diferentes testes de vigor na determinacao do potencial fisiologico de
sementes de crotalaria e, o desempenho das mesmas sob condi¢gbes de estresse
hidrico. O estudo foi conduzido em duas etapas, sendo a primeira relativa a
selecdo de procedimentos adequados para a condugdo dos testes de
condutividade elétrica, envelhecimento acelerado, tetrazolio e de um sistema
automatizado de analise de imagem de plantulas (Seed Vigor Imaging System —
SVIS). Na segunda etapa, as sementes foram submetidas a diferentes situagcbes
de disponibilidade hidrica, utilizando-se solugdes aquosas de polietileno glicol
(PEG 6000). Para tal, foram utilizados cinco lotes de sementes. Os testes de
condutividade elétrica, envelhecimento acelerado com solug&o salina saturada e o
uso do software SVIS em plantulas com trés dias de idade podem detectar
eficientemente diferencas de vigor entre lotes de sementes de crotalaria. O
desempenho fisiolégico de sementes dessa espécie é fortemente afetado pelo

estresse hidrico.

Palavras-chave: SVIS, condutividade elétrica, tetrazélio, estresse hidrico.
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PHYSIOLOGICAL POTENTIAL OF Crotalaria juncea L. SEEDS

SUMMARY - The development of sensitive procedures for quickly obtaining
accurate information on the physiological potential of seed lots is essential for
developing quality control programs by seed companies. In this research, were
evaluated the efficiency of different vigor tests to determine the physiological
potential of sunn-hemp seeds, and the performance of seeds under water stress.
The study was conducted in two stages: the first consisted of the selection of
appropriate procedures for the electrical conductivity, accelerated aging and
tetrazolium tests, and of an automated system of seedling imaging analysis (Seed
Vigor Imaging System — SVIS). In the second stage, the seeds were submitted to
different water stress using aqueous solutions of polyethylene glycol (PEG 6000).
The electrical conductivity, and accelerated aging with a saturated salt solution
tests, and the SVIS on 3-day old seedlings can efficiently detect differences in
vigor between sunn-hemp seed lots. The seeds physiological performance is

strongly affected by water stress.

Keywords: SVIS, electrical conductivity, tetrazolium, water stress.



1. INTRODUCAO

A Crotalaria juncea L. € uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae, e
que tem sido utilizada como cultura de verdo para adubacéo verde, com boa
adaptacéo a seca, sendo cultivada em varias regides do mundo, particularmente
face ao seu elevado potencial de fixagdo de nitrogénio (WANG et al., 2009). Além
de proteger o solo contra a erosdo, reduzir a compactacdo do mesmo, promover
elevada reciclagem de nutrientes, supressao de patdgenos, plantas daninhas e
nematodides, fornece fibras de alta qualidade para a fabricacdo de papéis
especiais.

Apesar da importdncia e do crescente uso desta leguminosa, poucos
relatos existem com relacdo a germinagcdo e vigor de suas sementes; embora
sabe-se que a avaliacdo do potencial fisioldégico representa fator essencial para
garantir o estabelecimento de qualquer cultura multiplicada por sementes. Para
tanto, as informagdes sobre germinacdo sob condigbes o6timas (ISTA, 2009)
devem ser complementadas pelas provenientes de um ou mais testes de vigor.

O vigor pode ser refletido por varias caracteristicas, tais como velocidade
de germinagéao, uniformidade de emergéncia, crescimento de plantulas, resisténcia
a frio, a temperaturas e umidade elevadas, ao déficit hidrico, a substancias
toxicas, além de outros (CARVALHO, 1994). Deste modo, torna-se dificil o
desenvolvimento de um teste que indique, com razoavel precisdo, o
comportamento das sementes expressando caracteristicas tao distintas entre si.

Neste sentido, o estresse hidrico pode ser um método alternativo promissor
na avaliacdo do potencial fisiologico de sementes, uma vez que lotes de sementes
de alto vigor, normalmente, apresentam melhor desempenho do que aqueles de
menor vigor quando submetidos a ambiente com estresse.

Baseado nestes fatos, este estudo objetivou identificar testes eficientes
para avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de crotalaria e, verificar o
desempenho das mesmas sob condicbes de estresse hidrico, visando

correlacionar com informacdes geradas pelos testes de vigor.



2. REVISAO DE LITERATURA

A Crotalaria juncea L., familia Fabaceae, € uma leguminosa forrageira
originaria da india (MONEGAT, 1991), conhecida popularmente como crotalaria,
guizo-de-cascavel ou chocalho-de-cascavel, pelo fato de seus frutos quando
tocados apresentarem som semelhante ao de chocalho.

A crotalaria tem sido apontada como leguminosa com alto potencial para a
adubacgdo verde, em sistemas de rotagdo ou em consorcio, com efeitos
consideraveis na produtividade de culturas de grande expressdo econémica como
cana-de-acucar (DUARTE-JUNIOR & COELHO, 2008; AMBROSANO et al.,
2005), milho (SILVA et al., 2009; FOSU et al., 2004), trigo (LANGE et al., 2009),
arroz (JESUS et al., 2007), café (PAULO et al., 2006) e algodao (BAUER et al.,
2009); proporciona viabilidade econémica e sustentabilidade aos sistemas de
producdo, por reduzir a necessidade da aplicagédo de nitrogénio sintético.

A utilizagdo da crotalaria na adubagdo verde tem crescido
consideravelmente pela sua eficiéncia no controle de populagées de nematodides
(MORAES, et al., 2006; GARRIDO et al., 2008), na supresséao de plantas daninhas
(MONQUERO et al., 2009; ADLER & CHASE, 2007; FONTANETTI, et al., 2004;
SEVERINO & CHRISTOFFOLETI, 2004; TEIXEIRA et al., 2004), por reduzir os
custos de producdo pela diminuicdo da aplicagdo de agroquimicos e contribuir
para o sistema de cultivo organico e sustentabilidade dos agroecossistemas.

Seu sistema radicular profundo, ramificado e vigoroso é capaz de romper
camadas compactadas do solo, promover elevada reciclagem de nutrientes e
aumentar a infiltracdo de agua no solo (CARVALHO et al., 2002). Além disso, por
apresentar fibras de alta qualidade, tem sido também utilizada na fabricagdo de

papéis especiais.

2.1.Potencial fisiologico de sementes



O emprego de sementes de alto potencial fisiolégico € de extrema
importancia nos sistemas de produgado agricola. Em sistemas de rotagdo ou em
consércio com varias culturas, por exemplo, para garantir a viabilidade econémica
e a sustentabilidade dos sistemas de produgéo organica pela adubacéo verde, o
uso de sementes vigorosas representa importante estratégia para os agricultores,
por refletir no estabelecimento uniforme e satisfatério das plantas em campo.

O teste de germinacao tem sido internacionalmente aceito na estimativa do
potencial fisiolégico de sementes (ISTA, 2009). Porém, suas limitagbes sao
reconhecidas, por fornecer informacdes, apenas, sobre o desempenho das
sementes em condi¢bes favoraveis, raramente encontradas no campo (MARCOS-
FILHO, 2005). Todavia, os testes de vigor podem ser capazes de estimar a
capacidade das sementes produzirem plantulas normais sob ampla faixa de
condi¢cdes ambientais.

Vérios testes tém sido desenvolvidos e aperfeicoados para avaliagdo do
potencial fisiol6gico de sementes, no sentido de identificar possiveis diferencas de
vigor entre lotes que apresentem percentagens de germinacéo semelhantes. Vale
ressaltar que a avaliagdo do potencial fisiologico de sementes, além de garantir
qualidade aos produtores, comerciantes e agricultores, permite, ainda, a redugéo
de riscos provenientes da aquisicao de material de qualidade desconhecida e o
pagamento de precos irreais.

