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RESUMO

Silva, I. J. TESTES DE VIGOR E ANATOMIA DE SEMENTES DE CANOLA. 93
p. (Dissertacdo — Mestrado em Produgdo Vegetal) — Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG, 2022.

A canola, Brassica napus L. var. oleifera Moench, é uma oleaginosa grande
importancia mundial, além de ser uma valiosa fonte de produgdao de biodiesel e se
destacar em sistema de rotacdo de culturas. No entanto, informagdes referentes a
avaliacdo do potencial fisiologico das sementes desta espécie ainda sdo escassas. Neste
estudo, dois experimentos foram realizados. O experimento I teve como objetivo avaliar
a metodologia do teste de deterioracdo controlada, para analisar a qualidade de sementes
em diferentes niveis de qualidade. Foram utilizados cinco lotes de sementes de canola
do hibrido Nuola 300, safras 2019 e 2021, sendo utilizado o esquema fatorial 5x2x4
(cinco lotes, duas temperaturas 41°C e 45°C, ambas por 24 horas, e quatro niveis de
grau de umidade das sementes, 15%, 18%, 20% e 22%). Com base nos resultados
obtidos, recomenda-se para a realizagdo do teste de deterioracdo controlada utilizando
sementes com grau de umidade de 18%, temperatura de 45°C e 24 horas como periodo
de execugdo. O experimento II teve como objetivo verificar a qualidade de sementes de
canola por meio do teste de envelhecimento acelerado, bem como as alteragdes
anatomicas e histoquimicas de sementes de canola apds o envelhecimento. Nesse
experimento, foram utilizados cinco lotes de sementes de canola do hibrido Diamond,
safras 2019 e 2021, em esquema fatorial 5x3x4 (cinco lotes, trés solugdes: agua
destilada (100% UR), solugao saturada de NaCl (76% UR) e solu¢ao saturada de KCl
(87% UR), a 41°C pelos quatro periodos de envelhecimento 24, 48, 72 ¢ 96 horas). Para
caracterizagdo anatomica e histoquimica, os cortes foram corados com Azul de
Toluidina, Xylidine Ponceau e Sudan IV, foram utilizadas as sementes sem envelhecer e
apds o envelhecimento acelerado com solucdo de KCIl (24 horas) como tratamento
eficiente e pelo método tradicional (96 horas) como tratamento mais drastico.
Constatou-se que o teste de envelhecimento acelerado com solugdo saturada de KCI
realizado a 41°C, por 24 horas, ¢ eficaz para avaliar o vigor de sementes de canola. Em
relagdo a presenga de proteinas e lipidios, as sementes ndo envelhecidas e envelhecidas
com solugdo KC1/24 horas apresentaram semelhangas quanto ao padrao de coloracdo e a
estrutura celular. Portanto, conclui-se que o uso da solucdo saturada de KCI (87% UR)
nao afetou a qualidade fisioldgica da semente.

Palavras-chaves: Brassica napus, vigor, deterioracdo controlada, envelhecimento
acelerado.



ABSTRACT

Silva, 1. J. VIGOR TESTS AND ANATOMY OF CANOLA SEEDS. 93 p.
(Dissertation — Master’s in Plant Production) — Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, MG, 2022.

The canola, Brassica napus L. var. oleifera Moench, is one of the most important
oilseeds in the world, besides being a valuable source of biodiesel production and
standing out in the crop rotation system. However, information regarding the evaluation
of the physiological potential of the seeds of this species is still scarce. In this study,
two experiments were performed. Experiment I aimed to evaluate the methodology of
the controlled deterioration test, to analyze the quality of seeds at different quality
levels. Five batches of canola seeds from the Nuola 300 hybrid, harvest 2019 and 2021,
were used, using the 5x2x4 factorial scheme (five batches, two temperatures 41°C and
45°C, both for 24 hours, and four levels of humidity level of seeds, 15%, 18%, 20%,
and 22%). Based on the results obtained, it is recommended to carry out the controlled
deterioration test using seeds with a humidity level of 18%, at a temperature of 45°C,
and 24 hours as the execution period. Experiment II aimed to verify the quality of
canola seeds through the accelerated aging test, as well as the anatomical and
histochemical changes of canola seeds after aging. In this experiment, five batches of
canola seeds from the Diamond hybrid harvests in 2019 and 2021, were used in a 5x3x4
factorial scheme (five batches, three solutions: Distilled water (100% RH), saturated
NaCl solution (76% RH), and saturated KCl (87% RH), at 41°C for the four aging
periods (24, 48, 72 and 96 hours). the seeds were used without aging and after
accelerated aging with KCI solution (24 hours) as an efficient treatment and by the
traditional method (96 hours) for being the most drastic treatment. KCl performed at
41°C for 24 hours is effective to evaluate the vigor of canola seeds.Regarding the
presence of proteins and lipids, the seeds not aged and aged with KC1/24 hours solution
showed similarities in terms of staining pattern and cell structure. Therefore, it is with
cluded that the use of saturated KCl solution (87% RH) did not affect the physiological
quality of the seed.

Keywords: Brassica napus, vigor, controlled deterioration, accelerated aging.
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1 INTRODUCAO GERAL

A canola, Brassica napus L. var. oleifera Moench, apresenta elevado potencial de
producao agricola, por ser uma oleaginosa com alto teor de o6leo, utilizada tanto para a
producao de biocombustiveis quanto para a alimentagdo humana e animal (GONCALVES et
al., 2022). Porém, sendo uma espécie predominante em climas temperados, sua produtividade
ainda ¢ baixa, havendo a necessidade de ajustes de cultivo. Assim, varios estudos tém relatado
seu potencial de crescimento em climas mais quentes (DE MORI; TOMM; FERREIRA,
2014; GUIDUCKCI et al., 2020; TOMM et al., 2009a), o que possibilita sua implementagao
por exemplo, no Cerrado brasileiro.

Essa alternativa seria interessante uma vez que a cultura apresenta ciclo curto e pode
ser uma opgao para programa de rotacdo de cultura em periodos de segunda safra, pois seria
uma alternativa econdmica para os produtores, que podem se beneficiar da mesma estrutura
de maquinas e equipamentos disponiveis nas propriedades, com apenas algumas adaptagdes
por acréscimo com uso de kits (LAVIOLA et al., 2019).

O cultivo da canola no Brasil apresenta grande potencial de se difundir, haja visto as
caracteristicas relevantes dessa oleaginosa, para auxiliar na difusdo dessa cultura, importante
o uso de sementes com elevada qualidade e potencial produtivo (TOMM et al., 2009b).

O aumento da demanda, de sementes de cultivares mais eficientes e adaptaveis a
condi¢des limitantes de produtividade, ¢ cada vez maior, portanto, a avaliagdo da qualidade
fisiologica de sementes ¢ de fundamental importancia ((TOMM, 2007; MARCOS FILHO,
2015).

A avaliagdo da qualidade fisioldgica das sementes ¢ rotineiramente realizada por meio
do teste de germinagdo, porém sugere-se a complementacdo com testes de vigor, para
selecionar lotes que apresentariam melhor desempenho em condi¢des adversas (TORRES et
al., 2012). Dentre os testes utilizados, destacam-se o envelhecimento acelerado e¢ a
deterioragdo controlada, que possibilitam a classificagdo dos lotes em diferentes niveis de
vigor, oferecendo auxilio a toda cadeia produtora de sementes para a tomada de decisdes
quanto a comercializag¢do e a condugdo dos lotes (MARCOS FILHO, 1999).

As sementes quando expostas aos fatores ambientais estressantes, podem sofrer
aceleracdo do processo de deterioragdo, o que promove uma série de alteragdes fisicas,
bioquimicas, citologicas e fisiologicas, que se inicia a partir da maturidade fisiologica, em
ritmo progressivo, culminando com a morte das sementes (MARCOS FILHO, 2015).

Portanto, alteracdes em nivel celular podem ser acompanhadas pelo uso de técnicas



anatomicas e histoquimicas, para verificacdo da estrutura celular da semente. Neste estudo os
testes de vigor, a deterioragdo controlada e o envelhecimento acelerado foram utilizados para
adequar a metodologia como possibilidade de detectar a sensibilidade dos testes para
determinar o potencial fisiologico de lotes de sementes de canola, bem como uso de técnicas
anatomica e histoquimicas para avaliar as estruturas celulares e os compostos de reservas apos
o envelhecimento como ferramentas complementares da qualidade fisioldgica das sementes.
Assim, o objetivo nesse estudo foi adequar a metodologia dos testes de deterioragao
controlada e envelhecimento acelerado para avaliacdo da qualidade de sementes de canola,
bem como avaliar as altera¢des da qualidade fisioldgica por meio das andlises anatdmica e

histoquimica de sementes de canola apds o envelhecimento.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacio e importincia econémica da canola

A canola, Brassica napus L. var. oleifera Moench, pertence a familia Brassicaceae e
ao género Brassica, um hibrido desenvolvido por melhoristas canadenses a partir da
hibridagao de duas espécies da colza, a Brassica oleraceae € a Brassica rapa, com o objetivo
de reduzir o teor de acido erucico e de glicosinolatos no o6leo extraido da semente
(GONCALVES et al., 2022). Apds a obtengdo do cruzamento entre essas espécies, iniciou-se
o melhoramento das sementes de canola para elevar seu potencial produtivo e a qualidade do
Oleo, até chegar ao que ¢ produzido atualmente (TAGOL, 2006). Devido ao crescente uso de
6leo e farelo proteico, programas de melhoramento vem focando na producdo de cultivares
que se caracterizam principalmente por alta produtividade, resisténcia a estresses abidticos e
bidticos (BOCIANOWSKI; LIERSCH, 2022).

A canola tem grande importancia econdmica, destacando-se como a terceira
oleaginosa mais produzida no mundo, ficando atras do dendé e da soja (GONCALVES et al.,
2022). E considerada uma cultura de extenso mercado uma vez que ¢é utilizada para fins de
consumo humano e industrial, apresentando elevada quantidade de teor de 6leo extraido dos
graos (34% a 38%), sendo também utilizada como matéria-prima para producdo de biodiesel e
como fonte de proteina (24% a 27%) na alimentagdo animal (TOMM et al., 2009;
ANDRADE et al., 2020).

Em 2021, foram produzidas 595 milhdes de toneladas de oleaginosas no mundo,
dentre elas girassol, soja e canola, sendo o Canadd, a Unido Europeia, a China, a ndia e o
Japdo os maiores produtores. Em relacdo a exportacdo, 194 milhdes de toneladas de

oleaginosas foram exportadas mundialmente, principalmente devido ao aumento da



produtividade da canola no Canada e do comércio de soja dos Estados Unidos. Os maiores
consumidores de 6leo de canola s3o a Unido Europeia, com 9,55 milhdes de toneladas, e a
China, com 8,15 milhdes de tonelada (USDA, 2021).

A producgdo brasileira de canola, em relagdo ao contexto internacional, ¢ ainda
incipiente. Na safra de 2020, o Brasil cultivou uma area de 35,3 mil hectares dessa oleaginosa,
com uma produtividade média de 912 kg.ha™!, totalizando 32,2 mil toneladas do grio, sendo
os maiores produtores os estados do Rio Grande do Sul e Parana (CONAB, 2021). Em relagao
a produtividade média dos graos, constatam-se oscilagdes ao longo dos anos, principalmente
devido as adversidades climaticas no pais, o que resulta em quedas na produtividade
(GONCALVES et al., 2022).

A canola ¢ uma planta herbacea, de ciclo anual, e com sistema radicular pivotante,
com grande distribuicdo de raizes secundédrias (PEREIRA et al., 2019). Suas flores sdo
amarelas, com quatro pétalas e quatro sépalas, dispondo-se em cachos simples na extremidade
do caule principal ¢ em cada uma das ramificacdes (TOMM, 2005). As flores sao
hermafroditas, prevalecendo a autofecundagdo, contudo pode ocorrer até 30% de fecundacao
cruzada, anemofilia e entomofilia, cujos frutos se dispdem como siliquas deiscentes que
contém sementes formadas por um embrido e dois cotilédones (LAVIOLA et al., 2019). A cor
das sementes de canola, semelhantemente a das sementes de colza, varia de verde a preto, na
fase de maturacdo. Logo que atingem a maturidade fisioldgica, seu teor médio de umidade
varia de 30% a 35% (CANOLA COUNCIL OF CANADA, 2022).

O ciclo de vida da planta de canola ¢ dividido em oito estadios principais: germinacao
(estadio 0), desenvolvimento foliar (estddio 1), desenvolvimento dos ramos laterais (estadio
2), alongamento do caule (estadio 3), emergéncia da inflorescéncia (estadio 4), florescimento
(estadio 5), desenvolvimento das sementes (estadio 6) e maturagdo (estadio 7) (FUZARO et
al., 2019). O conhecimento dos estadios de desenvolvimento da planta de canola ¢ importante
para o manejo da cultura, pois o calendario e a ocorréncia dos diferentes estadios irdo variar
de acordo com as condigdes de crescimento, a localizacao e a variedade empregada no cultivo
(THOMAS, 2003), bem como permite o planejamento adequado das praticas culturais.
Geralmente, seu ciclo de vida varia de 107 a 166 dias, tempo que contempla desde a
semeadura até a colheita de seus graos/sementes (ESTEVEZ et al., 2014).

O cultivo de canola ¢ feito predominante em regides que apresentam latitudes entre
33° e 55° e pode ser diferenciado quanto ao requerimento em vernalizagdo, ou seja, a cultivar
de inverno necessita de temperatura inferior a 7°C, por um periodo minimo de oito semanas,

para que haja o florescimento (FUZARO et al., 2019; TOMM et al., 2009). A canola de
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primavera desenvolve-se satisfatoriamente em ambientes com temperaturas que variam entre
13 °C e 22 °C, com maior expressao na América do Sul, na Australia e no Canadd (FRIEDT;
SNOWDON, 2009). No Brasil, essas condigdes térmicas sao encontradas predominantemente
na Regido Sul, durante o outono, o inverno € no inicio da primavera, o que corresponde ao
periodo de crescimento da canola nessas regides (DALMAGO et al., 2010). Por outro lado,
varios estudos tém relatado seu potencial de crescimento em climas mais quentes, dando
inicio entdo a “tropicalizacdo” da cultura (GONCALVES et al., 2022; SILVA; ROSADO,
2014; PANOZZO et al., 2014). Dessa forma, a area potencial de cultivo no Pais poderia ser
ampliada consideravelmente, incluindo as regides de expansao agricola, sobretudo no Cerrado
(LAVIOLA et al., 2019).

No Brasil, sua implantagao seria uma alternativa aos cereais de inverno, por exemplo,
trigo, aveia, cevada, entre outros (COMIN, 2017). Além disso, ela pode ser plantada em
regides de clima tropical, utilizada em rotacdo de culturas, viabilizando a producdo de dleo
vegetal na safrinha, quando uma extensa area de cultivo fica inoperante no Pais (MORI,
MIRANDA, 2013). Com sua expansao, no entanto, uma atencao especial deve ser dada as
novas tecnologias de manejo especificas para cada regido, de maneira a possibilitar sua
insercdo como cultura de safrinha nos sistemas, principalmente para a produgdo de odleo
(GONCALVES et al., 2022).