Para sementes de crotalaria, nenhuma técnica que possa estimar o
desempenho de lotes de sementes em condi¢gdes sub-6timas encontra-se
disponivel e sabe-se que, durante o processo de produgéo, diferencas inerentes
ao potencial fisiolégico entre lotes de sementes vém tornando-se realidade
frequente, com aumentos consideraveis nos custos de produgdo agricola. Deste
modo, o desenvolvimento de métodos padronizados que fornegcam dados precisos
e confiaveis para avaliagdo do vigor de sementes é fundamental.

Os testes de vigor, de uso cada vez mais rotineiro pela industria de
sementes, constituem-se em instrumento imprescindivel na determinacdo do

potencial fisiolégico de sementes. As empresas produtoras e as instituicoes



oficiais tém incluido esses testes em programas internos de controle de qualidade
para garantia do potencial fisiolégico das sementes destinadas a comercializagéo
(MARCOS-FILHO, 2005).

De acordo com DELOUCHE (2004), o vigor esta diretamente relacionado a
taxa de deterioracdo da semente que, a medida que esta avanga diminui a
resisténcia ou tolerdncia da mesma aos estresses ambientais e reduz a
emergéncia de plantulas em campo.

VIEIRA et al. (1994) destacaram a importancia da utilizagdo de varios testes
para avaliacao do vigor das sementes, uma vez que estas podem mostrar reacdes
variaveis diante da exposicao as diferentes situacdes especificas de cada teste.

O teste de condutividade elétrica tem sido amplamente aceito e utilizado
(PANOBIANCO & VIEIRA, 2007; VANZOLINI & NAKAGAWA, 2005), sendo capaz
de estimar rapidamente o potencial de desempenho de sementes em campo,
mediante a determinacéo da taxa de lixiviagdo de solutos das sementes em agua,
como aminoacidos e ions inorganicos, refletindo o grau de deterioracdo das
membranas celulares (POWELL, 1986; PANOBIANCO & VIEIRA, 2007;
PANOBIANCO et al., 2007; VIEIRA et al., 2008).

O teste de envelhecimento acelerado baseia-se no principio de que a taxa
de deterioracdo das sementes é aumentada consideravelmente pela exposicao
destas a temperatura e umidade relativa do ar elevadas, sendo estes os fatores
ambientais mais relacionados a deterioracdo das mesmas. Desse modo, lotes de
sementes com alto vigor manterdo sua germinagéo apds serem submetidos ao
estresse, enquanto os de baixo vigor terdo sua germinacao reduzida (AOSA,
2009). E capaz de estimar eficientemente o vigor de sementes de soja (DUTRA &
VIEIRA, 2004), amendoim (ROSSETTO, et al., 2004), cornichdo (ARTOLA &
CARILLLO CASTANEDA, 2005a), lentilha (MAKKAWI & GASTEL, 2007) e feijgo
(DUTRA & TEOFILO, 2007). Além disso, este teste demonstra correlacdo positiva

com o potencial de armazenamento de sementes.



Em 2001, o teste de envelhecimento acelerado foi aprovado oficialmente
como um teste de vigor para sementes de soja nas Regras Internacionais para
Andlise de Sementes (ISTA, 2001).

O principio do teste de frio é a exposicdo das sementes a baixa
temperatura, alta umidade do solo (normalmente 70% de saturagéo) e presenca
de agentes patogénicos, seguido por um periodo de crescimento de plantulas sob
temperaturas entre 25 e 30 °C (LOEFFLER et al., 1985). Para garantir a presenca
de patdgenos no substrato, o solo deve ser proveniente de campo ja cultivado com
a espécie. Pode ser utilizado com sucesso em sementes de milho (CASEIRO &
MARCOS-FILHO, 2002), trigo (FANAN et al., 2006) e soja (CARVALHO et al.,
2000).

O emprego de testes rapidos na avaliagdo do potencial fisiolégico de
sementes constitui ferramenta imprescindivel, uma vez que proporciona agilidade
nas tomadas de decisdes no manejo de lotes de sementes nas etapas de pré e
pos-colheita. Dentre estes testes destaca-se o teste de tetrazdlio, que permite
avaliar a viabilidade e o vigor de lotes de sementes baseando-se na atividade das
enzimas desidrogenases envolvidas na respiracéo (AOSA, 2009).

Durante o teste de tetrazélio as sementes permanecem em contato com
uma solucao incolor de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio, a qual é reduzida pelas
enzimas desidrogenases, causando alteragcdes na coloragdo dos tecidos vivos da
semente (FRANCA-NETO et al., 1998). Em sementes vigorosas a solugdo de
tetrazolio tende a reagir mais lentamente nos tecidos, desenvolvendo coloragéo
mais suave em relagéo as sementes deterioradas. Por outro lado, tecidos mortos,
onde n&do ha atividade dessas enzimas, os embrides mantém-se na sua cor
natural (DELOUCHE et al., 1976).

Dentre as espécies documentadas na literatura em que o teste de tetrazolio
tem demonstrado eficiéncia na avaliacdo da viabilidade e vigor de sementes
destaca-se a soja (FRANCA-NETO et al., 1998), a mamona (GASPAR-OLIVEIRA
et al., 2010), o pepino (LIMA et al., 2010), a cunha (DEMINICIS et al., 2009), o
milho (ARAUJO et al., 2000), o tomate (SANTOS et al., 2007), o café (VIEIRA et



al., 1998), o algodao (VIEIRA et al., 1999) e o amendoim (BITTENCOURT &
VIEIRA, 1997; BITTENCOURT, 1999).

Para obtengdo de informacdes adicionais sobre o potencial fisioldgico de
sementes, técnicas automatizadas tém sido aperfeicoadas; dentre estas, destaca-
se o sistema automatizado de analise de imagem de plantulas (Seed Vigor
Imaging System — SVIS) desenvolvido por SAKO et al. (2001), que permite a
obtengcdo de resultados consistentes sobre o indice de vigor, uniformidade e
crescimento de plantulas, como constatado por HOFFMASTER et al. (2003) e
MARCOS-FILHO et al. (2009) em sementes de soja e MARCOS-FILHO et al.
(2006) em sementes de melao.

O SVIS permite, rapidamente, a obtencao de imagens digitais de plantulas
e, baseado no comprimento do hipocétilo e da raiz primaria, fornece informacgées
precisas de parametros associados com o vigor das sementes. Além da rapidez,
uma vantagem adicional desta tecnologia € a maior viabilidade econdmica em
relacdo aos testes de vigor tradicionais, estando os custos concentrados apenas
no investimento inicial, sendo economicamente reproduzivel pelo baixo custo de

execucgao.

2.2.Estresse hidrico

O estresse hidrico, cujo método fundamenta-se no principio de que
sementes mais vigorosas podem tolerar condigbes mais severas de déficit hidrico,
tem mostrado-se confiavel e com resultados muito semelhantes ao desempenho
das sementes em campo.

A disponibilidade de agua é o fator ambiental mais importante na fase de
germinagdo das sementes, pois a agua esta envolvida, direta ou indiretamente,
em todas as demais etapas do metabolismo subsequente, seja nas reacgdes
enzimaticas, na solubilizagdo de solutos e transporte de metabdlitos e na digestao
hidrolitica de proteinas, carboidratos e lipidios dos tecidos de reserva da semente,

culminando com a emergéncia e desenvolvimento da plantula (CARVALHO &



NAKAGAWA, 2000). A reducgédo progressiva do potencial hidrico do substrato
provoca decréscimo na percentagem de germinacao e emergéncia de plantulas
(CUSTODIO et al., 2009).