Além de seu uso para fins comestiveis, recentemente o 6leo de canola vem sendo
utilizado como matéria-prima para producdo de biodiesel, especialmente na Europa
(GUIDUCCI et al., 2020). No Brasil, as matérias-primas para produgdo de biodiesel, em
2021, foram basicamente 6leo de soja (71,4%), gordura animal (11,3%) e composto de 6leo
de algodao, palma, amendoim, nabo-forrageiro, girassol, mamona, sésamo, canola e milho,
6leo de fritura usado e outros materiais graxos (17,3%) (ANP, 2021). Apesar de a soja ser a
principal cultura utilizada no Brasil para produgdo de biodiesel, o aumento da demanda
internacional e das normas de qualidade, abriu espago para o uso do 6leo de canola, o que leva
a um consideravel aumento na quantidade de lavouras de canola no Brasil (VISENTAINER et
al., 2015).

Para ampliacdo da cultura, ¢ necessario utilizar sementes de boa qualidade, portanto
durante a producao de sementes de canola deve-se atentar para as condi¢des ambientais,
principalmente na colheita (GULARTE; MACEDO; PANOZZO, 2020). A canola tem
maturagdo desuniforme, o que propicia um déficit na qualidade das sementes durante as
etapas de processamento (SANTOS et al., 2020), por isso a dessecagdo muitas vezes, ¢

indicada, mesmo havendo riscos a perda da qualidade (MARCHIORI JR. et al., 2002). O
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processo de maturagdo das siliquas se da de forma acrépeta (de baixo para cima na haste
principal e nos ramos secundarios) e pode correlacionar-se com a variacdo de tamanho das
sementes (TOMM, 2005). Com o amadurecimento, suas siliquas se abrem, por apresentar
deiscéncia natural, o que acarreta perdas de sementes maduras ao solo (PANOZZO et al.,
2014). A elevada desuniformidade da maturagdo da planta ocasiona perdas na lavoura, pela
queda de sementes, o que resulta em valores superiores a 30% de redugdo na produtividade,
principalmente se as condi¢cdes ambientais, como precipitagdes intensas e ventos fortes,
acontecerem nos estadios fenoldgicos finais do ciclo da cultura (TOMM, 2005).

As sementes de canola atingem sua maturidade fisioldgica com umidade de 35%, e a
partir desse ponto perdem agua até o momento da colheita (MARCHIORI JR. et al., 2002). A
colheita deve iniciar quando as sementes estiverem com umidade em torno de 18%; teor de
agua abaixo desse porcentual, poderd acarretar perdas devido a deiscéncia natural, por isso €
necessario determinar a umidade diariamente, o que pode ser facilmente feito na lavoura
(ANGELOTTI MENDONCA et al., 2016). A base para comercializacio de sementes de
canola ¢ de 10% de umidade (BRASIL, 2013). Semler e Massetto (2014) e Haeberlin et al.
(2020), com o intuito de definir a melhor forma de conservagcdo das sementes, realizaram
estudos e constataram que a redu¢do da umidade para 8% e o armazenamento em camara fria
em torno de 7 °C mantiveram a viabilidade das sementes de canola por at¢ 180 dias. O
armazenamento adequado ¢ importante para a manuten¢do da qualidade fisiologica da
semente, o que depende da espécie e de sua qualidade inicial (HAEBERLIN et al., 2020).

Além disso, determinar a qualidade fisiologica da semente ¢ de fundamental
importancia, o que tem sido feito preferencialmente por meio de testes de germinagdo e de
vigor. Logo, para o controle interno de qualidade, cada vez mais técnicas e testes t€ém sido
adotados para verificagdo da qualidade das sementes em condigdes de estresses,

principalmente para auxiliar na tomada de decisoes.

2.2 Qualidade fisiolégica da semente

A obtencdo da maxima qualidade fisiologica das sementes ¢ definida no momento da
maturidade fisiologica, onde observar-se 0 méximo de vigor, germinagdo e matéria seca. A
partir desse ponto, tende a ocorrer uma queda progressiva na qualidade da semente, em
virtude do processo de deterioracio (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Assim, um dos
principais desafios das pesquisas sobre tecnologia de sementes estd na adequagao de testes de
vigor que permitam identificar eventos da deterioracdo que precedem a perda da capacidade

germinativa das sementes (SILVA et al., 2019).
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A avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes ¢ rotineiramente realizada por meio
do teste de germinacdo, segundo as indicagdes contidas nas Regras para Andlise de Sementes
(RAS) (BRASIL, 2009). O teste de germinagao ¢ conduzido sob condigdes Otimas de luz,
temperatura, umidade e aeragao, com a finalidade de obter informacdes acerca da qualidade
de diferentes lotes com visibilidade para a comercializagio (AVILA et al., 2005a).

Entretanto, devido as divergéncias entre a germinacdo obtida em laboratério e o
comportamento das sementes apos a semeadura ou durante o armazenamento, esse teste
apresenta algumas limitagdes, como ndo avaliar o processo de deterioragdo das sementes.
Logo, para suprir essas limitagdes e possibilitar a obtencdo de informacdes mais consistentes,
indica-se a realizagdo de testes de vigor (MARCOS FILHO, 2015).

Esses testes de vigor baseiam-se nas condi¢cdes de estresse nas quais as sementes sao
submetidas e/ou no declinio de suas fungdes bioquimicas e fisiologicas (NAKAGAWA,
1999). Segundo Marcos Filho (2015), as sementes vigorosas influenciam o desempenho
inicial das plantas, proporcionando uma emergéncia rapida e uniforme em diferentes
variagoes ambientais.

Os testes de vigor sdo particularmente importantes para os lotes de sementes de
oleaginosas, uma vez que alto nivel de oxidagdo de acidos graxos insaturados pode ocorrer
durante o armazenamento, especialmente sob alta temperatura e umidade (ELIAS;
COPELAND, 2001). Segundo esses autores, o vigor das sementes diminui rapidamente com o
aumento do periodo de armazenamento. Condig¢des desfavoraveis de armazenamento podem
resultar em perda de sementes, com danos as propriedades seletivas da membrana (PILLA et
al., 2020).

Dentre os testes de vigor disponiveis, o de envelhecimento acelerado e o de
deterioragdo controlada estdo entre os mais estudados, pela possibilidade de padronizacao e
recomendacdo para identificar o potencial fisiologico de vdarias espécies cultivadas
(MARCOS FILHO, 2005).

Os testes de deterioracao controlada e envelhecimento acelerado sdo considerados
eficientes e sensiveis para diferenciar lotes de inumeras espécies. Esses testes caracterizam-se
pelo uso de condigdes artificiais de elevada umidade e temperatura para acelerar a
deterioragdo e, assim, identificar o vigor entre cultivares e entre lotes de uma cultivar
(MARCOS FILHO, 2015). Dentre as vantagens dos testes, destaca-se o fato de serem
relativamente simples e de facil padronizacdo (GOULART; TILLMANN, 2007).

Segundo Elias e Copeland (1997), o vigor da semente de canola pode ser determinado

por meio do teste frio, da velocidade de germinagdo, do envelhecimento acelerado pelo
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método tradicional (42°C/48 horas) e da condutividade elétrica; todos esses testes se
correlacionam com a emergéncia e o estabelecimento da cultura em diferentes condigdes. Ja
Avila et al. (2005), ao realizarem o teste de envelhecimento acelerado pelo método tradicional
(42 °C/24 horas), comprovaram sua eficiéncia para detectar diferengas entre os lotes de
sementes de canola, quanto ao potencial de emergéncia das plantulas no campo. Elliott et al.
(2007) conduziram o teste de deterioragdo controlada por 45 °C/24 horas, o que forneceu uma
boa indicacao do desempenho e do estabelecimento da canola, proporcionando, assim, maior

separacao dos lotes.

2.3 Teste de deterioracao controlada

O teste de deterioracdo controlada caracteriza-se pelo uso de condigdes de elevada
umidade e temperatura para acelerar a deterioragdo, evitando, assim, problemas com a
absorcao diferenciada de agua pelas sementes em ambiente com alta umidade relativa, o que o
torna eficiente na identificacio do vigor entre cultivares e entre lotes de um cultivar
(MARCOS FILHO, 2015).

Esse teste foi inicialmente desenvolvido para avaliagdo do vigor de lotes de sementes
pequenas, como de olericolas (POWELL; MATTHEWS, 1981), permitindo a manuteng¢do das
sementes com teor de agua uniforme (POWELL; MATTHEWS, 2005). Ele consiste em uma
técnica de envelhecimento similar a do teste de envelhecimento acelerado, porém
apresentando melhor controle do teor de 4gua da semente e da temperatura durante o periodo
de envelhecimento (KRZYZANOWSKI; VIEIRA, 1999). O teor de 4gua das sementes no
teste de deterioracdo controlada € trazido para um mesmo nivel em todas as amostras, antes
do inicio do periodo de deterioragdao (TORRES et al., 2012).

Porém, o ajuste do teor de agua ¢ a principal dificuldade encontrada no teste, sendo
necessaria a sua realizagdo de forma minuciosa e com muita ateng¢do, pois se feito de forma
inadequada o teste pode apresentar um resultado contrario ao desejado (RODRIGUES et al.,
2020). No entanto, quando conduzido adequadamente, o teste de deterioragdo controlada ¢
recomendado, por oferecer maior seguran¢a e reduzir ao minimo os riscos de danos
fisiologicos as sementes (MARCOS FILHO; NOVEMBRE, 2009).

Para as Brassicas, vém sendo ajustadas metodologias para o teste de deterioragdo
controlada, visando avaliar o grau de deterioragdo das sementes expostas aos estresses de
elevada umidade e temperatura do ar (MORAIS; ROSSETTO, 2013).

Estudos para avaliar o melhor ajuste de teor de dgua inicial das sementes vém sendo

realizados na tentativa de aprimorar a padronizacdo da metodologia do teste de deterioragao
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controlada. No entanto as espécies, ou at¢ mesmo as cultivares, podem apresentar
comportamento variado, quando submetidas aos procedimentos preconizados para o método
(LEAO ARAUIJO et al., 2017).

O teste de deterioragdo controlada tem sido bastante empregado para determinar o
potencial fisiologico de espécies como a canola, a 42 °C/24 horas, com ajuste do teor de dgua
para 20% (ELLIOTT et al., 2007); a rucula, a 45 °C/48 horas, com ajuste do teor de 4gua para
18% e 21% (ALVES et al., 2011); o repolho, a 45 °C/24 horas, com teor de agua ajustado
para 20% (BERNARDIS et al., 2015); a couve-flor, a 45 °C/24 horas, com teor ajustado de
agua para 20% ou 22% (KIKUTI;MARCOS FILHO, 2007); e a cambre, a 45 °C/24 horas,
com teor de dgua ajustado para 18% (LEAO ARAUIJO et al., 2017).

Diante da caréncia de informagdes, a intensificacdo de pesquisas sobre o teste de
deterioragdo controlada ¢ uma alternativa interessante, considerando que ele ¢ um teste

relativamente simples e ndo demanda equipamentos sofisticados.

2.4 Teste de envelhecimento acelerado

O teste de envelhecimento acelerado tem como principio considerar a taxa de
deterioragdo das sementes, devido ao aumento da temperatura e da umidade relativa do ar,
considerados os fatores ambientais preponderantes na intensidade e velocidade de
deterioragdo (MARCOS FILHO, 2015). Nessas condi¢des, as sementes mais vigorosas
deterioram-se mais lentamente que as menos vigorosas, apresentando reducdo diferenciada da
viabilidade (ALVES; SA, 2010).

Esse teste ¢ amplamente utilizado, pela sua importancia em programas de controle de
qualidade estabelecidos pela indastria de sementes, principalmente pela avaliacdo do
potencial fisioldégico de sementes, proporcionando valiosas informagdes sobre as diferengas
de vigor entre as amostras analisadas, o potencial de armazenamento e o potencial de
emergéncia de plantulas em campo. Ele ¢ validado pela International Seed Testing
Association (ISTA), hé varios anos, ¢ recomendado pela Association of Oficial Seed Analysts
(AOSA), sendo o segundo teste mais utilizado para avaliar o vigor de sementes, tanto nos
Estados Unidos como no Brasil (MARCOS FILHO, 2020).

O envelhecimento acelerado ¢ um dos testes de vigor mais difundidos, devido a sua
precisdo e sensibilidade em detectar diferencas de qualidade entre lotes de sementes com
germinagdo semelhante (SILVA et al., 2019).

No teste de envelhecimento acelerado tradicional, as sementes absorvem agua em

ambiente relativamente quente e imido, de modo que os resultados sofrem influéncia, dentre
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outros fatores, do grau de umidade inicial das sementes e do periodo de permanéncia das
amostras no interior da camara de envelhecimento (MARCOS FILHO, 1999). Por esse
motivo, alternativas tém sido estudadas para a condugdo do envelhecimento acelerado, como
a substituicdo da agua colocada no interior da caixa plastica por solugdes saturadas de NaCl,
KCI ou NaBr (JIANHUA; McDONALD, 1996). Isto permite a reducdo da velocidade de
captagdo de agua e da intensidade de deterioragdo, além da obtengdo de efeitos menos
drasticos sobre as sementes ¢ de resultados menos variaveis (MARCOS FILHO, 2001).
Portanto, ¢ importante salientar que o método alternativo com solugao salina foi inicialmente
desenvolvido para sementes de hortaligas, especialmente sementes pequenas, buscando
utilizar uma condi¢do menos estressante do que a proporcionada pelo método tradicional com
100% de UR (JIANHUA; MCDONALD, 1997).

Para algumas espécies de sementes de Brassicas, hd diferentes indicacdes da
temperatura ¢ do periodo de condicionamento adequados para a realizagdo do teste de
envelhecimento acelerado pelo método tradicional, que consiste em expor as sementes a
umidade relativa de 100% e a altas temperaturas, por exemplo, 42 °C/48 e 72 horas para
repolho e brocolis (COSTA; TRZECIAK; VILLELA, 2008); 41°C/96 horas para nabo-
forrageiro (NERY et al., 2009); 41°C/24 e 48 horas para rucula (DE FREITAS et al., 2018);
41°C/4A8 horas para rabanete e couve-flor (DE AVILA; VILLELA; DE AVILA, 2006;
KIKUTI; MARCOS FILHO, 2007) e 41°C/72 horas para couve e crambe (KOMBA;
BRUNTON; HAMPTON, 2006; AMARO et al., 2014). Para a canola ja foram descritas
diferentes metodologias do teste de envelhecimento acelerado, por exemplo, 42°C/48 horas
(ELIAS; COPELAND, 1997); 42 °C/24 horas (AVILA et al., 2005b); 41°C/72 horas
(LEEKS, 2006); 42 °C/24 horas (SEMLER; MASETTO, 2014); 41°C /48 horas (PAULA et
al., 2016) e 42 °C/24 horas (HAEBERLIN et al., 2020).

Alternativas de modificagao do teste de envelhecimento acelerado foram estudadas
com o intuito a causar danos menos severo as sementes, mantendo a sensibilidade do teste.
Uma dessas alternativas € a substitui¢do de agua por solugdes salinas que diminuiriam a
umidade relativa, como NaCl (76% UR), ou KCl (87%UR), ou NaBr (55%UR) (JIANHUA;
MCDONALD, 1997). Vérios sdo os trabalhos com solugdo diluida de NaCl, por exemplo, a
42 °C/48 horas para brocolis (LIMA et al., 2002; TUNES; TAVARES; BARROS, 2012);
42 °C/72 e 96 horas para repolho e brécolis (COSTA; TRZECIAK; VILLELA, 2008); 41°C/
24 e 48 horas para rucula (RAMOS et al., 2004; DE FREITAS et al., 2018); 45 °C/72 e 96
horas para gergelim couve-flor (JESUS et al., 2020; KIKUTI; MARCOS FILHO, 2008) e
43°C/72 horas para crambe (AMARO et al., 2014). J&4 como alternativa de substitui¢ao de
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agua por solu¢do saturada de KCl para diminuicdo da umidade relativa, alguns estudos
relatam a 41°C/48 horas para feijao-caupi (DOURADO et al., 2013); 45 °C/120 horas para
cenoura, alface e brocolis (RIBEIRO; CARVALHO, 2005); 41 °C/72 horas para crambe
(PEREIRA LIMA et al., 2015) e 42 °C/48 horas para nabo-forrageiro e ervilha-forrageira
(MACHADO et al., 2019a; MACHADO et al., 2019b).

A avaliacdo do potencial fisioldogico de sementes ¢ o principal componente de um
programa de controle de qualidade, visto que fornece informacdes que identificam e
solucionam problemas durante o processo produtivo, além de estimar o desempenho das
sementes em campo (MARTINS; SILVA; MACHADO, 2014). No entanto, em espécies com
sementes pequenas como as sementes de canola, tém-se verificado resultados pouco
consistentes, devido a variagdo acentuada do grau de umidade nas amostras avaliadas apds o
periodo de envelhecimento (AVILA et al., 2005a). Assim, para obter melhor resultado no
teste, devem-se utilizar técnicas que limitem a absor¢do de agua pelas sementes. A solugdo
saturada de NaCl e KCI permite a obten¢do de umidades relativas inferiores as verificadas no
envelhecimento acelerado convencional (JIANHUA; MCDONALD, 1997), podendo ser mais

adequada para esse tipo de semente.

2.5 Caracterizacio anatomicas e histoquimica da semente

No processo de germinacdo, a caracterizacdo anatoOmica e histoquimica da semente
tem importante papel no estabelecimento de plantas e na produtividade das culturas
(RODRIGUES et al., 2019). As espécies vegetais apresentam comportamentos Unicos de
germinagdo, derivados das propriedades de reserva das sementes, das condi¢cdes ambientais e
dos fatores genéticos (MAYER; A. POLJAKOFF MAYBER, 1975).

Os estudos anatdmicos das sementes e das plantulas, além de fornecerem informagdes
sobre a germinacdo, o armazenamento, a viabilidade e os métodos de semeadura, auxiliam em
trabalhos de andlise do ciclo vegetativo das espécies, contribuindo, assim, para a correta
identificacdo, principalmente com base nas ilustragdes obtidas, o que facilita sua padronizagdo
e identificacio (FERREIRA et al, 2001). Além disso, fornecem informagcdes para a
adequagdo de métodos de producdo que permitem entender o estabelecimento das plantas em
condig¢des adversas (DA SILVA; VIEIRA; SANTOS, 2008a).

Estudos de aspectos anatdomicos de sementes t€ém sido uma importante ferramenta para
a analise de qualidade na agricultura (SILVA; PAOLI, 2000), visto que possibilita a
compreensdo de fendomenos ligados ao comportamento de espécies com seus processos

fisiologicos (GARCIA; NOGUEIRA; ALQUINI, 2006). A compreensao das morfologias
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interna e externa das sementes, assim como do desenvolvimento da plantula, permite a
identificacdo das estruturas, contribuindo e adequando a identificacdo do teste de qualidade
fisiologica, dados que sdao baseados na presenga e na caracterizacdo das raizes primarias e
secundarias, epicotilo e hipocotilo, cotilédones e folhas primarias em plantulas (ABREU et
al., 2012).

A anatomia e a histoquimica em estudo com sementes tém sido destaques, pois
assumem papéis-chave para a compreensao dos mecanismos associados a germinagdo das
sementes, proporcionando a visualizagdo de alteracdes celulares e de tecidos relacionados a
esse processo ( LOUREIRO et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2011).

Com o processo de envelhecimento das sementes, o seu potencial fisioldgico sofre
alteracdes que sdo degenerativas, de maneira que as camadas celulares da semente sofrem
modificacdes anatomicas. Silva et al. (2008) constataram perda de qualidade em relagdo da
anatomia da testa de sementes de soja logo ap6s o envelhecimento acelerado. A testa da
semente tem papel fundamental na conservacdo do potencial fisioldgico das sementes, porém
os autores relataram que houve decréscimo da germinacdo com o aumento dos periodos de
envelhecimento de 48, 72 e 96 horas, o que resultou na reducdo da espessura das camadas da
testa em periodos de 72 horas de envelhecimento e em rompimento das células principalmente
da camada hipodérmica, que apresentaram aspectos de colapsos em periodo de 96 horas de
envelhecimento, causando redug¢dao do potencial germinativo. Rodrigues (2020), ao avaliar
periodo de armazenamento de sementes de soja, constatou reducdo da qualidade fisioldgica e
desestruturacdo celular mais intensa nos cotilédones das sementes de soja.

As sementes podem sofrer colapsos em suas cé€lulas, como no eixo embrionario,
devido a condigdes de estresse, o que altera o processo de embebi¢cdo e promove a perda de
lixiviados (SILVA et al., 2008). Ainda existe uma caréncia de estudos sobre o conhecimento
da anatomia de semente, no entanto ferramentas como anatomia e histoquimica utilizadas
como indicadores da qualidade fisiologica das sementes demonstram ser promissoras para

trazer novas informacodes a respeito da deterioracdo de semente.
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ARTIGO CIENTIFICO I - VIGOR DE SEMENTES DE CANOLA PELO TESTE DE
DETERIORACAO CONTROLADA

RESUMO

A canola (Brassica napus L. var. oleifera) ¢ uma espécie oleaginosa com alto potencial de uso
na alimentagdo humana, animal e produ¢do de biodiesel, com potencial de cultivo em climas
mais quentes. Para tal, avaliar a qualidade dessas sementes ¢ imprescindivel. Assim, o
objetivo nessa pesquisa foi adequar a metodologia do teste de deterioragdo controlada para
avaliar o vigor de sementes de canola. A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de
Sementes do Departamento de Agronomia da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVIM), Diamantina, Minas Gerais. Foram utilizados cinco lotes de
sementes de canola do hibrido Nuola 300, safras 2019 e 2021. Para avaliagdo da
caracterizagdo inicial do perfil dos lotes, foram avaliados os testes: determinagdo do grau de
umidade, peso de mil sementes, primeira contagem de germinagdo, germinagdo, indice de
velocidade de germinacdo, estande inicial, emergéncia, indice de velocidade de emergéncia e
teste de frio. Para o teste de deterioragdo controlada, foi utilizado o esquema fatorial 5x2x4
(cinco lotes, duas temperaturas 41 °C e 45 °C, ambas por 24 horas a banho maria, e quatro
niveis de grau de umidade das sementes, 15%, 18%, 20%, 22%). Os dados foram submetidos
a andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05%).
Posteriormente foi construido um dendrograma, utilizando o coeficiente de correlacdo simples
de Person e a andlise de componentes principais. Os testes de germinagdo e emergéncia
tiveram maior similaridade na avaliacdo do perfil dos lotes, de tal maneira que ao se
correlacionar com o teste de deterioragdo controlada na temperatura de 45 °C obteve resultado
significativo. Concluiu-se que o teste de deterioragdo controlada com grau de umidade das
sementes a 18%, sob temperatura de 45 °C, por 24h foi eficiente para avaliar o potencial

fisiologico de sementes de canola.

Palavras-chave: Brassica napus, qualidade fisioldgica, deterioracao controlada.
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SCIENTIFIC ARTICLE I - STRENGTH OF CANOLA SEEDS BY THE
CONTROLLED DETERIORATION TEST

ABSTRACT

Canola (Brassica napus L. var. oleifera) is an oilseed species with high potential for use in
human, animal and biodiesel production, with potential for cultivation in warmer climates.
Therefore, evaluating the quality of these seeds is essential. Thus, the objective of this research
was to adapt the methodology of the controlled deterioration test to evaluate the vigor of canola
seeds. The research was carried out at the Seed Laboratory of the Department of Agronomy of
the Federal University of Vales do Jequitinhonha ¢ Mucuri (UFVJM), Diamantina, Minas
Gerais. Five batches of canola seeds from the Nuola 300 hybrid, harvests 2019 and 2021, were
used. To evaluate the initial characterization of the profile of the batches, the tests were
evaluated: determination of the degree of moisture, weight of a thousand seeds, first
germination count, germination, germination speed index, initial stand, emergence, emergence
speed index and cold test. For the controlled deterioration test, the 5x2x4 factorial scheme was
used (five lots, two temperatures 41 °C and 45 °C, both for 24 hours in a water bath, and four
levels of seed moisture content, 15%, 18%, 20 %, 22%). Data were submitted to analysis of
variance, and means were compared by Tukey's test (p<0.05%). Subsequently, a dendrogram
was constructed, using Person's simple correlation coefficient and principal component
analysis. The germination and emergence tests had greater similarity in the evaluation of the
profile of the lots, in such a way that when correlating with the controlled deterioration test at a
temperature of 45 °C, it obtained a significant result. It was concluded that the controlled
deterioration test with a degree of seed moisture at 18%, at a temperature of 45 °C, for 24 hours

was efficient to evaluate the physiological potential of canola seeds.

Keywords: Brassica napus, physiological quality, controlled deterioration.
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1. INTRODUCAO

A canola (Brassica napus L. var. oleifera) pertence a familia Brassicaceae. A espécie
foi desenvolvida por melhoramento da colza, e hoje ¢ considerada a terceira maior cultura
oleaginosa do mundo (GONCALVES et al., 2022). O cultivo de canola no Brasil se destaca
pelo alto potencial produtivo e pelas caracteristicas da planta, sendo de grande interesse
econdmico e de expansao devido a possibilidade de uso em rotagdo de culturas, quebra de
ciclos de doencas e pragas, além de favorecer a descompactacao do solo (HRYCZYNA et al.,
2021).

Virios estudos tém relatado seu potencial de crescimento em climas mais quentes,
voltados principalmente para o Cerrado brasileiro com foco em produgdo de graos devido
possuirem de 24% a 27% de proteina e aproximadamente 38% de 6leo (LAVIOLA et al.,
2019; TOMM, 2007). No entanto, os investimentos em pesquisas para o desenvolvimento de
tecnologias de manejo da cultura tém sido escassos, assim ¢ necessario investimentos em
melhoramento genético, a fim de propocionar ganhos significativos de produtividade e
consequentemente expansio da 4rea cultivada (SANTIAGO! et al., 2022).

No sistema de produgdo empregar sementes de qualidade ¢ um fator de wvital
importancia para produtividade agricola, pois a mesma pode determinar o sucesso ou fracasso
da produgdo, uma vez que contém todas as potencialidades produtivas da planta (BEZERRA
et al., 2022). A semente ¢ a base fundamental do sucesso de uma lavoura (NETO;
KRYZANOWSKI; HENNING, 2010). Logo, o uso de sementes com boa qualidade
fisiologica ¢ fundamental para o estabelecimento adequado da cultura (ARAUJO et al., 2011).
A determinagdo do potencial fisiologico da semente ¢ feita, rotineiramente, pelo teste de
germinagdo, € complementada com testes de vigor (MARCOS FILHO, 2015).

Dentre os testes de vigor, tem-se o teste de deterioracdo controlada, que tem como
principio envelhecer as sementes, com melhor controle do grau de umidade e da temperatura
durante o periodo de envelhecimento (KRUSE, 1999). Segundo Powell e Matthews (1981),
esse teste € o mais recomendado para espécies de sementes pequenas, como as Brassicas,
sendo ainda capaz, de distinguir lotes de sementes que se encontram em diferentes estadios de
deterioragdo, ao serem submetidos a um mesmo nivel de estresse. Os lotes mais vigorosos
sdo, consequentemente, mais tolerantes ao estresse e apresentam germinagdo superior
(KRZYZANOWSKI; VIEIRA, 2020).

Diante da escassez de informagdes sobre a utilizagdo desse teste para semente de

canola, objetivou-se, com este estudo, adequar a metodologia do teste de deterioragao
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controlada para avaliagdo e diferenciacdo dos lotes de sementes com diferentes niveis de

qualidade.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes do Departamento de
Agronomia da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM,
Diamantina, MG. Foram utilizados cinco lotes de sementes de canola do hibrido Nuola 300,
sendo o lote 1 produzido no Canada fornecido pela empresa Celena Alimentos, safra 2019;
lote 2 produzido em Lavras-MG, safra 2019 na época 1 (fev/2021), lote 3 produzido em
Lavras-MG, safra 2019 na época 2 (Abr/2019), lote 4 produzido em Lavras-MG, safra 2021 e
lote 5 produzido no campus experimental da UFVJM, safra 2021, cujas sementes foram
consideradas F2 do lote 1 (70 % de autofecundagdo e 30 % de fecundacao cruzada).

Para a caracterizacdo da qualidade inicial dos lotes foram realizados os testes:

Para o peso de mil sementes foi determinado segundo a metodologia de Brasil (2009),
em que oito repeti¢cdes de 100 sementes foram pesadas em balancga analitica e, posteriormente,
calculado o desvio padrao e o coeficiente de variagdo, sendo os resultados expressos em
gramas.

O grau de umidade foi obtido através do método da estufa, a 105°C, por 24 horas
(BRASIL, 2009). Foram utilizadas duas repeticdes para cada lote com o peso da amostra de
um grama de sementes para cada repeti¢ao.

O teste de Germinacio foi realizado de acordo os critérios estabelecidos pelas Regras
de Analise de Sementes (BRASIL, 2009), com quatro repeticdes de 50 sementes por lote,
colocadas para germinar em caixas plasticas do tipo “gerbox” sobre trés folhas de papel
germitest, umedecidas com agua destilada, utilizando-se 2,5 vezes a massa do papel seco.
Posteriormente, as sementes foram acondicionadas em germinador tipo B.O.D., com
temperatura de 20°C constante. As avaliacdes foram realizadas ao 5° dia (primeira contagem
da germinacio) e encerradas ao 7° dia (contagem final), computando-se as plantulas
normais, anormais deformadas, anormais infeccionadas, sementes duras, dormentes e mortas.
As contagens foram efetuadas diariamente para a determinag¢do do indice de velocidade de
germinacao (IVG), calculado segundo a férmula proposta por Maguire (1962), computando-
se o numero de sementes com protrusdo, a partir da emissao de 1 mm de radicula mensurado
com paquimetro digital.

O teste de emergéncia foi realizado com quatro repeti¢des de 50 sementes por lote.