Deste modo, o estresse hidrico pode ser adotado como complemento as
informagbes geradas por outros testes de vigor, conferindo maior seguranca as
empresas quanto ao destino dos lotes na etapa de comercializagdo. Além disso,
ndo exige equipamentos sofisticados e ndo apresenta dificuldades consideraveis
para sua padronizacao. A eficiéncia do estresse hidrico na avaliacédo do potencial
fisiologico das sementes foi comprovada por alguns pesquisadores estudando
diversas espécies, dentre os quais podem-se destacar MORAES & MENEZES
(2003) e SILVA et al. (2006) em sementes de soja.

Na simulagdo do estresse hidrico, diversos compostos quimicos tém sido
utilizados, dentre eles o polietilenoglicol 6000, que tem sido utilizado com sucesso
em trabalhos de pesquisa, pela dificuldade em penetrar as células vegetais, ndo
ser degradado e nado causar toxidez, devido ao seu alto peso molecular
(HASEGAWA et al., 1984). Diferentemente, as solugbes de sacarose ou manitol,
podem causar problemas de fitotoxidade decorrente da entrada destes produtos
nas sementes. Contudo, ndo foram encontradas na literatura disponivel,
informacgdes sobre o emprego do polietilenoglicol 6000 (PEG 6000) na avaliagéo

do potencial fisiolégico de sementes de Crotalaria juncea L.



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de junho de 2009 a julho de
2010, no Laboratério de Analise de Sementes da Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP e
no Laboratério de Analise de Imagem da Escola Superior de Agricultura Luiz de
Queiroz, da Universidade de S&o Paulo.

Foram utilizados cinco lotes de sementes de crotalaria, colhidas na safra
2007/2008. Para o teste de envelhecimento acelerado tradicional e modificado,
além dos cinco lotes de sementes colhidos na safra 2007/2008, foram utilizados
sete lotes pertencentes a safra 2008/2009 e de cinco lotes da safra 2009/2010.

Os lotes de sementes de crotalaria foram cedidos pelas empresas
comerciais Wolf Seeds do Brasil S.A., J.C. Maschietto Ltda, Pirai Ltda e Seprotec.
As sementes foram homogeneizadas e separadas visando obtencdo da porcao
semente pura. Em todo o periodo experimental as sementes foram mantidas em
embalagens de papel multifoliado, sob cadmara fria regulada a 10 °C e 60% de

umidade relativa do ar.
3.1.Teor de agua das sementes
Foi determinado utilizando-se o0 método de estufa, a 105 £ 3 °C, durante 24
horas (BRASIL, 2009), com duas subamostras de 50 sementes para cada lote. Os
resultados foram expressos em percentagem.
3.2. Germinagao
Quatro repeticdes de 50 sementes por lote foram distribuidas entre areia,

contida em caixas de plastico (28,5 x 18,5 x 10,0 cm), mantidas a 20-30 °C e

fotoperiodo de oito horas. Quatro dias ap6s a semeadura foi realizada a primeira



contagem de germinacdo e, aos 10 dias, a avaliagdo final, computando-se a

percentagem de plantulas normais (BRASIL, 2009).

3.3. Envelhecimento acelerado tradicional (EA)

Cerca de 18 g de sementes por lote foram distribuidas em camada unica
sobre tela de ago inox acoplada no interior de caixas de plastico transparentes (11
x 11 x 3,5 cm), contendo 40 mL de agua desionizada para obtencdo de
aproximadamente 100% de umidade relativa do ar (MARCOS-FILHO, 2005). As
caixas foram tampadas e mantidas em camara de envelhecimento jaquetada de
agua, a 41 °C durante 48, 72 e 96 horas. Quatro repeticdes de 50 sementes por
lote foram colocadas para germinar de forma semelhante ao descrito
anteriormente para o teste de germinacao, sendo a avaliagao realizada aos quatro
dias apd6s a semeadura. Foi computada a percentagem de plantulas normais de

acordo com os critérios adotados no teste padréo de germinagéo.

3.4. Envelhecimento acelerado com solugao salina saturada (EASS)

Conduzido de forma semelhante a descrita para o procedimento tradicional,
substituindo os 40 mL de agua desionizada por igual quantidade de solugéo
saturada de NaCl (40 g¢g/100 mL de agua), estabelecendo ambiente com
aproximadamente 76% de umidade relativa do ar (JIANHUA & McDONALD,
1996).

3.5. Condutividade elétrica da solugdo de embebicao

Foi determinado pelo método de massa, com quatro repeticbes de 50
sementes para cada lote. As sementes foram pesadas (0,01 g) e colocadas em
copos de plastico (200 mL) contendo 75 mL de agua desionizada. Os recipientes

foram cobertos com pelicula aderente e mantidos a 25 °C durante 1, 2, 4, 8 e 16
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horas, a fim de estabelecer o periodo mais adequado para a classificacdo de lotes
com diferentes niveis de vigor. A condutividade elétrica da solugéo foi determinada
utilizando condutivimetro DIGIMED DM-32 e os resultados foram expressos em
relacdo ao peso das sementes (uS.cm™.g™") (KRZYZANOWSKI & VIEIRA, 1999;
MARCOS FILHO & VIEIRA, 2009).

3.6. Teste de frio

Foi conduzido com quatro repeticdes de 50 sementes por lote, utilizando-se
mistura de terra e areia (2:1), contida em caixas de plastico (28,5 x 18,5 x 10,0
cm). As caixas foram tampadas para minimizar a perda de agua e mantidas em
camara fria a 10 °C, durante sete dias. Apds este periodo, as caixas foram
destampadas e transferidas para ambiente com temperatura de 25 °C, onde
permaneceram por cinco dias (BARROS et al.,, 1999). Os resultados foram

expressos em percentagem de plantulas normais.
3.7. Sistema automatizado de analise de imagens de plantulas (SVIS)

Foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes para cada lote. As
sementes foram distribuidas sobre duas fileiras horizontais situadas no tergo
superior de folhas de papel toalha previamente umedecidas, posicionadas de
maneira que a raiz primaria pudesse crescer voltada para baixo. Em seguida
formaram-se rolos que foram transferidos para camara de germinagéo regulada a
20-30 °C e fotoperiodo de oito horas, mantidos durante trés e quatro dias. Apds
esses periodos, as plantulas foram ordenadas sobre uma folha de cartolina preta
disposta sobre a superficie de uma caixa de aluminio (60 x 50 x 12 cm), contendo
em seu interior um scanner HP Scanjet 2004, montado de maneira invertida e
operado por software Photosmart, com resolu¢do de 98 dpi (MARCOS-FILHO et
al., 2009). As imagens das plantulas foram digitalizadas e, em seguida, analisadas

pelo software SVIS, sendo computados dados referentes ao indice de vigor,
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crescimento e uniformidade das plantulas. O indice de vigor foi gerado pela
combinacg&o dos parametros crescimento (contribuicdo de 70%) e uniformidade de
crescimento de plantulas (contribuicdo de 30%), além do comprimento maximo
possivel de plantulas de crotalaria aos trés e quatro dias ap6s a semeadura (3,5 e
4,5 polegadas, respectivamente). Os resultados foram expressos pela média dos

valores obtidos em cada lote de sementes.

3.8. Tetrazodlio

Duas repeticdes de 50 sementes foram pré-condicionadas entre papel de
germinagdo umedecido, a 25 °C, durante 16 horas, para amolecimento do
tegumento e ativac&o do sistema enzimatico, resultando em coloragcdo mais nitida
(VIEIRA & VON PINHO, 1999). O pré-umedecimento das sementes por 18 horas
recomendado pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) ndo se
mostrou adequado, uma vez que este periodo desencadeou em protrusdo da raiz
primaria e resultados inconsistentes.

Para a coloracéo, foram estudados os seguintes preparos das sementes: A
— remogao do tegumento, com auxilio de lamina e pin¢a de ponta fina; B — corte
lateral-longitudinal sem a remog¢éo do tegumento, expondo o eixo embrionario; C —
corte longitudinal na regido distal ao eixo embrionario, no sentido da espessura da
semente através do embrido; D — corte transversal na regido distal ao eixo

embrionario, no sentido da largura da semente, através do embrido.
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A B C D

Figura 1. Métodos de preparo de sementes de crotalaria: (a) remocgédo do
tegumento; (b) corte lateral-longitudinal sem a remog¢ao do tegumento; (c)
corte longitudinal na regido distal ao eixo embrionario, no sentido da
espessura da semente através do embrido; (d) corte transversal na
regido distal ao eixo embrionario, no sentido da largura da semente,
através do embrido.

O teste foi conduzido com solugédo do sal 2,3,5 cloreto trifenil tetrazolio na
concentracao de 0,075%, por 120 minutos, a 40 °C (FRANCA NETO et al., 1998)
usado para semente de soja.. Apos o periodo de coloragédo, as sementes foram
lavadas em agua corrente e analisadas sob microscopio estereoscopico.

Dentre as metodologias testadas para o preparo das sementes, empregou-
se aquela que proporcionou maior uniformidade de coloragdo. Foram analisadas
alteragdes nos tecidos das sementes que possibilitassem a classificacdo das
sementes quanto a viabilidade e vigor. A classificacéo foi baseada nos parametros
estabelecidos por FRANCA NETO et al. (1998) em sementes de soja. Deste
modo, as sementes foram separadas em trés classes, similar ao que foi feito por
Bittencourt (1999) para sementes de amendoim: Classe 1: viaveis e vigorosas;

Classe 2: viadveis e nao vigorosas; Classe 3: n&o viaveis.

3.9. Emergéncia de plantulas em campo

Quatro subamostras de 50 sementes por lote foram dispostas em canteiros
no campo, em linhas de 1,5 m de comprimento e espagamento de 0,25 m entre si.
A avaliacao foi efetuada aos 10 dias apds a semeadura, e os resultados foram

expressos em percentagem de plantulas emersas (NAKAGAWA, 1994).
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3.10. Estresse hidrico

Para o teste de estresse hidrico, as sementes foram inicialmente tratadas
com mistura de carbendazin (150g.L™") + thiram (350 g.L™") na dose de 200 mL/
100 kg de sementes. Os experimentos foram conduzidos em duas etapas, em que
a primeira consistiu em submeter as sementes a seis situagdes de disponibilidade
hidrica, utilizando-se os potenciais de 0,0; -0,2; -0,4; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa obtidos
em solugdes aquosas de polietileno glicol (PEG 6.000), a fim de estabelecer um
nivel de potencial osmético padrdo que permitisse identificar sementes com alto
indice de vigor. Os calculos, das quantidades do soluto, foram obtidos com base
na equacao sugerida por VILLELA et al. (1991).

Na segunda etapa, as sementes pertencentes aos cinco lotes da safra
2007/2008, foram submetidas ao melhor nivel de potencial osmético estabelecido
no experimento anterior. O teste consistiu de quatro subamostras de 50 sementes,
distribuidas entre papel umedecido, acondicionadas a 25°C. Foram avaliadas as
seguintes variaveis: percentagem de germinacgao (primeira contagem e contagem
final), indice de velocidade de germinagédo (IVG), comprimento de plantulas e

biomassa seca das plantulas.
3.11. Analise estatistica

Para analise estatistica, os dados obtidos em cada teste foram analisados
separadamente por meio da analise de variancia, de acordo com o delineamento
inteiramente casualizado. Para contraste entre médias foi utilizado o teste de
Tukey (p < 0,05).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagao do potencial fisiolégico Inicial das sementes

Os teores de agua iniciais dos lotes variaram de 9,3 a 10,5% e, percentagens
de germinacdo superiores a minima para a comercializagdo de sementes de
crotalaria, que no Brasil € de 60% (BRASIL, 2008) (Tabela 1), foram apresentadas
por todos os lotes, revelando capacidade germinativa satisfatéria dos mesmos sob
condigbes ambientais favoraveis. O teste de germinacdo e a primeira contagem
foram similares quanto a diferenciacao qualitativa dos lotes, com a primeira contagem
(4 dias) variando entre 69 e 82% e a germinacéo (10 dias) entre 82 e 93%, ambos
detectaram desempenho inferior do lote 5 em relacédo aos lotes 1 e 4 (p < 0,05)

(Tabela 1). O teste de frio e a emergéncia de plantulas em campo nao acusaram

diferengas de vigor entre os lotes de sementes.

Tabela 1. Teor de agua (TA), germinacao (G) e vigor avaliado pela primeira
contagem de germinacao (PC), teste de frio (TF) e emergéncia de
plantulas em campo (EC) de cinco lotes de sementes de crotalaria, safra
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2007/2008.
Lotes TA G PC TF EC
..................................................... 0 e

1 9,9 93 a 82 a 83 a 85 a

2 9,4 90 ab 79 ab 84 a 84 a

3 10,5 89 ab 74 ab 81a 78 a

4 9,3 93 a 80 a 84 a 89 a

5 10,1 82b 69 b 81a 74 a
C.V. (%) - 4,5 6,2 8,0 8,8

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)
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4.2.Teste de condutividade elétrica e sistema automatizado de analise de

imagem de plantulas

Os parametros de vigor revelados pelo SVIS (Tabela 2), ou seja, o indice de
vigor, a uniformidade e o crescimento das plantulas, indicaram consisténcia de
resultados quando determinados em plantulas com trés dias de idade; maiores
indices de vigor, crescimento da raiz primaria/hipocétilo e uniformidade do
crescimento foram apresentados por sementes dos lotes 2, 3 e 4 e, o lote 5 o pior
desempenho (Figura 2).

Na analise automatizada das imagens das plantulas pelo SVIS aos quatro dias
de idade das plantulas (Tabela 2), verificou-se heterogeneidade dos resultados,
evidenciado pelo aumento no coeficiente de variagédo para os parametros indice de
vigor e crescimento das plantulas, dificultando a identificacdo de diferencas entre
lotes de sementes; nessa situacao, foi destacado, apenas, o lote 5 como o de pior

potencial, de acordo com os parametros indice de vigor e comprimento de plantulas.

Tabela 2. indice de vigor, uniformidade de crescimento e comprimento de plantulas
(mm) de cinco lotes de sementes de crotalaria, safra 2007/2008, aos trés e
quatro dias obtidos pelo sistema automatizado de avaliacédo do vigor de
sementes (SVIS).

Indice  Uniform. Comp. Indice Uniform. Comp.
Lotes vigor Cresc. plantulas vigor Cresc. Plantulas
(3 dias) (3 dias) (3 dias) (4 dias) (4 dias) (4 dias)
1 577 bc 814 b 19 bc 637 ab 867 a 21 ab
2 706 ab 830 ab 26 ab 754 ab 844 a 28 ab
3 792 a 894 a 30 a 770 a 840 a 29 ab
4 706 ab 857 ab 25 abc 775 a 867 a 29 a
5 554 c 797 b 18 c 546 b 849 a 18 b
C.V. (%) 9,2 4,2 14,9 13,7 3,3 20,9

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)
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Figura 2. Imagens digitais de plantulas de crotalaria, safra 2007/2008, trés dias apos
a semeadura, provenientes de uma repeti¢do de lotes de alto e baixo vigor,
lotes 3 (A) e 5 (B), respectivamente, analisadas pelo sistema automatizado
de avaliacao do vigor de sementes (SVIS).

No teste de condutividade elétrica as leituras da taxa de lixiviagcdo de solutos

na solugdo de embebic&o variaram entre 11,7 e 141,7 uS.cm™.g” (Tabela 3), entre 1
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e 16 horas de embebicéo, respectivamente; a distincdo clara do potencial fisioldgico
dos lotes de sementes ocorreu ap6s 1 hora de embebigdo, de maneira semelhante
aos resultados do SVIS, em plantulas com trés dias de idade, com os lotes 2, 3 e 4
como de vigor superior e, o lote 5 como de vigor inferior. Todavia, os resultados de
periodos de embebicdo de 4 e 8 horas foram mais uniformes, com coeficientes de

variacao relativamente inferiores.