As sementes foram semeadas em caixas plasticas contendo areia e terra na propor¢do 2:1,
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umedecida com &agua destilada. As caixas foram mantidas em sala de crescimento a
temperatura de 20°C com fotoperiodo constante. Apds o inicio da emergéncia, foram
realizadas avaliagdes diariamente, computando-se o estande inicial ao 5° dia, sendo o teste
encerrado apds a porcentagem de emergéncia estabilizar-se por trés dias, avaliando o nimero
de plantulas normais emergidas. Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), foram
computados, diariamente, o nimero de plantulas emersas a partir do inicio da emergéncia e o
calculo realizado conforme Maguire (1962).

O teste de frio foi conduzido conforme as recomendacdes de Cicero e Vieira (2020),
em que quatro repeticdes de 50 sementes para cada lote, foram acondicionadas em papel
germitest umedecidos com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco.
Em seguida, os rolos foram agrupados em quatro (repeticdes) com atilhos de borracha
(elasticos), vedados com sacos plésticos e mantidas em B.O.D a temperatura de 10°C durante
sete dias. Apds este periodo, os rolos foram retirados dos sacos de plasticos e colocados em
germinador a temperatura de 25°C, sendo avaliado a porcentagem de plantulas normais no
quinto dia.

Para o teste de deterioraciio controlada, foi determinado o grau de umidade inicial
dos lotes. Posteriormente, as sementes tiveram seu grau de umidade ajustado para quatro
niveis diferentes: 15%, 18%, 20% e 22%, pelo do método da atmosfera Utmida
(KRZYZANOWSKI; MARCOS FILHO, 2020), conduzido em caixas plésticas transparentes
(gerbox), com amostras de quatro repeticdes de 50 sementes, distribuidas sobre tela interna
(suspensa) no interior da caixa plastica mediante a distribuicdo de uma camada simples. Estas
caixas, tampadas e contendo 40 mL de &agua destilada, foram mantidas em B.O.D., a
temperatura de 20 °C. Durante o umedecimento, o grau de umidade das sementes foi
monitorado, através de pesagens sucessivas, até a obten¢do dos valores requeridos (PR) em
gramas, para atingir o grau de umidade desejado (GUd), adotou-se a seguinte formula:

PR = [(100 — GUi) / (100 - GUd)] x Pi; onde:

PR = peso requerido no grau de umidade desejado (g).

GUi = grau de umidade inicial (%)

GUd = grau de umidade desejado (%)

Pi = peso inicial das sementes (g)

Apo6s a obtencdo do grau de umidade desejado, as amostras foram acondicionadas
hermeticamente em embalagens de aluminio e mantidas em B.O.D. a temperatura de 10°C por
24 horas, para que ocorresse o equilibrio higroscopico entre as sementes da amostra. Em

seguida, as sementes foram mantidas em banho maria, a 41°C e 45°C, ambas por 24 horas.
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Ap0s esse periodo, as amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 30 minutos,
para a reducdo da temperatura. Posteriormente, foram determinados o grau de umidade das
sementes pelo método da estufa e o teste de germinacao, conforme descrito acima, avaliando-
se a porcentagem de plantulas normais no quinto dia (BRASIL, 2009).

O delineamento experimental utilizado no teste de deterioracdo controlada foi o
inteiramente casualizado, sendo analisado em esquema fatorial 5 x 2 x 4 (cinco lotes, duas
temperaturas de deterioracao (41°C e 45°C) e quatro niveis de grau de umidade da semente
(15%, 18%, 20% e 22%)). Os dados foram testados quanto a distribuicdo normal dos erros
pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, assim os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade e, quando necessario, transformados em arcsen\x/100. Foi
construido dendrograma para agrupamento de forma hierdrquica das varidveis da
caracterizagdo da qualidade dos lotes, a partir do agrupamento realizado foi calculado o
coeficiente de correlacdo simples de Pearson (r) para todas as combinagdes dos resultados dos
testes de vigor. Para verificar a eficiéncia das metodologias, foi realizada a anélise de
componentes principais (PCA) entre os dados de caracterizagdo inicial dos lotes e os
resultados dos testes de vigor. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

software estatistico “R. 4.1.2” (R CORE TEAM, 2022).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estao listados os dados obtidos na caracterizacao do perfil dos cinco lotes
de sementes de canola. Constatou-se que o grau de umidade das sementes variou de 6,96% a
8,91%, o que esta dentro do limite toleravel para que os tratamentos expressem os resultados
consistentes (MARCOS FILHO, 2015). Coimbra et al. (2009) salientam que a similaridade de
valores ¢ primordial para que os testes ndo sejam afetados por diferencas metabdlicas e pela
velocidade de umedecimento e de deterioragcdo das sementes. Segundo Marcos Filho (2015), o
teor de dgua inicial das sementes € o fator principal para a padronizagdo dos testes.

O baixo grau de umidade das sementes ricas em lipidios, como € o caso da canola,
pode ser explicado pelo fato de os lipidios serem hidrofobicos (ndo apresentando afinidade
com a agua), diferentemente das sementes amilaceas, que podem reter maior quantidade agua

no mesmo ambiente (MARCOS FILHO, 2015).

Tabela 1 - Grau de umidade = U (%), peso de mil sementes = PMS (g), plantulas normais na

primeira contagem = PC (%), germinagdo = G (%), indice de velocidade de germinagdo =
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IVG, estande inicial = EI (%), emergéncia = E (%), indice de velocidade de emergéncia =
IVE e teste de frio = TF, obtidos para caracterizagdo do perfil dos cinco lotes de sementes de

canola. UFVIM, Diamantina, MG, 2022.

Testes
LOTES U (%) P (za)s PC(%) G(%) IVG EI(%) E(%) IVE  TF
1 7,19 be 5,05a 96 a 99 a 19,34 a 92a 97 a 11,72 a 98 a
2 6,96 ¢ 1,75 ¢ 61b 79b 10,98 b 52b 82a 10,25 a 63b
3 891a 2,43d 81 ab 87 ab 14,25 ab 64 b 86 a 10,40 a 73 b
4 7,67b 322¢ 73 ab 89 ab 14,82 ab 91 a 95a 10,22 a 71b
5 891a 3,99b 84 ab 92a 18,14 a 88 a 93 a 10,40 a 100 a
CV (%) 1,83 4,86 16,34 6,54 16,92 10,62 8,46 9,06 8,22

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

O peso de mil sementes variou de 1,75 g a 5,05 g entre os lotes (Tabela 1), sendo as
sementes de canola, portanto consideradas pequenas por apresentar tamanho tal que o peso de
mil sementes ¢ menor que 200 g (BRASIL, 2009). Rigon et al. (2017) e Silva (2019)
detectaram, em sementes de canola, instabilidade nos valores de peso de mil sementes, ao
correlacionarem o sistema de producdo, principalmente, com o enchimento dos graos na
época da colheita. Segundo Carvalho e Nakagawa (2012), sementes mais densas geralmente
sdo as que possuem embrides bem formados e com maiores quantidades de reservas, portanto
elas t€m mais chances de serem vigorosas.

Foram observadas diferencas significativas na germinacao dos lotes de sementes de
canola, com maiores porcentagens para os lotes 1 e 5 em relagdo ao lote 2 (Tabela 1). Os lotes
3 e 4 tiveram porcentagem de germinacgdo intermedidria. Com excegdo ao lote 2, todos os
outros apresentaram germinagdo acima de 80%, sendo esse o padrdo minimo de germinagao
estabelecido para a comercializacao de sementes de canola (BRASIL, 2013).

Pela primeira contagem do teste de germinacdo, verificou-se que o lote 2 teve
porcentagem inferior a dos demais lotes, sendo o lote 1 o de porcentagem superior (Tabela 1).
Resultado semelhante também foi encontrado no indice de velocidade de germinagdo, em que
o lote 2 teve desempenho inferior ao dos demais.

Com base nos resultados dos testes de emergéncia e indice de velocidade de
emergéncia (Tabela 1), constatou-se que nao houve diferenca significativa entre os lotes para
plantulas normais. Ja o estande inicial na classificacdo dos lotes em niveis de vigor, obtendo

os lotes 1, 4 e 5 sido superiores e o lote 2, inferior aos demais.
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Milani, Menezes e Lopes (2012) também relataram que os testes de vigor, como
primeira contagem da germinacdo, comprimento de plantula e emergéncia, foram mais
sensiveis ao avaliar a qualidade das sementes de canola dos diferentes lotes, apontando
diferencas de qualidade entre lotes, em que o teste de germinacao nao havia identificado.

No teste de frio foi possivel avaliar a qualidade fisiologica dos lotes de sementes de
canola, que foi constatado diferencas no comportamento dos lotes classificando em dois
niveis de vigor, sendo o lote 1 e 5 superiores aos demais. Avila et al., 2008a ao utilizar o teste
de frio para avaliar hibridos de canola, foi possivel indicar o potencial fisiologico das
sementes submetidas as condi¢des de estresse. O teste de frio tem sido realizado para avaliar e
correlacionar com precisdo comportamentos de lotes de sementes, tal maneira Avila et al.,
2005a, distinguiu lotes de sementes de canola avaliando o potencial fisioldgico. Importante o
uso de mais de um teste para determinar o vigor dos lotes de sementes, em func¢do da
influéncia dos procedimentos adotados e do uso de situagdes especificas de estresse para
estimar o comportamento relativo dos lotes em campo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Com o intuito de avaliar a similaridade entre os testes na caracterizagdo inicial dos
lotes de sementes de canola, foi realizada a analise de agrupamento, para verifica¢ao dos lotes
de sementes e os testes aos quais essas sementes foram submetidas. Essa andlise, permite
estimar a similaridade entre as varidveis, levando em consideragdo suas caracteristicas

simultaneamente (Figura 1).
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Figura 1 - Dendrograma resultante da analise de agrupamento hierarquico com a formacao de
grupos com base nos dados de peso de mil sementes (PMS), primeira contagem (PC),
germinagdo (G), indice de velocidade de germinacao (IVG), emergéncia inicial (EI),
emergéncia (E), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e teste de frio (TF) em cinco lotes

de sementes de canola.

Adotando-se a distancia euclidiana 4 (HAIR et al., 2005) baseada na melhor distingao
entre os agrupamentos, logo como referéncia na analise de agrupamento hierarquico os testes
da caracterizagdo da qualidade inicial dos lotes de sementes foram separados em quatro
grupos. No grupo I, ficaram concentradas as variaveis de peso de mil sementes, indice de
velocidade de germinacdo e indice de velocidade de emergéncia, que apresentaram maior
distancia e dissimilaridade com os demais. As variaveis germinacao e emergéncia formaram o
grupo II. Ja as varidveis dos testes de frio, emergéncia inicial e primeira contagem formaram
os grupos III e IV, sendo distinto dos demais e menor eficiéncia como testes de vigor. Os
grupos apresentaram similaridade dentro e dissimilaridade entre os grupos formados (Figura
1). Neste estudo o valor ideal para distingao dos grupos foi definido em fun¢do da separacao
dos grupos que melhor explicam os resultados de similaridade entre os testes, conforme
destaca Mingoti (2007).

Segundo Marcos Filho (2015), resultados semelhantes com o teste de emergéncia sdo

fundamentais para avaliacao da qualidade fisiologica das sementes. Portanto, como o teste de
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germinagdo e o de emergéncia permaneceram no mesmo grupo e correspondendo com maior
similaridade entre si, eles foram utilizados para correlacdo com os resultados do teste de
deterioragdo controlada.

Na Tabela 2 estdo os dados referentes ao grau de umidade das sementes de canola
submetidas aos ajustes para os valores estabelecidos de umidade. Observa-se que nao houve
variagoes expressivas no grau de umidade das sementes, fato esse importante na execugao do
teste de deterioracdo controlada, uma vez que a uniformizagdo do grau de umidade das
sementes ¢ fundamental para a padronizagdo das avaliagcdes ¢ a obtencao de resultados

consistentes (KRZYZANOWSKI; MARCOS FILHO, 2020).

Tabela 2 - Dados médios do grau de umidade apds o ajuste para os valores estabelecidos de
15%, 18%, 20% e 22% de umidade e as temperaturas 41 °C e 45 °C, para realizagdo do teste

de deterioracdo controlada em cinco lotes de sementes de canola.

Grau de Umidade (%)

Umidade 41°C 45°C
Lotes Inicial 15% 18% 20% 22% 15% 18% 20% 22%
L1 7,19 1535 18,47 20,84 2223 1544 18,56 2033 22,63
L2 6,96 1539 1848 20,34 22,54 15,17 18,5 20,41 22,79
L3 8,91 1533 18,57 2035 22,79 1544 18,62 20,65 22,63
L4 7,67 1564 1827 2042 22,49 1534 1845 2047 22,28
L5 8,91 15,77 18,51 20,5 22,47 1505 1835 2096 2241

Marcos Filho (2015) ressaltou que a uniformizag¢do do teor de dgua das sementes ¢
importante para permitir a padroniza¢do das avaliagdes e a comparagdo segura do potencial
fisiologico dos lotes analisados. A utilizacdo de lotes de sementes com grau de umidade
inicial uniforme ¢ importante desde o procedimento de embebicdo, que deve ser realizado
antes do teste de deterioracdo controlada, pois possibilita que todos os lotes atinjam os valores
pré-estabelecidos em periodo proximo, agilizando, assim, o inicio da fase de banho-maria,
além de ser um pré-requisito fundamental para obtencdo de resultados confidveis (DA
SILVA; VIEIRA, 2010a). Apds o periodo em banho-maria, constatou-se que os lotes de
sementes permaneceram praticamente com o mesmo grau de umidade, atingido apds os
ajustes desejados. Assim, a técnica utilizada para deterioragdo controlada mostrou-se eficiente
para manter constante o grau de umidade das sementes durante o decorrer do teste e muito
proximo ao dos planejados. Segundo Tekrony (2003) e Torres et al. (2012b), um ponto

porcentual de diferenga no grau de umidade entre lotes de sementes pode causar grande
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impacto na germinagao apds a deterioragdo controlada, principalmente para os lotes de médio
e baixo vigor.

O resultado do teste de deterioracdo controlada encontra-se na Tabela 3, ao submeter
as sementes ao teste de deterioracdo controlada na temperatura de 41°C, nas umidades de
15%, 18% e 20% houve diferencas de niveis de vigor nos lotes em dois niveis, ja em 22% de
umidade foi possivel observar trés niveis de vigor, porém com valores mais baixos que a dos
demais. Quando a umidade foi ajustada para 18%, foi possivel separar os lotes em dois niveis
de vigor, sendo os lotes 1, 3, 4 e 5 de qualidade superior e o lote 2, de qualidade inferior,
resultado semelhante ao observado pela caracterizagao do perfil dos lotes. Na temperatura de
45 °C com a utilizacdo das umidades de 15%, 18%, 20% e 22%, foi possivel separar os lotes
em trés niveis de vigor. Com base no ajuste do grau de umidade para 18%, foi possivel
determinar os lotes 1 e 5 como os de maior vigor, os lotes 3 ¢ 4 como os de qualidade
intermediaria e o lote 2 como o de qualidade inferior ao dos demais, corroborando o teste de

germinagdo da caracterizagao do perfil dos lotes.

Tabela 3 - Dados médios de germinagao (%) de cinco lotes de sementes de canola submetidos
ao teste de deterioracdo controlada, empregando as combina¢des de umidade 15%, 18%, 20%

e 22% e as temperaturas 41 °C e 45 °C.

Lotes 41°C 45°C
15% 18%  20% 22% 15% 18% 20% 22%
L1 96aA  96aA  71bB  44bcC 94aA  91abA 76 aB 51bC
L2 79bA  76bA  7IbA  34cB 73 cA 55 dB 55cB 66 aA
L3 80bB  96aA  9laA  47bC 78 beA 77 cA 76aA  66aB
L4 93aA  89aA  73bB  69aB 78bcA  84bcA  76aAB 69 aB
L5 72bB 90aA  69bB  63aB 84 bB 97 aA 64 bC 63 aC
CV (%) 6,67

Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05). CV (%)= coeficiente de variagao.

Com o aumento do grau de umidade, observou-se queda uma no desempenho,
principalmente na umidade de 22%. Sementes com grau de umidade mais elevado apresentam
maior sensibilidade as condi¢cdes ambientais desfavoraveis, o que promove estresse elevado,
chegando a provocar a sua morte (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2003). Rossetto e
Marcos Filho (1995b) relataram que quanto maior o teor de umidade das sementes de soja,
maior ¢ o efeito da alta temperatura durante o controle do teste de deterioragdo controlada,

corrobora com o presente trabalho. Neste sentido, Kikuti ¢ Marcos Filho (2008) obtiveram,
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em sementes de couve-flor, resultados satisfatérios com a umidade ajustada a 20% a 45°C,
mas ao ultrapassar 22% de umidade o resultado ndo foi adequado, pois ocorreu queda no
porcentual de germinagdo, o que corrobora o que foi constatado no presente trabalho, ou seja,
22% de umidade resultou em baixa germina¢do, comparada com a dos demais graus de
umidade. A queda no desempenho germinativo ocorre por causa da exposi¢cdo das sementes a
altas temperatura ¢ umidade relativa do ar, pois elas provocam alteracdes que influenciam a
sintese de proteinas e de acidos nucleicos e, também, o metabolismo do DNA (VAZQUEZ;
MONTIEL;VAZQUEZ RAMOS, 1991).

A utilizagdo do teste de deterioracdao controlada com as temperaturas de 41°C e 45°C
foi eficiente para separar os lotes em niveis de vigor, independentemente da umidade.
Krzyanowski et al. (1999) relatam que o teste de deterioracdo controlada permite a
diferenciagdo de lotes de sementes que estdo em diferentes estadios de deterioracao, mas tém
porcentagens de germinagdo semelhantes.

Soares et al. (2019) relataram que o teste de deterioragdo controlada é uma alternativa
rapida e pratica para obter informagdes sobre o vigor de sementes de pepino. Ja para sementes
de crambe, com o ajuste inicial do grau de umidade para 18% a temperatura de 45 °C, foi
possivel obter informagdes sobre o indice de vigor e a uniformidade de desenvolvimento de
plantulas (LEAO ARAUJO et al., 2017). A condugio do teste de deterioragdo controlada foi
eficiente para apresentar os resultados, ao detectar os niveis de vigor das sementes apos
exposicao das sementes a altas temperatura e umidade relativa do ar, fatores determinantes da
deterioracao.

De modo geral, observa-se que a temperatura de 45 °C, associada ao grau de umidade
de 18%, foram responsaveis por estratificar os lotes em mais niveis de vigor. Com o intuito de
certificar os resultados, foram realizadas as andlises de correlacdio e de componentes
principais com as caracteristicas de germinagdo e emergéncia e os resultados do teste de
deterioragdo controlada.

As combinagdes de umidade e temperatura no teste de deterioragdo controlada
18%/41 °C (T2) e 18%/45°C (T6) foram promissoras, permitindo, assim, a estratificagdo
significativa entre os lotes, principalmente por apresentar correlagdes significativas e positivas
(Figura 2). A combinagdo de 18%/41 °C (T2) apresentou correlacdo apenas com o teste de
germinagdo (r= 0,6), enquanto a combinagdo 18%/45 °C (T6) apresentou correlagdo com os
testes de germinagdo (r= 0,67) e de emergéncia (= 0,49). Esse fato evidencia que a
combinacdo 18%/45 °C (T6) ¢é eficiente na correlagdo com os testes de caracterizacdo de

germinagdo e emergéncia realizados, logo, neste trabalho, essa combinagdo esta sendo
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classificada como ideal para diferenciar os lotes de sementes de canola pelo teste de
deterioragdo controlada.

Para que qualquer teste de vigor possa ser considerado eficiente na area de analise de
sementes, ele precisa apresentar correlacdo com a emergéncia (MARTINS et al., 2016).
Rodrigues et al. (2009) obtiveram correlagdo significativa entre testes de emergéncia com o
teste de deterioragdo controlada em sementes de girassol, uma vez que eles contribuem para

obteng¢do de informagdes que auxiliam na tomada de decisdes quanto a selecdo de lotes.
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Figura 2 - Correlagdo de Pearson simples (r) entre as varidveis germinacgdo (G) e emergéncia
(E) e as combinagdes dos procedimentos do teste de deterioragdo controlada realizado em
sementes de canola: T1= 15%/41°C, T2= 18%/41°C, T3= 20%/41°C, T4= 22%/41°C, T5=
15%/45 °C, T6= 18%/45 °C, T7= 20%/41 °C e T8= 22%/45 °C. Os valores marcados com um

“X” ndo apresentam correlagdo significativa a 5% de probabilidade, pelo teste t.

Para explicar a variabilidade dos dados, foram realizadas as andlises de componentes
principais dos cinco lotes de sementes de canola para cada temperatura (41 °C e 45 °C)
(Figuras 3 e 4). Para a analise na temperatura de 41 °C, foram necessarios dois componentes
principais para discriminar 75,5% da varidncia total, em que o componente principal 1 (CP1)
foi responsavel por 52,1% e o componente principal 2 (CP2), por 23,4% das variacdes dos
dados (Tabela 4). De modo similar, Coelho et al. (2021), trabalhando com vigor em sementes

de cartamo, constataram a necessidade de dois componentes principais para explicar os dados.
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Tabela 4. Matriz de autovetores e autovalores dos componentes principais (CP) e avaliacdo da
qualidade fisiologica de sementes de cinco lotes de canola, com énfase no teste de
deterioragdo controlada, de acordo com as varidveis germinacao (G) e emergéncia (E) e as
combinagdes dos procedimentos do teste de deterioracdo controlada realizado em sementes de

canola: T1= 15%/41°C, T2= 18%/41°C, T3=20%/41°C, T4= 22%/41°C.

Variaveis PC1 PC2

E 0,97 -0,23

G 0,92 -0,02

T1 0,61 -0,06

T2 0,78 0,60

T3 -0,11 0,97

T4 0,57 -0,17

Auto valores 3,12 1,04
Variancia explicada (%) 52,1 23,4
Variancia Acumulada (%) 52,1 75,5

Varidveis representativas do componente com base no médulo da relagdo 0,5/(1) ®° destacadas em negrito
(COLLINS; OVALLES, 1988).

De acordo com Hongyu et al. (2016), o poder discriminatério das variaveis em cada
componente principal ¢ avaliado pelo valor da correlagdo. Portanto, foi possivel inferir que
foram verificadas correlagdes altas (acima < 0,70). Ressalta que a germinagdo, a emergéncia e
o tratamento 18%/41 °C correlacionaram-se fortemente com o PCI1, uma vez que seus vetores
estdo no mesmo sentido e formando angulos agudos entre si (Figura 3). No entanto, os
tratamentos que apresentam poder discriminatério para o CP2 estdo em sentido contrario as
variaveis germinagdo e emergeéncia, ou seja, ocorre o decréscimo de porcentagem de plantulas
normais obtidas apds os tratamentos em comparagdo com as caracteristicas do perfil do lote de
germinagdo € emergéncia, principalmente quando o grau de umidade ¢ ajustado para 20%.
Logo, as varidveis do CP2 t€ém menor poder discriminatorio na avaliacdo de lotes de sementes.
Diante disso, foi possivel estratificar os lotes em dois niveis de vigor, sendo os lotes 1, 3,4 e 5

de qualidade superior a do lote 2.
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Figura 3 - Dispersdo de autovetores ao longo de um plano circular e formacdo de grupos

obtidos por andlise de componentes principais de acordo com as varidveis germinacdo (G) e

emergéncia (E) e as combinacdes dos procedimentos do teste de deterioragdo controlada

realizado em sementes de canola: T1= 15%/ 41 °C, T2= 18%/41 °C, T3= 20%/41°C e T4=

22%/41 °C.

Para explicar a variabilidade dos dados na anélise de componentes principais dos
cincos lotes na temperatura de 45 °C, foram necessarios dois componentes principais para
discriminar 90,3% da variancia total, em que o CP1 foi responsavel por 75,2% e o CP2, por
15,1% das varia¢des dos dados (Tabela 4). Quando a soma dos componentes principais (PC1
e PC2) for superior a 80%, os resultados da andlise de componentes principais podem ser
considerados eficazes para explicar a variabilidade total dos dados (JOLLIFE; CADIMA,
2016).
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Tabela 5. Matriz de autovetores e autovalores dos componentes principais (CP) e avaliagdo da
qualidade fisiologica de sementes de cinco lotes de canola, com énfase no teste de
deterioragdo controlada, de acordo com as varidveis: germinagdo (G) e emergéncia (E), T5=

15%/45 °C, T6= 18%/45 °C, T7=20%/41 °C e T8= 22%/45 °C.

Variaveis PC1 PC2
E 0,91 0,22
G 1,00 -0,04
T5 0,87 -0,29
T6 0,95 0,24
T7 0,66 0,57
T8 -0,76 0,62
Auto valores 4,51 0,9
Variincia explicada (%) 75,2 15,1
Variancia Acumulada (%) 75,2 90,3

Varidveis representativas do componente com base no médulo da relagdo 0,5/(1) ®° destacadas em negrito
(COLLINS; OVALLES, 1988).

Com base na analise dos componentes principais apresentados na Figura 4, constata-se
que os teste de germinagdo e de emergéncia e o tratamento 18%/45 °C apresentaram
correlagdo forte (acima <0,90), estando inseridos no CP1, o que explica a maioria das
informacdes contidas nas varidveis a serem consideradas de maior relevancia. Conclui-se,
portanto, que eles sdo promissores na avaliacdo de lotes de sementes de canola, quando o
objetivo for classificad-los quanto ao vigor. Os autovetores situaram-se proximos € nos
mesmos sentidos, formando angulos entre si no plano de dimensdo. J& no componente
discriminatorio, CP2 tem menor varidncia acumulada, logo, as varidveis desse componente
teriam menor poder discriminatorio. No entanto, ele realca a distdncia do tratamento nos
testes de germinagdo e de emergéncia, em sentido e angulo contrérios, representando uma
possivel deterioracdo das sementes com porcentual de plantulas normais baixas, comparada
com a dos demais, o que indica ser ele um tratamento dréstico principalmente quando se
aumenta o grau de umidade acima de 20% de umidade. Portanto, quanto mais distante o vetor
da varidvel estiver do lote, menor serd o desempenho desse lote em relacdo a variavel
correspondente (ARAUJO et al., 2021). Assim, é possivel a classificagio dos lotes em trés
niveis de vigor: alto, baixo e médio, de modo que os lotes 1 e 5 foram de alto vigor, o lote 2
foi o de vigor baixo e os lotes 3 e 4 permaneceram com médio vigor. Coelho et al. (2021)
também estratificaram os lotes de sementes de cartamo em trés niveis de vigor, o que reforga

que a analise de componentes principais ¢ promissora para determinar a qualidade fisiologica
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de sementes. De acordo com Medeiros et al. (2018), a anélise de componentes principais pode

ser utilizada na interpretagdo de varidveis relacionadas a qualidade de sementes.
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Figura 4 - Dispersdo de autovetores ao longo de um plano circular e formagdo de grupos
obtidos por andlise de componentes principais de acordo com as varidveis: germinacao (QG),

emergéncia (E), T5= 15%/45 °C, T6= 18%/45 °C, T7=20%/41 °C e T8= 22%/45 °C.

No entanto, as analises apresentaram resultados favoraveis dos tratamentos 18%/41 °C
e 18%/45 °C, observados anteriormente por meio dos testes de médias (Tabela 3). Quando a
caracterizacdo do perfil do lote foi comparada a partir do agrupamento hierarquico com
similaridade dos testes de germinagdo e emergéncia, que permaneceram no mesmo grupo
(Figura 1), constatou-se que o tratamento 18%/45 °C correlacionou-se significativamente
tanto com a germinagdo quanto com a emergencia, com eficiéncia na validacdo da qualidade
das sementes (Figura 2). No entanto, ao complementar com a andlise de componentes
principais, observou-se uma forte contribuicdo para explicar e confirmar os resultados, de
maneira que o tratamento com a temperatura de 45 °C a 18% de umidade foi eficiente para
estratificar os lotes em trés niveis de vigor, apresentando proximidade entre os vetores das
variaveis de qualidade fisioldgica correspondentes aos testes de germinacao e de emergéncia
(Figura 4). Conforme Costa e Novembre (2019), a analise multivariada por meio de
componentes principais ¢ uma ferramenta eficiente na criagdo de novos componentes que

representam os resultados de teste de vigor, pois apresenta alta retencdo da varidncia e
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coeréncia, principalmente na apresentacdo dos dados e na interpretacdo de resultados em

tecnologia de sementes.
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4 CONCLUSOES

O teste de deterioragdao controlada conduzido com sementes com grau de umidade de
18% sob temperatura de 45 °C por 24 horas ¢ eficiente para avaliar o potencial fisiologico de

sementes de canola.
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ARTIGO CIENTIiFICO II — TESTE DE ENVELHECIMENTO ACELERADO E
ANALISE ANATOMICA E HISTOQUIMICA NA AVALIACAO DO VIGOR DE
SEMENTES DE CANOLA

RESUMO

A canola ¢ uma espécie oleaginosa que se apresenta como op¢ao atraente para o sistema de
cultivo no Brasil, ¢ importante ressaltar a qualidade das sementes a serem implantadas e o uso
de métodos padronizados que sejam estabelecidos na avaliagdo da qualidade fisiologica das
sementes. Diante disso, objetivou-se, com a metodologia do teste de envelhecimento
acelerado avaliar a qualidade de semente de canola, bem como as alteracdoes da qualidade
fisiolégica por andlise anatdomica e histoquimica apds o envelhecimento. A pesquisa foi
desenvolvida no Laboratorio de Sementes do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Diamantina, Minas Gerais. Foram
utilizados cinco lotes de sementes de canola do hibrido Diamond, safras 2019 e 2021. Para a
analise da caracterizagdo inicial do perfil dos lotes, foram avaliados os testes: determinagao
do grau de umidade, peso de mil sementes, primeira contagem de germina¢do, germinagao,
indice de velocidade de germinagdo, estande inicial, emergéncia, indice de velocidade de
emergéncia e teste de frio. Para o teste de envelhecimento acelerado, foi utilizado o esquema
fatorial 5x3x4 (cinco lotes, trés solugdes: agua destilada (100% UR), solugdo de NaCl (76%
UR) e solugdo de KCI (87% UR), e quatro periodos de envelhecimento, 24, 48, 72 e 96
horas). Para a caracterizagdo anatomica e histoquimica, os cortes foram corados com Azul de
Toluidina, Xylidine Ponceau e Sudan IV. Os dados foram submetidos a analise de variancia,
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05%). Posteriormente, foi construido
um dendrograma, utilizando o coeficiente de correlagdo simples de Person e a analise de
componentes principais. Constatou-se que o teste de envelhecimento acelerado com solugdo
saturada de KCl (87% UR) realizado a 41°C, por 24 horas, ¢ eficaz para avaliagdo do vigor de
sementes de canola. Em relagdo a presenca de proteinas e lipidios, as sementes nao
envelhecidas e envelhecidas com solugdo KCl/24 horas apresentaram semelhangas quanto ao
padrao de coloragdo e de estrutura celular, logo, o seu uso ndo afeta a qualidade fisiologica da

semente.