Tabela 3. Condutividade elétrica (uS.cm™.g") de cinco lotes de sementes de
crotalaria, safra 2007/2008, em funcdo do periodo de embebi¢cédo, em 75
mL de agua desionizada, a 25 °C.

Condutividade elétrica

Lotes 1h 2h 4h 8h 16 h

1 18,4 bc 28,7 bc 51,7 bc 92,3 bc 122,5a

2 13,4 a 20,1 a 43,0 ab 80,1 a 112,4 a

3 11,7 a 17,9 a 40,0 a 82,7 ab 115,8 a

4 15,3 ab 23,1 ab 45,1 ab 83,6 ab 1171 a

5 21,3 ¢ 32,7c¢ 59,3 c 101,1 ¢ 141,7b
C.V. (%) 14,7 12,9 6,3 5,6 5,0

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)

A menor capacidade de reorganizagdo das membranas celulares durante o
processo de hidratagdo, bem como a dificuldade no reparo de danos as membranas
devido a rapida absor¢ao de agua, demonstraram estreita relagcdo com os parametros
de vigor analisados pelo SVIS, uma vez que houve tendéncia de menor indice de
vigor, comprimento e uniformidade do crescimento das plantulas ocorrer em lotes
com maiores valores de condutividade elétrica (Tabelas 2 e 3) . Assim, considerando
uma hora de embebicdo, a concentracio de lixiviados de 11,7 pS. cm™.g™ (lote 3)
(Tabela 3) refletiu em indice de vigor de 792 e uniformidade e comprimento de
plantulas de 894 e 30 mm, respectivamente, aos trés dias de idade (Tabela 2), ao

passo que a perda de solutos de 21,3 puS. cm™.g™ (lote 5) (Tabela 3), culminou em
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indice de vigor de 554, uniformidade de crescimento de 797 e plantulas de 18 mm de
comprimento (Tabela 2).

Portanto, foi constatada relagéo entre a quantidade de lixiviados perdidos pela
semente e o potencial de crescimento das plantulas avaliado pelo SVIS. Esses
resultados confirmam a hipétese de HEYDECKER (1972) e DELOUCHE & BASKIN
(1973), segundo a qual a degeneracdo das membranas e a redugdo no
desenvolvimento das plantulas estdo fortemente interligadas durante o processo de
deterioracao das sementes.

A eficiéncia do software SVIS para avaliagdo do vigor de sementes tem sido
relatada em sementes de diversas espécies, como alface (SAKO et al., 2001 e
PENALOZA et al., 2005), soja (HOFFMASTER et al., 2003 e MARCOS-FILHO, 2009)
e meldo (MARCOS-FILHO et al., 2006). HOFFMASTER et al. (2003) e MARCOS-
FILHO et al. (2009), também demonstraram potencial deste software na avaliagdo do
vigor de sementes de soja utilizando plantulas com trés dias de idade.

O teste de condutividade elétrica tem sido padronizado para outras sementes
de leguminosas (VIEIRA et al., 2004; ARTOLA & CARRILLO-CASTANEDA, 2005b;
MUASYA et al., 2006). Em sementes de crotalaria, NAKAGAWA et al. (2003)
propuseram 24 horas como periodo de embebicéo, a 20 °C, na avaliagdo do vigor de
lotes de sementes. Nesta pesquisa, o periodo de 1 hora de embebicdo das sementes
em agua, a 25 °C, foi suficiente para estratificacdo dos lotes em niveis de vigor, com
resultados consistentes e reproduziveis, ao passo que, a embebicdo por 16 horas
desencadeou em protrusdo da raiz primaria, influenciando diretamente na taxa de
lixiviagdo de exsudatos (Tabela 3). Entretanto, quando a lixiviagado dos exsudatos na
solugdo de embebigao foi determinada com 4 ou 8 horas, houve maior estabilidade
de lixiviados e consequente reducao no coeficiente de variagéo.

Portanto, avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de crotalaria pode
ser executada de forma precisa pelas leituras de condutividade elétrica da solugéo
de embebicdo, bem como pela utilizagdo do software SVIS. Este software,
associado ao teste de condutividade elétrica pode ser incluido em programas de

controle de qualidade para auxiliar a tomada de decisées em diferentes etapas de
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producdo e da utilizacdo de sementes de crotalaria, fornecendo informacdes
valiosas sobre o grau de deterioracdo, potencial de crescimento inicial e
uniformidade de emergéncia de plantulas, componentes essenciais no sucesso do

estabelecimento das plantas em campo.

4.3.Envelhecimento acelerado

As percentagens de plantulas normais no teste de germinacdo, das trés
safras agricolas, variaram de 82 a 95% (Tabela 4), superiores a estabelecida para
a comercializacdo de sementes de crotalaria (BRASIL, 2008), indicando alto
potencial dos lotes para germinarem e proporcionar alta densidade de plantulas
sob condigbes de campo favoraveis, os quais foram estatisticamente semelhantes
entre si, indicando apenas inferioridade do lote 5 da safra 2007/2008.

A pequena variagdo entre os teores de agua iniciais dos lotes da safra
2007/2008, de 9,3 a 10,5% (Tabela 1), como relatado anteriormente, conferiu
seguranga as confrontacdes fisioldgicas decorrentes dos testes, considerando-se
que a uniformidade desta caracteristica € imprescindivel ao alcance de resultados
consistentes (TORRES & MARCOS FILHO, 2001). Além disso, as medidas de
lixiviagao de solutos no teste de condutividade elétrica permitiram o ranqueamento
consistente dos lotes de sementes, destacando os 2, 3 e 4 como de vigor superior
(p < 0,05) (Tabela 3). Para a obtengdo de informagdes adicionais, as sementes
foram envelhecidas durante 48, 72 e 96 horas, com e sem o uso de solugéo
saturada de sal (tradicional — EA e com solugéo salina — EASS).

As condigcbes de estresse proporcionadas pelo EA tradicional (alta
temperatura e umidade relativa do ar) e o menor tamanho das sementes de
crotalaria, determinaram elevados teores de agua (Tabela 5) e, como
consequéncia, acentuado grau de deterioracdo (Tabela 6). Os resultados do
presente estudo sao consistentes com as observacdes de ARTOLA & CARILLO
CASTANEDA (2005a), em sementes da leguminosa forrageira cornich&o, de que a

exposicao das sementes a 41 °C e umidade relativa do ar de 95% reduzem
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drasticamente o vigor das mesmas. Assim, pode haver, nessas condigdes,

limitagdes a avaliagdo do vigor de sementes.

Tabela 4. Germinacéo inicial de lotes de sementes de crotalaria, safras 2007/2008,
2008/2009 e 2009/2010.

Lote Germinagao
Safra 2007/2008  Safra 2008/2009 Safra 2009/2010

1 93 a 89 a 95 a
2 90 ab 89 a 87 a
3 89 ab 87 a 91 a
4 93 a 79 a 90 a
5 82b 92 a 92 a
6 - 88 a -
7 - 88 a -
C.V. (%) 4,5 6,5 5,1

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)

Apds a exposigao das sementes ao EASS, verificaram-se teores de agua
acentuadamente inferiores (Tabela 5). Contudo, dentre os periodos estudados,
apenas o periodo de envelhecimento de 96 horas acusou diferengas de vigor entre
os lotes de sementes (Tabela 6), com inferioridade do lote 3, além de confirmar o
potencial fisiolégico inferior do lote 5; os periodos de 48 e 72 horas nao foram
considerados apropriados para o EASS em sementes de crotalaria.