Palavra-chave: Brassica napus, germinagao, envelhecimento acelerado.
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SCIENTIFIC ARTICLE II - ACCELERATED AGING TEST AND ANATOMICAL
AND HISTOCHEMICAL ANALYSIS IN THE EVALUATION OF CANOLA SEED
VIGOR

ABSTRACT

Canola is an oilseed species that presents itself as an attractive option for the cultivation system
in Brazil, it is important to emphasize the quality of the seeds to be implanted and the use of
standardized methods that are established in the evaluation of the physiological quality of the
seeds. Therefore, the objective was, with the methodology of the accelerated aging test, to
evaluate the quality of canola seed, as well as the changes in physiological quality by
anatomical and histochemical analysis after aging. The research was carried out at the Seed
Laboratory of the Department of Agronomy of the Federal University of Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Diamantina, Minas Gerais. Five batches of canola seeds of
the Diamond hybrid, harvests 2019 and 2021, were used. For the analysis of the initial
characterization of the profile of the batches, the tests were evaluated: determination of the
degree of moisture, weight of a thousand seeds, first germination count, germination,
germination speed index, initial stand, emergence, emergence speed index and cold test. For the
accelerated aging test, the 5x3x4 factorial scheme was used (five lots, three solutions: distilled
water (100% RH), NaCl solution (76% RH) and KCI solution (87% RH), and four periods of
aging, 24, 48, 72 and 96 hours). For anatomical and histochemical characterization, the sections
were stained with Toluidine Blue, Xylidine Ponceau and Sudan IV. Data were submitted to
analysis of variance, and means were compared using Tukey's test (p<0.05%). Subsequently, a
dendrogram was constructed, using Person's simple correlation coefficient and principal
component analysis. It was found that the accelerated aging test with saturated solution of KCI
(87% RH) carried out at 41°C, for 24 hours, is effective for evaluating the vigor of canola
seeds. Regarding the presence of proteins and lipids, the seeds not aged and aged with KCl1/24
hours solution showed similarities in terms of color pattern and cell structure, so their use does

not affect the physiological quality of the seed.

Keywords: Brassica napus, germination, accelerated aging.
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1. INTRODUCAO

A canola (Brassica napus L. var. oleifera), ¢ uma importante oleaginosa, cultivada
principalmente pelo 6leo de alta qualidade, tanto para nutrigdo humana, industrias quimicas e
farmacéuticas quanto para producdo de biocombustiveis (BOCIANOWSKI; LIERSCH,
2022). Apresenta-se como cultura alternativa no sistema de cultivo no Brasil, principalmente
em periodos de entre safras (GONCALVES et al., 2022). Para a instalagdo da cultura, a
qualidade da semente a ser utilizada na semeadura e o método usado para avaliagdo da
qualidade fisiologica da semente tém grande importancia (AVILA et al., 2005).

A semente ¢ matéria prima originada de uma série de etapas desde, melhoramento
genético, produgdo, colheita, beneficiamento, secagem, armazenamento, analises e semeadura
que no decorrer desses processos fica sujeita a deterioragdo (ROSSETTI et al., 2022). O
processo de deterioragdo da semente ocorre de forma progressiva, o que resulta na queda de
sua qualidade ¢ uma série de alteragdes fisioldgicas, fisicas e bioquimicas (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012; MEDINA et al., 2021).

Os teste de vigor para a deteccdo da deterioracdo de sementes sdo importante na
avaliacdo da qualidade fisioldgica, principalmente, contribuindo diretamente para industrias
de sementes a auxiliar na tomada de decisdes quanto ao uso ou descarte de lotes (MARCOS
FILHO, 2015; FERNANDEZ, L. G.; JESUS, T. S. R.; SANTOS, 2021).

Os testes de vigor, diferentemente do teste de germinagdo, objetivam identificar
possiveis diferencas no grau de deterioracio de sementes que apresentem potencial
germinativo semelhante, dentre o principal desafio das pesquisas sobre os testes de vigor
estdo na identificacdo de parametros relacionados a deterioragdo que precedam a perda da
capacidade germinativa das sementes (GUPTA; PUNIA; DHAIYA, 2017; SILVA et al.,
2019a).

Dentre os varios testes usados para avaliagdo do vigor das sementes, destaca-se o teste
de envelhecimento acelerado, por sua facil padronizagdo e simplicidade na execucdo
(MARCOS FILHO, 2020). Outro campo de destaque no estudo em sementes € a compreensao
da anatomia e da histoquimica, que assume papel chave na identificacdo e visualizacao das
alteracdes celulares e de tecidos relacionados a estes processo, assim como a mobilizagdo de
compostos de reservas (MENDES; MENDONCA, 2020).

Diante da escassez de informacdes sobre a utilizacdo desse teste para semente de
canola, objetivou-se, com este estudo, adequar a metodologia do teste de envelhecimento

acelerado para avaliacdo e diferenciacdo dos lotes de sementes com diferentes niveis de
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qualidade, bem como avaliar por andlise anatomica e histoquimica altera¢des na qualidade

fisiologica de sementes de canola ap6s o envelhecimento.

2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Sementes - Departamento de
Agronomia e Laboratério de Anatomia Vegetal — Departamento de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM, Diamantina, MG.
Foram utilizados cinco lotes de sementes de canola do hibrido Diamond, sendo o lote 1
produzido em Cascavel-PR, safra 2020; lote 2 produzido em Planaltina-DF, safra 2019, lote 3
produzido em Lavras-MG, safra 2019, lote 4 produzido em Lavras-MG, safra 2021 e lote 5
produzido no campus experimental da UFVJM, safra 2021, cujas sementes foram
consideradas F2 do lote 1 (70 % de autofecundagdo e 30 % de fecundacao cruzada).

Para a caracterizacao da qualidade dos lotes foram realizados os testes:

Para o peso de mil sementes foi determinado segundo a metodologia de Brasil (2009),
em que oito repeticdes de 100 sementes foram pesadas em balancga analitica e posteriormente,
calculado o desvio padrdao e o coeficiente de variagdo, sendo os resultados expressos em
gramas.

O grau de umidade foi obtido através do método da estufa, a 105°C, por 24 horas
(BRASIL, 2009). Foram utilizadas duas repeti¢cdes para cada lote com o peso da amostra de
um grama de sementes para cada repeti¢ao.

O teste de Germinacio foi realizado de acordo os critérios estabelecidos pelas Regras
de Analise de Sementes (BRASIL, 2009), com quatro repeticdes de 50 sementes por lote,
colocadas para germinar em caixas plasticas do tipo “gerbox” sobre trés folhas de papel
germitest, umedecidas com agua destilada, utilizando-se 2,5 vezes a massa do papel seco.
Posteriormente, as sementes foram acondicionadas em germinador tipo B.O.D., com
temperatura de 20°C constante. As avaliacdes foram realizadas ao 5° dia (primeira contagem
da germinacio) e encerradas ao 7° dia (contagem final), computando-se as plantulas
normais. As contagens foram efetuadas diariamente para a determinagcdo do indice de
velocidade de germinacdo (IVG), calculado segundo a formula proposta por Maguire
(1962), computando-se o numero de sementes com protrusdo, a partir da emissdo de 1 mm de
radicula.

O teste de emergéncia foi realizado com quatro repetigdes de 50 sementes por lote.
As sementes foram semeadas em caixas pléasticas contendo areia e terra na proporc¢ao 2:1,

umedecida com &4gua destilada. As caixas foram mantidas em sala de crescimento a
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temperatura de 20°C com fotoperiodo constante. Apos o inicio da emergéncia, foram
realizadas avaliacdes diariamente, computando-se o estande inicial ao 5° dia, sendo o teste
encerrado apds a porcentagem de emergéncia estabilizar-se por trés dias, avaliando o nimero
de plantulas normais emergidas. Para o indice de velocidade de emergéncia (IVE), foram
computados, diariamente, o numero de plantulas emersas a partir do inicio da emergéncia e o
calculo realizado conforme Maguire (1962).

O teste de frio foi conduzido conforme as recomendagdes de Cicero e Vieira (2020),
em que quatro repeticdes de 50 sementes para cada lote, foram acondicionadas em papel
germitest umedecidos com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco.
Em seguida, os rolos foram agrupados em quatro (repeti¢des) com atilhos de borracha
(elasticos), vedados com sacos plésticos e mantidas em B.O.D a temperatura de 10°C durante
sete dias. Apos este periodo, os rolos foram retirados dos sacos de plésticos e colocados em
germinador a temperatura de 25°C, sendo avaliado a porcentagem de plantulas normais no
quinto dia.

Para o teste de envelhecimento acelerado tradicional foi conduzido com a utilizagao
de caixas de plastico do tipo gerbox com compartimento individual possuindo em seu interior
uma bandeja de tela de aluminio, onde as sementes foram dispostas de maneira a formar uma
camada simples sobre a superficie da tela. No interior de cada gerbox, foram adicionadas 40
ml de dgua destilada (H20 — 100 UR). As caixas tampadas foram mantidas em camara de
germinagdo do tipo B.O.D. a 41°C, durante os periodos de 24, 48, 72 e 96 horas. Em seguida,
as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, com avaliagdo no quinto dia apos a
semeadura, sendo determinado também o teor de agua das sementes ao final dos periodos de
envelhecimento (MARCOS FILHO, 2020).

Para o teste de envelhecimento acelerado com o uso de solucio saturada de sal foi
conduzido de forma semelhante ao tradicional, contendo 40 ml de solucdo saturada, na
solucdo saturada de cloreto de sddio (NaCl), na propor¢ao de 40 g de NaCl para 100 ml de
agua, o qual proporciona umidade relativa de 76% e a solucdo saturada de cloreto de potassio
(KCl) na proporcao de 32 g de KCl para 100 ml de 4gua, proporcionando um ambiente com
umidade relativa de 87% (JIANHUA; MCDONALD, 1997). Os gerboxes foram levados a
camaras de germinacao do tipo B.O.D., a temperatura de 41°C, pelos periodos de 24h, 48h,
72h e 96 horas. Em seguida, as sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, com
avaliacdo ao quinto dia apds a semeadura, sendo determinado também o teor de dgua das

sementes ao final dos periodos de envelhecimento (MARCOS FILHO, 2020).
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Para a caracterizacio anatomica e histoquimica foram utilizadas sementes de canola
sem o processo de envelhecimento, no tratamento considerado eficiente e no tratamento mais
drastico a qualidade das sementes para avaliagdo quanto a possivel alteracdo nas estruturas.
As amostras selecionadas foram fixadas em FAA70 (formaldeido, acido acético e alcool
etilico 70% na propor¢do de 9:0,5:0,5) por 48h sob vacuo e posteriormente estocadas em
etanol 70% por 24 h sob vacuo (KRAUS et al., 1998). Em seguida foram desidratadas em
série etilica crescente (80%, 90% e 95% e 100% + resina 1:1), incluidas em resina
metracrilato (Historesin — Leica), segundo recomendagdes do fabricante. Foram obtidas
seccdes anatOmicas com 5 pum de espessura, em micrétomo rotativo manual Modelo 829
Serial 71611, corados com azul de toluidina (O’BRIEN et al., 1981) e posteriormente
montados entre ldmina e laminula utilizando-se como meio de montagem com verniz vitral.
Para as analises histoquimicas, foram obtidos cortes a mao livre com uso do micréotomo de
mesa (Euromex Mikrotom Grampeavel) e aderidos em laminas histologicas umedecidas com
adesivo, os cortes foram submetidos aos seguintes reagentes/corantes: Xylidine Ponceau (XP)
para deteccdo de proteinas totais e Sudan IV para detec¢do de lipideos (O’BRIEN;
MCCULLY, 1981). Laminas foram observadas em microscopio de luz modelo Leica DM50 e
fotomicrografias foram obtidas em fotomicroscopio (Primo Star-Zeiss AxioCam ERc 5s). As
fotomicrografias obtidas foram avaliadas quanto as alteragdes estruturais, como intensidade
da coloracao e desgastes decorrentes dos efeitos dos tratamentos nas células das sementes.

O delineamento experimental utilizado no teste de deterioracdo controlada foi o
inteiramente casualizado, sendo analisado em esquema fatorial 5 x 3 x 4 (cinco lotes, trés
solucdes (H20, NaCl e KCl) e quatro periodos de envelhecimento (24, 48, 72 ¢ 96 horas)). Os
dados foram testados quanto a distribui¢do normal dos erros pelo teste de Shapiro-Wilk e a
homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett, assim os dados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade. Foi construido dendrograma para agrupamento de forma hierarquica das
variaveis da caracterizacdo da qualidade dos lotes, a parti do agrupamento realizado foi
calculado o coeficiente de correlagdo simples de Pearson (r) para todas as combinagdes dos
resultados dos testes de vigor. Para verificar a eficiéncia das metodologias, foi realizada a
analise de componentes principais (PCA) entre os dados de caracterizagdo inicial dos lotes e
os resultados dos testes de vigor. As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

software estatistico “R. 4.1.2” (R CORE TEAM, 2022).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo os dados obtidos da caracterizacao inicial do perfil dos cinco lotes
de sementes de canola. O grau de umidade dos lotes variou de 7,2% a 9,2%, o que, segundo
Marcos Filho (2015), ¢ aceitavel, pois gera resultados consistentes e importantes para a
padronizacao dos testes. Para a comercializagdo das sementes de canola, recomenda-se a
umidade de 10%, ou menos (TOMM et al., 2009). Avila et al. (2008) encontraram umidade
nas sementes de canola abaixo de 8%, o que se assemelha aos valores encontrados no presente

trabalho.

Tabela 1. Grau de umidade = U (%), peso de mil sementes = PMS (g), plantulas normais na
primeira contagem = PC (%), germinacdo = G (%), indice de velocidade de germinagdo =
IVG, estande inicial = EI (%), emergéncia = E (%), indice de velocidade de emergéncia =
IVE e teste de frio = TF, obtidos para caracterizacao do perfil dos cinco lotes de sementes de

canola. UFVJM, Diamantina, MG, 2022.