Durante o teste de envelhecimento acelerado, variagdes na absorgcéo de
agua pelas sementes podem desencadear grande impacto na fisiologia celular,
resultando em deterioracdo diferenciada e, consequentemente, resultados
desuniformes, com reducgéo da eficacia deste teste (AOSA, 2009). Neste trabalho,
os teores de dgua ap6s o EASS durante 96 horas variaram entre 12,4 e 14,3%

(Tabela 5) e, apesar da pequena variagao (1,9 pontos percentuais), maiores graus
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de deterioragéo foram verificados em lotes de sementes com teores de agua mais

elevados, 14,3 e 13,8%, lotes 3 e 5, respectivamente, contrastando com os

resultados obtidos pelo teste de condutividade elétrica (Tabela 3) que indicou

maior vigor ao lote 3.

Tabela 5. Teor de agua de cinco lotes de sementes de crotalaria, safra 2007/2008,
apos o teste de envelhecimento acelerado tradicional (EA) e com o uso

de solugcdo saturada de NaCl (EASS), em trés periodos de
envelhecimento, a 41 °C.
Lote EA EASS
48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h
................................................... 0t
1 36,2 40,0 43,9 12,5 13,3 12,4
2 37,3 39,1 42,9 13,2 12,9 13,3
3 36,4 40,9 43,7 13,9 14,2 14,3
4 35,4 41,1 43,4 13,5 12,9 12,9
5 36,4 41,1 44 1 13,5 14,3 13,8

Tabela 6. Vigor de cinco lotes de sementes de crotalaria, safra 2007/2008,
avaliado pelo teste de envelhecimento acelerado tradicional (EA) e com
0 uso de solucdo saturada de NaCl (EASS), em trés periodos de
envelhecimento, a 41 °C.

Lote EA EASS
48 h 72 h 96 h 48 h 72 h 96 h
................................................... 0 e
1 71 a 37b 3b 81a 82 a 91a
2 69 a 36 b 6b 87 a 80 a 87 ab
3 53 b 43 ab 55 a 76 a 76 a 70 ¢
4 65 ab 31b 6b 81a 86 a 84 ab
5 61 ab 57 a 56 a 77 a 80 a 79 bc
C.V. (%) 10,7 18,7 20,7 9,0 7,2 5,2

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)
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Portanto, o vigor inferior apresentado pelo lote 3 quando do EASS por 96
horas, nao constatado pela taxa de lixiviacdo de exsudatos no teste de
condutividade elétrica, pode estar associado a maior absor¢cdo de agua por estas
sementes durante o periodo de envelhecimento, que acelerou seu processo
continuo de deterioracdo, permitindo que sementes de menor vigor
apresentassem melhor desempenho e, um estande de plantulas mais satisfatério
durante o teste, com resultados inconsistentes.

Deste modo, visando a obtengédo de informag¢des mais precisas, amostras
de sementes de crotalaria das safras 2008/2009 e 2009/2010 também tiveram seu
vigor avaliado pelo EASS apés 96 horas, sendo verificada sua repetibilidade em
conjunto com outros testes de vigor. Assim, para as sementes produzidas nestas
safras, verificou-se maior uniformidade no processo de absor¢cdo durante o
envelhecimento que os observados para as sementes obtidas na safra 2007/2008,
sendo as variagbes de 1,4 pontos percentuais, para a safra 2008/2009, e de 1,5
pontos percentuais, para a safra 2009/2010 (Tabela 7). Vale ressaltar que o teor
de agua das sementes, antes ou durante o envelhecimento acelerado, é
identificado como um dos principais fatores que causam variabilidade no teste de
envelhecimento acelerado (TOMES et al., 1988).

Tabela7. Teor de agua (%) de sementes de crotalaria, safras 2008/2009 e
2009/2010, apés o teste de envelhecimento acelerado com o uso de
solucao saturada de NaCl (EASS) durante 96 horas, a 41 °C.

Lote Safra 2008/2009 Safra 2009/2010

1 13,7 12,8
2 12,8 14,3
3 13,6 141
4 14,0 13,4
5 13,8 13,7
6 14,2 -

7 14,0 -
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As sementes de crotalaria, das safras 2008/2009 e 2009/2010, também
foram submetidas a diversos testes de vigor (Tabela 8) e, assim, verificado a
possibilidade da utilizagcdo do EASS durante 96 horas como um método promissor
para avaliagcao do potencial fisioldgico das sementes.

Os teores de agua iniciais dos lotes de sementes produzidos na safra
2008/2009 foram uniformes entre si e, nado foi possivel detectar diferencas
significativas de vigor entre eles pela primeira contagem de germinacéo, teste de
frio e emergéncia das plantulas em campo. Todavia, a condutividade elétrica da
solucao de embebigéo indicou desempenho diferenciado dos lotes, destacando-se
os lotes de superior, lote 2, e inferior vigor, lote 4 (Tabela 8).

Para as sementes da safra 2009/2010, que também demonstrou
uniformidade no teor de agua inicial dos lotes, observou-se diferengcas mais
acentuadas no vigor dos mesmos, com baixa sensibilidade apenas para a primeira
contagem de germinagdo, enquanto que, o teste de condutividade elétrica
forneceu a melhor estratificagdo dos mesmos em niveis de vigor, onde o lote 2
mostrou um nivel de deterioragdo significativamente maior em relagdo aos demais,
e o lote 1 o maior vigor (Tabela 8).

Nas safras 2008/2009 e 2009/2010, o EASS durante 96 horas demonstrou
potencial para classificar os lotes de sementes em relagéo ao vigor (Tabela 9). Na
safra 2008/2009, o vigor apés o EASS variou de 77 a 91%, indicando o lote 2
como 0 mais vigoroso, e o lote 4 de menor vigor, com resultados semelhantes aos
obtidos nas leituras de lixiviagdo de solutos durante o teste de condutividade
elétrica (Tabela 8). Para a safra 2009/2010, o EASS produziu valores de vigor
entre 64 e 86%, onde o lote 1 apresentou o melhor vigor e o lote 2 o pior vigor,
concordando com os resultados obtidos pelo teste de condutividade elétrica
(Tabela 8), apesar do EASS ter identificado diferencas de vigor mais contrastantes

entre os lotes.
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Tabela 8. Teor de agua inicial (TA) e vigor de sete lotes de sementes de crotalaria
colhidas nas safras 2008/2009 e, de cinco lotes da safra 2009/2010,
avaliado pela primeira contagem de germinagado (PC), teste de frio (TF),
condutividade elétrica com 4 horas de embebicdo (CE/4 h) em 75 mL, a 25
°C e emergéncia de plantulas em campo (EC).

Safra 2008/2009
Lote TA PC TF CE/4 h EC
(%) (%) (%) (MS.cm™.g") (%)
1 10,9 87 a 83 a 81,8 ab 82 a
2 10,3 85 a 87 a 60,6 a 91a
3 10,0 84 a 82 a 73,7 ab 81a
4 10,6 78 a 77 a 82,7b 81a
5 9,6 86 a 80 a 73,5 ab 89 a
6 10,8 84 a 80 a 74,9 ab 85 a
7 11,2 83 a 88 a 68,4 ab 84 a
C.V. (%) - 6,7 6,9 9,3 5,8
Safra 2009/2010
Lote TA PC TF CE/4h EC
(%) (%) (%) (MS.cm™.g") (%)
1 10,9 84 a 84 a 57,8 a 91 a
2 11,9 84 a 72b 82,1c 70b
3 11,7 87 a 77 ab 73,2 bc 76 b
4 11,6 90 a 80 ab 63,7 ab 72b
5 11,8 92 a 75b 68,0 abc 75b
C.V. (%) - 5,1 5,1 9,8 6,0

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0,05)

Assim, observou-se que, apesar das sementes da safra 2007/2008 terem
apresentado variagdo inferior a 2,0 pontos percentuais nos teores de agua apos o
envelhecimento (Tabela 5), portanto, abaixo do limite maximo recomendado para

o teste de envelhecimento acelerado (MARCOS FILHO, 2005), contatou-se que,
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valores muito proximos do maximo, condicionaram variagdo na velocidade de
umedecimento durante o envelhecimento de sementes de crotalaria e provocaram
diferencas na intensidade de deterioragdo, comprometendo os resultados do
EASS (Tabela 6).