Testes
LOTES U (%) PMS(g) PC (%) G (%) IVG EI (%) E (%) IVE TF (%)
1 85b 430b 93 ab 98 a 19,48a 96ab 98ab 20,3ab 98a
2 7,3 ¢ 4,87 a 84 b 90bc 1559bc 75¢ 89b 1447c¢ 76Db
3 72 ¢ 2,18d 87b 95ab 17,28ab 84bc 94ab 17,90b 94a
4 7,8 ¢ 3,05¢ 73 ¢ 88 ¢ 12.87 ¢ 73 ¢ 76 ¢ 12,59¢ 68¢c
5 9,2a 3,82Db 98 a 99 a 19,90 a 99 a 100a 20,86a 99a

CV (%) 1,22 718 557 272 7,63 744 491 6,77 382

Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna nio diferem entre si, pelo teste de Tukey (p<0,05).

O peso de mil sementes variou de 4,87 g a 2,18 g entre os lotes (Tabela 1). A
avaliacdo do peso de mil sementes ¢ um indicativo do tamanho das sementes; como o obtido
neste estudo foi inferior a 200 g, as sementes foram classificadas como pequenas (BRASIL,
2009). Cecchele et al. (2017) relatam que os maiores pesos de mil sementes de canola estdo
relacionados ao maior tempo em que as plantas permanecem ativas na fase final de
enchimento de graos. Sementes maiores tém maiores quantidades de reservas e embrides bem
formados, por isso podem apresentar altas porcentagens de germinagdo e vigor (BARBOSA
et al., 2010). No entanto, estudos realizados com sementes de canola e soja demonstraram que
0 peso e o tamanho das sementes ndo influenciaram os resultados de testes conduzidos em
laboratorios e o desempenho de plantas a campo (AVILA et al., 2009; MARTINS et al., 1997;
LIMA; CARMONA, 1999), corrobora com o presente trabalho.
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Constatou-se diferenca significativa na germinagdo dos lotes, com maiores
porcentagens para os lotes 1 e 5 e menores para o lote 4 (Tabela 1), tendo os lotes 2 e 3
apresentado qualidade intermedidria.

Pela primeira contagem do teste de germinagdo, observou-se que o lote 5 obteve
porcentagem superior a dos demais, tendo o lote 4 apresentado porcentagem inferior (Tabela
1). Ao analisar o indice de velocidade de germinagdo, constatou-se que os lotes 1 ¢ 5 foram
superiores e que o lote 4 teve menor IVG, no entanto os lotes 2 e 3 nao diferiram dos demais.

De modo geral, os resultados obtidos no estande inicial, na emergéncia, no indice de
velocidade de emergéncia e no teste de frio foram semelhantes quanto a classificacdo dos
lotes de sementes de canola em niveis de vigor (Tabela 1). Nesses testes, os lotes 1 ¢ 5 ndo
diferiram entre si, sendo superiores ao lote 4, que foi de menor vigor, enquanto os lotes 2 e 3
tiveram qualidade intermediaria. Nery-Silva (2017), ao avaliar a qualidade fisiologica de
sementes de canola da caracterizag@o inicial com o teste de frio foi possivel diferenciar os
hibridos em diferentes niveis de vigor. Teste de germinagdo, de frio e de emergéncia foram
capazes de diferenciar lotes de sementes de sorgo ao avaliar a qualidade fisiologica
(VAZQUEZ; BERTOLIN; SPEGIORIN, 2011).

Foi aplicada a analise de agrupamento para explorar a similaridade entre as anélises
dos lotes de sementes da caracterizagdo inicial, sendo os resultados desse tipo de analise
dispostos hierarquicamente. Ao analisar simultaneamente as informacgdes das analises, obtém-
se a interpretacdo do conjunto de dados, considerando as correlagdes existentes entre elas,

agrupando-se, entdo, os testes mais similares entre si (Figura 1).
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Figura 1 - Dendrograma resultante da andlise de agrupamento hierarquico com a formacao de
grupos com base nos dados de peso de mil sementes (PMS), primeira contagem (PC),
germinacdo (G), indice de velocidade de germinagdo (IVG), estande inicial (EI), emergéncia
(E), indice de velocidade de emergéncia (IVE) e teste de frio (TF) em cinco lotes de sementes

de canola.

Com base no método de agrupamento hierarquico submetido aos testes de
caracterizacdo da qualidade inicial dos lotes, foi adotada a distancia euclidiana 4 (HAIR et al.,
2005) baseada na melhor distin¢do entre os agrupamentos como referéncia, o que possibilitou a
obtenc¢do de quatro grupos, revelando ser esse um resultado bastante significativo. No grupo I
encontra-se o teste de germinagdo com similaridade ao grupo II, onde estao agrupados os testes
de primeira contagem, de emergéncia e de estande inicial e o teste de frio. A partir do grupo III,
formado com o peso de mil sementes, apresenta-se uma dissimilaridade com distanciamento
entre os grupos I e II, mas com similaridade com o grupo IV, com os testes de indice de
velocidade de germinagao e indice de velocidade de emergéncia. Para este estudo o valor ideal
para distin¢ao dos grupos foi definido em funcdo da separacdo dos grupos que melhor explicam
os resultados de similaridade entre os testes, conforme destaca Mingoti (2007). A realizagdo da
andlise exploratoria multivariada de agrupamento pelo método hierarquico, o grafico
dendrograma, construido a partir dos dados dos testes sdo capazes na formagdo dos grupos por
determina¢do de similaridade em sementes de braquiaria (SILVA et al., 2019a), corroborando

com o trabalho.
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Portanto, como os testes de germinacdo, de primeira contagem, de emergéncia e de
estande inicial e o teste de frio apresentaram maior similaridade, eles foram utilizados para
correlaciona-los com o teste de envelhecimento acelerado. De acordo com Marcos Filho
(2015), resultados semelhantes aos obtidos no teste de emergéncia constituem parametros
indicadores da eficiéncia dos testes para avaliagdo do potencial fisiologico dos lotes de
sementes, logo, os testes com similaridade com a emergéncia sdo eficientes para serem usados
com esse fim, o que corrobora o resultado obtido pelo agrupamento cujos testes apresentaram
similaridade com os testes de emergéncia.

Constatou-se, dentro de cada periodo estudado (Tabela 2), que ndo houve variagdes
expressivas no grau de umidade das sementes ap0ds elas serem submetidas ao envelhecimento
acelerado, para todos os tratamentos. Deve ser ressaltado que as variagdes ficaram dentro do
limite relatado por Marcos Filho (1999), que indicou como toleraveis variagdes de até quatro

pontos porcentuais.

Tabela 2 - Grau de umidade (%) das sementes de canola submetidas a periodos de
envelhecimento acelerado pelo método tradicional (H2O) e pelos métodos com solucao salina

de NaCl e KCI.

H:0 NaCl KCl1
Lotes

24 h 48h 72h 96h 24 h 48h 72h 96h 24 h 48h 72h 96h
1 13,3 16,5 12,11 14,5 5,57 5,93 5,61 5,6 8,71 748 7,11 7
2 15,76 16,3 13,48 16,1 6,02 7,09 6,26 6,13 8,6 9,36 7,28 9,03
3 12,76 13,71 13,8 16,39 |[5,78 5,76 5,69 5,97 8,39 7,5 996 7,02
4 12,04 1549 13,62 15,33 |5,24 5,91 5,76 6,08 7,97 8,05 7,19 783
5 12,78 15,3 15,08 13,7 6,16 5,33 5,42 4,48 10,94 7,48 7,46 6,12

Ao comparar os métodos de envelhecimento acelerado (Tabela 2), observa-se que com
0 uso de solugdo saturada de NaCl (76% UR) ha menor absor¢ao de dgua pelas sementes,
resultando em um processo de deterioragdo menos dréstico. Resultados semelhantes foram
verificados em sementes de maxixe (TORRES, 2005), de quinoa (MUNARETO et al., 2021)
e de cenoura (RODO; PANOBIANCO; MARCOS FILHO, 2000). O efeito da solucao de
NaCl (76%) ja ¢ relatado como sendo menos dréstico as sementes, pois a agua ¢ absorvida
mais lentamente e ha reducdo da intensidade de deterioragdo (JIANHUA; MCDONALD,
1997).
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Em relacdo a porcentagem de germinag¢do das sementes de canola envelhecidas
(Tabela 3), observou-se que houve interagdo significativa entre os lotes, os periodos e os
métodos de envelhecimento. O método de envelhecimento acelerado tradicional com uso de
agua promoveu uma redugdo mais drastica da germinacao de sementes de canola apds o
envelhecimento. J& o método com solucdo de NaCl promoveu um envelhecimento menos
drastico que o da solu¢do de KCl. No entanto, o tratamento com solu¢do de KCl diferenciou
os lotes de maneira uniforme, e quando os resultados de germinagao pelo método usando KCl
foram comparados, foi possivel a distin¢do dos lotes mais proximos ao teste de germinagao na
caracterizagao do perfil do lote.

O envelhecimento acelerado pelo método tradicional (100% UR) revelou que no
tempo de 96 horas houve redu¢do na porcentagem de plantulas normais de sementes de canola
para todos os lotes, comportamento semelhante ao observado em sementes de racula
(RAMOS et al., 2004), de brocolis (CARLOS et al., 2012) e de Brassicas (COSTA;
TRZECIAK; VILLELA, 2008). Segundo Tunes et al. (2011), esse efeito de queda da
germinagdo apods alto periodo de exposicdo ao envelhecimento, provavelmente, se deve ao

alto teor de agua pelo periodo de exposi¢ao da semente ao envelhecimento.

Tabela 3 - Porcentagem de plantulas normais do teste de germinag¢do de cincos lotes de
sementes de canola submetidos a periodos de envelhecimento acelerado (horas) pela solucao
tradicional (H20), solugao saturada de cloreto de sddio (NaCl) e solugdo saturada de cloreto

de potassio (KCI).

H:0 NaCl KCl
Lotes

24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h 24h 48h 72h 96h

1 74aA 78aA  8laA 54aB |95aA 98aA 96aA 9labA |[89aA 79bA 8laA 67bcB
2 77aA 73aAB 66bB 3bC |85abA 93aA 84bA 83abA |77bcA 82abA 79aA 78abA
3 77aA 18 cB 12¢cB 1bC |94aA 95aA 94abA 93aA |88abA 92aA 77aB 88aA
4 66aA 48bB 64bA 49aB |76bA 80bA 84bA 81bA |67cAB 65cAB 76aA 61cB
5 76aA 74aA  62bB 8bC |[91aA 98aA 90abA 92aA |92aA 79bB 70aB 75bB

CV (%) 7,97

Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula na linha e mintscula na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05). H= horas e CV (%)= coeficiente de variagao.

Os resultados obtidos no teste de envelhecimento acelerado com o uso de solucdo
saturada de NaCl (76% UR) separaram os lotes em dois niveis de vigor (Tabela 3). Em geral,
o maior vigor foi observado nos lotes 1, 3 ¢ 5 € o menor, nos lotes 2 e 4. A solugdo saturada

de NaCl promoveu redugdo da velocidade de captacdo de agua, preservando a qualidade
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fisiologica de sementes pequenas, como aconteceu com as sementes de brocolis (LIMA et al.,
2002), de racula (RAMOS et al., 2004) e de nabo-forrageiro (MORAIS; ROSSETTO, 2013).

Para o método com o uso de solucao saturada de KCl (87% UR), os periodos de tempo
apresentaram comportamentos variaveis na porcentagem de plantulas normais (Tabela 3), o
que permitiu a separacdo dos lotes quanto ao vigor das sementes nos periodos de tempo
analisados. Para os tempos de 24 e 48 horas, foi possivel estratificar o vigor em trés niveis.
No tempo de 24 horas foi possivel distinguir os lotes de sementes similar aos testes de
caracterizagdo inicial do perfil dos lotes (Tabela 1), tendo os lotes 1 ¢ 5 sido os mais
vigorosos, o lote 4 o de menor vigor e os lotes 2 ¢ 3 os de vigor intermediario, que nao
diferiram estatisticamente entre si. Segundo Machado et al. (2019), o teste de envelhecimento
acelerado com o uso de solugdo de KCI é promissor para separar o vigor dos lotes,
apresentando resultados semelhantes aos dos testes de caracterizagdo dos lotes, portanto €
considerado um método eficaz para avaliar a qualidade fisiologica de sementes de feijao-
caupi (DOURADO et al., 2013), de cenoura, de alface e brocolis (RIBEIRO; CARVALHO,
2005) e de crambe (LIMA et al., 2015).

Diante dos resultados da germinagdo ap6s o envelhecimento, conclui-se que o
tratamento que estratificou e distinguiu os lotes de acordo com o potencial fisioldgico similar
com os demais testes da caracterizagdo inicial do lote foi o tratamento com uso de solugao
saturada de KCI (87% UR) por um periodo de exposicdo de 24 horas. Esse resultado ¢
considerado satisfatorio, pelo fato de ser simples sua execucdo, facil e agil com resposta
rapida sobre o potencial fisioldgico dos lotes. Para Marcos Filho (2015), os testes de interesse
na avaliagdo de lotes em laboratorios de analise de sementes, além de ordenar os lotes em
classes de vigor, precisam gerar resultados correlacionados com a emergéncia, de modo que
os resultados dessas andlises ndo devem ser interpretados isoladamente. Portanto, ressalta-se a
importancia de ndo se utilizar exclusivamente os resultados das médias do teste de
envelhecimento acelerado para avaliar a eficiéncia do teste, devendo esses ser interpretados
em conjunto com a analise de correlagdo e componentes principais, com a caracterizagao do
perfil do lote, com os testes de germinagdo, primeira contagem, estande inicial e emergéncia e
com o teste de frio (Figura 1). Cabe ressaltar que a andlise multivariada ¢ uma técnica
exploratoria de dados, portanto, serd sempre util para realizagdo de um estudo confirmatoério
(TEODORO; PEREIRA, 2021).

Constatou-se correlacdo altamente significativa entre tratamentos de envelhecimento e
os demais testes de caracterizacdo do perfil do lote (Figura 2). A correlagdo entre os dados do

teste de envelhecimento acelerado com os demais testes de avaliacdo de qualidade das
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sementes reforca sua eficiéncia para avaliar o vigor das sementes de canola. Cabe ressaltar
que a maior correlacdo significativa foi obtida com o uso de solugdo saturada de KCI por
periodo de 24 horas, para a germinacdo (r= 0,75), a emergéncia (r= 0,77), a primeira
contagem (r= 0,79), o estande inicial (r= 0,74) e o teste de frio (r= 0,89). Quando comparado
com a tabela de média (Tabela 3), classificou-se o lote em trés niveis de vigor,
semelhantemente a caracterizagdo do perfil do lote (Tabela 1). Em contrapartida, no
envelhecimento com método tradicional ¢ solugdo saturada de NaCl nao houve correlagao
significativa para os periodos com os resultados dos demais testes.
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Figura 2 - Correlagdo de Pearson simples (r) entre as variaveis germinacao (G), primeira
contagem (PC), emergéncia (E), estande inicial (EI) e teste de frio (TF) e as combinagdes dos
procedimentos do teste de envelhecimento acelerado realizado em sementes de canola: T1=
24 h/H>0, T2= 24 h/NaCl, T3= 24 h/KCl, T4= 48 h/H>0, T5= 48 h/NaCl, T6= 48 h/KCl, T7=
72 h/H>20, T8= 72 h/NaCl, T9 =72 h/KCl, T10=96 h/H>0, T11= 96 h/NaCl e T12= 96 h/KCI.
Os valores marcados com um “X” ndo apresentam correlagdo significativa a 5% de

probabilidade, pelo teste t.