Tabela 9. Vigor de sete lotes de sementes de crotalaria colhidos na safra
2008/2009 e de cinco lotes de sementes da safra 2009/2010 ap6s 96
horas de envelhecimento acelerado com o uso de solu¢ao saturada de
NaCl (EASS), a 41 °C.

Lote Safra 2008/2009 Safra 2009/2010
................................................. % oo
1 84 ab 86 a
2 91a 64 d
3 82 ab 66 cd
4 77 b 82 ab
5 87 ab 75 be
6 88 ab -
7 82 ab -
C.V. (%) 5,6 6,7

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)

Deste modo, para sementes de crotalaria, a variacao no teor de agua das
sementes apds o EASS deve ter menor variagcdo. De acordo com HAMPTON &
TEKRONY (1995), uma alternativa para reduzir o efeito do teor de agua das
sementes apos o envelhecimento acelerado é reduzir a variagdo no teor de agua

inicial das sementes.

4.4. Tetrazdlio na avaliagao da viabilidade e vigor das sementes

Os procedimentos conduzidos no preparo das sementes para o teste de

tetrazodlio permitiram coloracdo uniforme de todo o embrido apenas quando
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removido o tegumento (Figura 3, tratamento A) ou corte lateral-longitudinal sem a
remogdo do tegumento (Figura 3, tratamento B). Entretanto, foram encontradas
dificuldades durante o corte lateral-longitudinal das sementes, o que resultou em
embrides danificados, além de grande quebra de estruturas durante o processo de
coloracao, dificultando a identificagcao de injurias pré-existentes e, inviabilizando o
teste.

Portanto, embora a remocdo do tegumento seja uma operacgéo
relativamente delicada e trabalhosa, o teste de tetrazdlio em sementes de
crotalaria deve ser conduzido com o referido tecido de cobertura removido, para
possibilitar correta avaliagdo das estruturas embrionarias. A necessidade de
remogao do tegumento para que a coloragéo dos tecidos das sementes ocorra
uniformemente também foi relatada em sementes de leucena (COSTA &
SANTOS, 2010) e amendoim (BITTENCOURT & VIEIRA, 1999).

Diferentemente do recomendado pelas Regras para Analise de Sementes
(BRASIL, 2009), o corte longitudinal e transversal através do tegumento na
extremidade distal ndo permitiu coloracdo adequada dos tecidos embrionarios,
dificultando a avaliagdo da viabilidade e vigor das sementes pelo teste de
tetrazolio (Figura 3, tratamentos C e D). Os resultados observados neste estudo
indicaram que o corte longitudinal ou transversal na regido distal ao eixo
embrionario, como parte do preparo das sementes, dificultou a difusdo uniforme
da solugdo de tetrazdlio em todo o embrido, com coloragdo apenas em areas
proximas ao corte, ou seja, que estiveram em contato direto com a solugéo, néo
atingindo, portanto, o eixo embrionario, impossibilitando, desta forma,
interpretacdo correta do teste e tornando o método ineficiente, uma vez que, o
eixo embrionario constitui a principal estrutura na determinacdo da viabilidade e

vigor.
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A B C D

Figura 3. Embribes de crotalaria ap6s imersdo em tetrazdlio, preparadas
mediante (a) remogao do tegumento; (b) corte lateral-longitudinal sem a
remocao do tegumento; (c) corte longitudinal na regido distal ao eixo
embrionario, no sentido da espessura da semente através do embrido;
(d) corte transversal na regiao distal ao eixo embrionario, no sentido da
largura da semente, através do embrido.

Na avaliagdo da viabilidade e vigor das sementes, estabeleceram-se
classes, utilizando-se como critérios a intensidade e extensdo da coloracéo,
localizacdo e profundidade de danos. Deste modo, as sementes foram
classificadas em trés classes, sendo as sementes pertencentes as classes 1 e 2
consideradas viaveis e as da classe 3 inviaveis.

As sementes da classe 1 foram qualificadas como viaveis e vigorosas
(Figura 4), com tecidos embrionarios de aspecto normal, ou com algumas
ranhuras superficiais, de coloragcédo rosa claro em toda a extensdo do embrido,
tecidos de consisténcia firme e aspecto brilhante. De acordo com MOORE (1985),
tecidos vigorosos tendem a colorir gradualmente e uniformemente e representa
indicativo positivo da atividade respiratéria normal nas mitocdndrias a nivel celular.

Foram incluidas na classe 2 sementes de crotalaria viaveis e ndo-vigorosas
(Figura 5), apresentando tecidos com sintomas de deterioragdo ou com pequenas
areas sem atividade metabdlica, sem alcancar, entretanto, o eixo vital do embrido
e nem a regido vascular. Estdo incluidas nesta classe, sementes com embrides
coloridos intensamente (tecidos em deterioragéo), tecidos com pequenas manchas
de cor branca ou amarela e embrides com menos da metade da extensdo dos

cotilédones nao coloridos.
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Figura 4. Sementes viaveis e vigorosas de crotalaria (Classe 1). Embrides
perfeitos, ou com algumas ranhuras superficiais, com coloragdo rosa
claro em toda a extensédo do embrido, tecidos firmes e brilhantes.

Figura 5. Sementes viaveis ndo-vigorosas de crotalaria (Classe 2). Embrides de
coloragao vermelho-intenso, manchas de cor branca ou amarela néo
atingindo o eixo embrionario e nem a regido vascular, menos da metade
da extenséo dos cotilédones n&o coloridos.
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Segundo MOORE (1973), a coloragao intensa observada durante o teste de
tetrazolio se deve a rapida difusdo da solugdo através das membranas danificadas
dos tecidos das sementes, enquanto que areas nao coloridas indicam auséncia de
reducéo do sal de tetrazdlio e, portanto, presenga de tecidos mortos.

Na classe 3, correspondente as sementes consideradas inviaveis (Figura
6), foram enquadradas aquelas com areas vitais descoloridas ou extensas lesdes
em estruturas embrionarias essenciais. Nesta categoria estédo incluidas sementes
com embrides possuindo manchas de cor branca ou amarela (sintomas de
necrose) atingindo o eixo embrionario ou a regiao de ligagdo dos cotilédones com
0 eixo embrionario (regido vascular), ou ainda, atingindo mais da metade do tecido
cotiledonar, implicando em comprometimento total da germinabilidade das
sementes.

A interpretacéo do teste de tetrazdlio utilizando trés classes de viabilidade e
vigor, também foi empregada para sementes de mamona (GASPAR-OLIVEIRA et
al., 2010), pepino (LIMA et al., 2010) e amendoim (BITTENCOURT & VIEIRA,
1999).

Na avaliacdo da viabilidade e vigor dos cinco lotes de sementes de
crotalaria da safra 2007/2008 (Tabela 10), o teste de tetrazdlio indicou
superioridade dos lotes 1, 2, 3 e 4 em relacao ao lote 5; a viabilidade variou entre
91 e 97% e o vigor entre 72 e 87%, classificando novamente o lote 5 de padrao de
qualidade inferior.

O teste de tetrazdlio, por se tratar de um método rapido e preciso na
avaliacdo da viabilidade e vigor de sementes, tem sido padronizado para
sementes de diversas espécies, como leucena (COSTA & SANTOS, 2010), Danti
(GUPTA et al., 2010), cunha (DEMINICIS et al., 2009), nitraria (ZENG & WANG,
2009), aveia preta (SOUZA et al., 2009) e tomate (SANTOS et al., 2007).
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Figura 6. Sementes inviaveis de crotalaria (Classe 3). Embrides com manchas de
cor branca ou amarela atingindo o eixo embrionario ou a regido
vascular, mais que a metade da extensdo dos cotilédones né&o

coloridos.
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Tabela 10. Viabilidade e vigor de cinco lotes de sementes de crotalaria, safra
2007/2008, avaliados pelo teste de tetrazélio.

Lote Viabilidade Vigor
..................................................... 0 e
1 97 a 81 ab
2 94 ab 87 a
3 95 ab 84 ab
4 96 a 86 ab
5 91b 72b
C.V. (%) 1,2 4,5

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)

4.5. Estresse hidrico

A germinagéo dos cinco lotes de sementes de crotalaria, safra 2007/2008
foi afetada negativamente pelos diferentes potenciais osméticos das solugdes de
PEG 6000 (Tabela 11). O incremento das concentracbes deste soluto controlou
significativamente a absor¢cao de agua pelos tecidos da semente, dificultando ou
impedindo o processo germinativo de todos os lotes de maneira semelhante, com
reducao drastica a partir de -0,2 MPa e valores préximos de zero ou nulidade de
germinagdo sob potenciais de -0,8 MPa. Resultados semelhantes foram
observados por ALBUQUERQUE et al. (2000) em sementes de Crotalaria
spectabilis, os quais constataram que, potenciais osméticos semelhantes aos aqui
testados, promoveram reduc¢do acentuada na germinacdo das sementes, com

valores de germinacao de 18,8% sob potencial de -0,4 MPa.
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Tabela 11. Germinagdo de cinco lotes de sementes de crotalaria, safra
2007/2008, submetidas a niveis de potenciais osmoéticos de
polietileno glicol, a 25 °C.

Lote 0,0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8
.............................................. 0 et
1 88 ab 61 a 52 a 20 a 2a
2 92 a 57 a 26 ab 9a Oa
3 88 ab 41 a 37 ab 12 a Oa
4 89 a 43 a 19b 11 a Oa
5 77b 52 a 17 b 13 a 1a
C.V. (%) 5,9 20,0 40,0 45,5 142,9

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)

De acordo com MAYER & POLJAKOFF-MAYBER (1989), a inibicdo da
germinagdo sob estresse hidrico é atribuida a reducédo da atividade respiratoria,
que ocorre de forma mais lenta na presenga de potenciais osmoticos muito baixos,
interferindo na sintese de ATP necessaria ao desencadeamento do processo
germinativo. Esta resposta também pode estar associada a natureza da
substancia inibidora, pois solu¢cdes de PEG 6000, apesar de ndo absorvidas pelas
sementes e ndo toxicas, tem alta viscosidade que, somada a baixa taxa de difusédo
de O,, podem comprometer a disponibilidade de oxigénio, reduzindo ou atrasando
0 processo germinativo das sementes (YOON et al., 1997).

Portanto, germinagdo substancial dos lotes de sementes foi verificada
apenas no tratamento controle (Tabela 11), com menor desempenho germinativo
do lote 5, ao passo que, a reducédo do potencial osmoético no substrato promoveu
queda acentuada na germinacdo de todos os lotes. Deste modo, devido aos
efeitos adversos de concentragcbes crescentes de PEG 6000 na germinacédo de
sementes de crotalaria, a avaliagdo do vigor das sementes por meio do estresse
hidrico foi conduzida pela utilizagdo do menor nivel de estresse, correspondente a
-0,2 MPa.
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O estresse hidrico de -0,2 MPa néo revelou-se capaz de diferenciar os lotes
em niveis de vigor, considerando as caracteristicas avaliadas (Tabela 12),
verificando-se efeitos drasticos no inicio do processo germinativo das sementes,
refletido principalmente pela velocidade de germinacéo. Segundo FALLERI (1994),
este fato se deve ao prolongamento da fase estacionaria de embebicdo das
sementes, devido a redugcdo da atividade enzimatica, levando a um menor
desenvolvimento meristematico e, consequentemente, a atraso na protrusdo da
raiz primaria. Além disso, o crescimento das pléantulas é fortemente afetado, uma
vez que a menor disponibilidade de agua desencadeia redugdo do processo de
digestdo e translocagdo de reservas dos produtos metabolizados e, por
consequéncia, o crescimento das mesmas (BEWLEY & BLACK, 1994).
DELL’AQUILLA (1992) atribuiu a diminuigdo no crescimento de plantulas as
mudancgas na turgescéncia celular em decorréncia da reducdo da sintese de
proteinas no embrido sob estresse hidrico.

A agua constitui a matriz onde ocorre a maioria dos processos bioquimicos
e fisiologicos, ativando o crescimento da pléntula e apresentando profunda
influéncia na estrutura e nas propriedades das proteinas, membranas, acidos
nucleicos e de outros constituintes celulares (TAIZ & ZEIGER, 2009). O PEG
6000, como agente osmoético, tem a capacidade de simular a deficiéncia hidrica,
cujo efeito crescente & proporcional a sua concentragéo (VILLELA et al., 1991).
Varios trabalhos tém reportado redugcédo acentuada na germinagdo e vigor de
sementes sob baixos potenciais osméticos de PEG 6000, tais como soja
(SCHUAB et al.,, 2007), feijao (MORAES et al., 2005) e olho-de-dragado
(FONSECA & PEREZ, 2003).
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Tabela 12. Vigor de sementes de crotalaria, safra 2007/2008, avaliado pela
primeira contagem de germinagdo, indice de velocidade de
germinacgdo, comprimento e massa seca de plantulas, sob estresse
hidrico de -0,2 MPa promovido por polietileno glicol, a 25 °C.

Lote Primeira Indice de Comprimento Massa seca
contagem de velocidade de  de plantulas de plantulas
germinagao germinagao (cm) (mg)

(%) (%)
1 19 a 5,0a 22 a 14 a
2 12 a 45a 20 a 15a
3 13 a 44 a 21a 14 a
4 19a 5,1a 16 a 13 a
5 16 a 43a 19 a 13 a
C.V. (%) 35,2 8,9 23,3 14,0

(*) Comparacao de médias dentro de cada coluna (teste de Tukey, p < 0.05)

De acordo com SA (1987), o desempenho de sementes sob condigbes de
baixa disponibilidade de agua depende do potencial fisioldgico das mesmas, uma
vez que sementes de maior vigor superam melhor esta condicdo. No entanto,
sementes de crotalaria apresentaram alta sensibilidade ao estresse hidrico, que
interferiu drasticamente nos processos fisioldégicos e bioquimicos das sementes,
independentemente do vigor dos lotes e do nivel de potencial osmdético promovido
por solugcdes de PEG 6000, com grau de deterioragcdo semelhante entre os lotes,

0s quais demonstraram baixa tolerancia a este agente osmatico.
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. CONCLUSOES

O sistema automatizado de analise de imagem de plantulas com o uso do
software SVIS, a condutividade elétrica e o envelhecimento acelerado com
solugdo saturada de sal mostraram-se promissores na avaliagdo do
potencial fisiolégico de lotes de sementes de Crotalaria juncea L.;

A utilizagdo do software SVIS permite a obtencdo de resultados
consistentes pela analise de imagens digitais de plantulas com trés dias de
idade;

O teste de condutividade elétrica deve ser conduzido com 50 sementes
embebidas em 75 mL de agua desionizada, a 25 °C por 4 ou 8 horas de
embebicao;

O teste de envelhecimento acelerado é eficiente na avaliagdo do vigor das

sementes pelo método do uso de solugao saturada de sal durante 96 horas.
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