Em outras culturas, como coentro (TUNES et al., 2011), ervilha-forrageira
(DOURADO, 2012) e Brassica (LEEKS et al., 2007), o teste de envelhecimento realizado

com solugdo salina de KCl foi eficiente para avaliar a qualidade fisioldgica da semente. Maior
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eficiéncia do teste de envelhecimento acelerado com uso de solu¢do saturada de sal na
classificagdo de lotes com diferentes niveis de vigor foi observada em sementes de hortalicas
como cenoura (RODO; PANOBIANCO; MARCOS FILHO, 2000), melao (TORRES;
MARCOS FILHO, 2003a), pepino (TORRES; MARCOS FILHO, 2003b) e rtcula (FREITAS
et al., 2018), o que comprova a importancia de utilizar solu¢des salinas na eficacia do teste de
envelhecimento acelerado para avaliacao de qualidade das sementes.

Para explicar a variabilidade dos dados, na analise de componentes principais dos
cinco lotes de sementes de canola submetidos ao teste de envelhecimento acelerado foram
necessarios dois componentes principais (PC1 e PC2) para discriminar a variancia total dos
dados (Tabela 4). Os dois componentes principais foram responsaveis por 82,3% da variancia
acumulada. Sobre a discriminagdo dos lotes em relacdo a sua qualidade, o CP1 foi
responsavel por 61,2% e o CP2, por 21,1% das varidncias dos dados. Para andlise
multivariada, apenas os testes de germinagdo, primeira contagem, estande inicial e
emergéncia ¢ o teste de frio, devido ao agrupamento por similaridade (Figura 2), e os
tratamentos submetidos ao envelhecimento foram levados em consideragdo para apresentagao
e interpretacdo dos resultados. De acordo com Jollife e Cadima (2016), ¢ aceitdvel a
variabilidade dos dados a partir de 80%.

Portanto, com base na andlise de componentes principais (Tabela 4), pode-se afirmar
que os testes de caracterizagdao do perfil do lote (germinacao, primeira contagem, emergéncia
inicial e emergéncia e o teste de frio) correlacionaram-se fortemente (acima < 0,80),
correspondendo aos tratamentos T2 (24 h/NaCl), T3 (24 h/KCl), T5(48 h/NaCl), TI1
(96 h/NaCl), uma vez que seus vetores estdo no mesmo sentido e formam angulos agudos
entre si (Figura 4). No entanto, deve-se ressaltar que apenas o tratamento T3 com solugdo
salina de KCl no periodo de 24 horas foi capaz de estratificar os lotes em trés niveis de vigor
(Tabela 3). Apresentando poder discriminatorio para o CP2, temos os tratamentos T4
(48 h/H20), T7 (72 h/H20) e T10 (96 h/H20), principalmente representado pelo método
tradicional. Nota-se um distanciamento dos vetores dos testes da caracterizacdo do perfil do
lote ndo se correlacionando, portanto, com menor poder discriminatorio, realgando, assim, o
distanciamento dos demais testes e tratamentos, em sentido e angulo contrario (Figura 3).
Esse fato evidencia uma possivel deterioracdo das sementes com porcentual de plantulas
normais baixo, comparado com os demais, consequentemente ele ¢ indicado para os
tratamentos drasticos, principalmente quando se aumenta o periodo de exposicdo das

sementes ao envelhecimento.
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Tabela 4 - Matriz de autovetores e autovalores dos componentes principais (CP) e avaliagao
da qualidade fisiologica de cinco lotes de sementes de canola, com énfase no teste de
envelhecimento acelerado, de acordo com as varidveis: germinacao (G), primeira contagem
(PC), emergéncia (E), estande inicial (EI) e o teste de frio (TF): Tl= 24 h/H>O, T2=
2 4h/NaCl, T3= 24 h/KCl, T4= 48 h/H20, T5= 48 h/NaCl, T6= 48 h/KCl, T7= 72 h/H:0, T8=
72 h/NaCl, T9= 72 h/KCl, T10= 96 h/H>0, T11=96 h/NaCl e T12= 96 h/KCL.

Variaveis CP1 CP2
E 0,97 0,19

G 0,91 0,36

PC 0,92 0,32

El 0,82 0,52

TF 0,96 0,21

T1 0,77 -0,40

T2 0,98 0,05

T3 0,99 0,12

T4 0,04 0,76

TS 0,95 0,13

T6 0,77 -0,57

T7 -0,28 0,88

T8 0,80 0,16

T9 -0,15 0,03

T10 -0,42 0,72

T11 0,93 -0,12
T12 0,62 -0,77
Auto valores 10,39 3,59
Variincia explicada (%) 61,2 21,1
Varidncia Acumulada (%) 61,2 82,3

Variaveis representativas do componente com base no modulo da relagdo 0,5/(1) ®° destacadas em negrito
(COLLINS; OVALLES, 1988).

Assim, foi possivel a classificagdo dos lotes em trés niveis de vigor: alto, baixo e
médio, de modo que os lotes 1 e 5 sdo de alto vigor, o lote 4 o de baixo vigor, permanecendo
os lotes 2 e 3 com vigor médio. Desta forma, a andlise estatistica multivariada, por meio da
andlise de componentes principais, ¢ eficiente na criagdo de novos componentes que
representam os resultados de testes de vigor com alta retencdo da variancia e coeréncia,
sendo, portanto, uma ferramenta-chave na apresentacdo de dados e na interpretacdo de

resultados em tecnologia de sementes (COSTA; NOVEMBRE, 2019).
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Figura 3 - Dispersdo de autovetores ao longo de um plano circular e formag¢ao de grupos
obtidos por andlise de componentes principais, de acordo com as varidveis germinacao (G),
primeira contagem (PC), emergéncia (E) e estande inicial (EI) e o teste de frio (TF) e as
combinagdes dos procedimentos do teste de envelhecimento acelerado realizado em sementes
de canola: T1= 24 h/H>0, T2= 24 h/NaCl, T3= 24 h/KCl, T4= 48 h/H»0, T5= 48 h/NaCl, T6=
48 h/KCl, T7= 72 h/H,0, T8= 72 h/NaCl, T9=72 h/KCl, T10= 96 h/H,0, T11= 96 h/NaCl ¢
T12= 96 h/KCl.

Resultados semelhantes na avaliagdo da qualidade de sementes por analise de
componentes principais foram eficientes em outras culturas, como em sementes florestais
(LUCIO et al., 2006), sementes de cartamo (COELHO et al., 2021), sementes de braquiaria
(SILVA et al., 2019b), sementes de grao de bico (ARAUJO et al., 2021) e sementes de arroz
(COSTA; NOVEMBRE, 2019). As técnicas de andlise multivariada tém sido empregadas em
areas como genética e melhoramento de plantas, porém as pesquisas com esse tipo de analise
relacionadas a area de tecnologia de sementes ainda sdo escassas na literatura (BARBOSA et
al., 2013). Logo, este estudo ¢ uma tentativa de introduzir técnicas multivariadas para
discriminar conjuntos de lotes de sementes para explorar e descrever a variabilidade e
eliminar a subjetividade.

O resultado da andlise de componentes principais (Figura 3) corrobora aqueles

verificados na comparagdo de médias da Tabela 3 e com a correlagdo simples (Figura 3),
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porém de modo mais simplificado e evidente, confirmando o resultado do teste de
envelhecimento acelerado com solucdo de cloreto de potassio (KCI) no periodo de 24 horas a
41°C como sendo eficaz na avaliagdo do vigor de sementes de canola. No entanto, fica
evidenciado que o uso do método tradicional (100% UR) resulta em maior distanciamento dos
vetores e em sentido contrario aos testes de caracterizagdo do perfil do lote, de tal maneira que
o maior aumento do periodo de exposicdo das sementes ao envelhecimento propicia maior
deterioragdo das sementes, o que acarreta danos drasticos, como baixo porcentual de
germinagdo das sementes.

As andlises anatomica e histoquimica foram realizadas com sementes nao
envelhecidas, submetidas ao teste de envelhecimento acelerado com solugao de cloreto de
potéssio (KCI - 87% UR) no periodo de 24 horas, por ter sido o mais eficiente na avaliagao
fisiolégica da semente de canola e de sementes submetidas ao tratamento com método
tradicional (H2O - 100% UR) no periodo de 96 horas. Esse teste foi considerado o mais
drastico, por apresentar baixo porcentual de germinacdo e correlagdes distantes dos demais
testes da caracterizacdo do lote (Tabela 1, 3 e 4), assim usados para avaliar os desgastes
decorrentes dos efeitos dos tratamentos nas células das sementes apds o envelhecimento.

A semente de canola € constituida por tegumento; cotilédones, interno e externo; e
radicula (Figura 4 A, B, D, F). O tegumento da semente serve como barreira de protecao
mecanica e pode estar envolvido na dispersdo de sementes € no controle da germinagdo
(MARCOS FILHO, 20015). A semente de canola ¢ estritamente exalbuminosa (GROOT;
CAESEELE, 1993). Segundo HU et al. (2013), as sementes de colza, no processo de
maturacdo, tém seu endosperma degenerado e seu tegumento envolvendo o embrido
firmemente, mas ndo o endosperma, e sim dois cotilédones envolvendo a radicula. Zhang et
al., (2022) descreve a semente de Brassica napus composta principalmente de duas partes,
sendo embrido e tegumento. O embrido maduro consiste de um eixo axial, bipolar, provido de
um ou mais cotilédones, ou seja, a presenga de um polo caulinar na sua extremidade superior
e inferior (APPEZZATO-DA-GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006), cujo no pélo
caulinar se da origem o cotilédone externo formado primeiramente que o cotilédone interno,
de tal maneira que o cotilédone externo € maior e abrange o interno.

A semente de canola apresenta tegumento espesso e epiderme unisseriada. Logo
abaixo da epiderme hé a presenga de células em pali¢ada, constituidas de camada aleurdnica
(Figura 4 D), confirmando o que foi encontrado por HU et al. (2013) e Zhang et al. (2022). A
camada em palicada, em algumas sementes duras, estd relacionada com o grau de

impermeabilidade, afetando a capacidade de germinagao (COSTA; SILVA; GOMES, 2014).
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Entretanto, nos resultados do teste de germinacdo realizados neste estudo ndo foram
constatados problemas de embebicdo nos lotes de sementes de canola, sendo sempre
observados altos porcentuais de germinagao (Tabela 1). A cuticula do tegumento externo
corou de preto, conforme Groth e Caeseele (1993). A camada mais externa do tegumento
contém granulos osmofilicos caracteristicos da camada pigmentada em sementes de Brassica
de casca escura (WESTERN et al., 2001). J4 a camada em palicada e a camada de aleurdnios
do tegumento interno foram coradas de azul (Figura 4 D). Portanto, a camada em pali¢ada do
tegumento interno marca a fronteira (limite) entre o cotilédone externo e o tegumento (Figura
4 D). Borisjuk et al. (2013) relataram que, na semente de canola, o cotilédone externo se
expandiu mais rapidamente do que a radicula ou o cotilédone interno, crescendo para se tornar
o maior componente individual da semente. Logo, a medida que o desenvolvimento
prosseguia, o cotilédone externo se expandia para cobrir tanto o cotilédone interno quanto
parcialmente o eixo embrionario. Ao observar o corte transversal da semente da canola
(Figura 1 A), notou-se que o cotilédone externo realmente ¢ o mais expansivo, portanto maior
que o interno.

O cotilédone externo ¢ composto de células aproximadamente isodiamétricas voltadas
para o tegumento e de células em palicada voltadas para o cotilédone interno. Na regido
mediana do cotilédone externo, ¢ possivel observar feixes vasculares do tipo colateral
(Figural D, E). O cotilédone interno ¢ constituido por cé€lulas de contorno circular, que
seguem a curvatura da semente. Elas sdo envoltas pelo cotilédone externo (Figura 4 A, F) e
também atuam como 6rgdo de reserva, apresentando lipidios e proteinas (Figuras 6 e 7). O
cotilédone interno ¢ formado por células que apresentam em sua borda, proximo ao cotilédone
externo, células oblongas estreitas. Ja em sentido da radicula, possui células arredondadas do
tipo poligonais de varios tamanhos, com numerosos feixes de vasos finos. A radicula ocupa
uma parte da semente de formato cilindrico, constituida de uma camada de células de
protoderme. Na parte interna, posicionado centralmente, encontra-se o procambio, cujas
células tém formato arredondado (células isodiamétricas) e tamanhos variados (Figura 4 A, B,
C). Verboven et al., (2013) descreveram os cotilédones de sementes de canola como tendo
células em formato esférico, cujo hipocoétilo/radicula situa-se na parte central, composto de
células pequenas, quando comparado com o de outras espécies de Brassicas, como couve €
repolho, que também apresentam estruturas semelhantes (REN; BEWLEY, 1998;
VAUGHAN; WHITEHOUSE, 1971).
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Figura 4 — Semente de canola em corte transversal corada com azul de toluidina. A= semente
inteira, B= radicula, C= ultraestrutura da célula radicula seccionada, D= cotilédone externo,
E= ultraestrutura da célula cotilédone externo seccionado, F= cotilédone interno, G=
ultraestrutura da célula cotilédone interno seccionado. ra= radicula, ci= cotilédone interno,
ce= cotilédone externo, tg= tegumento, p= camada pali¢addica, ca= camada aleurdnica, pd=

protoderme, pc= procambio e tv= tecido vascular.

Ao observar a constituicdo da semente de canola anatomicamente (Figura 5), ou seja,
os cotilédones interno e externo e a radicula, constataram-se efeitos como o aumento dos
espagos intercelulares apos a deterioracao da semente pelo envelhecimento (Figura 5 D, H e
L), que ocorreram com o aumento do periodo de exposi¢ao da semente de canola ao teste de

envelhecimento. As sementes ndo envelhecidas e o tratamento do teste de envelhecimento
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acelerado por periodo de 24 horas a solugdo saturada de KCl (87% UR) ndo apresentaram
mudangas significativas, permanecendo com suas células intactas (Figura 5 B, C, F, G, J, K).
J4 em relacdo ao tratamento com o método tradicional (100% UR) por 96 horas, constatou-se
que as c¢lulas apresentaram aumento dos espagos intercelulares, o que resulta em um
desarranjo, ou seja, o arranjo entre as c¢lulas se modifica (Figura 5 D, He L).

Os danos as membranas celulares causados pelo tempo de envelhecimento também
foram observados para sementes de Caesalpinia peltophoroides (PONTES et al., 2006).
Rodrigues (2020), ao avaliar sementes de soja em razdo dos tempos de armazenamento em
diferentes ambientes, identificou desestruturagdo celular mais intensa nos cotilédones. Em
sementes de sorgo, apos o envelhecimento acelerado, as células apresentaram formatos
irregulares, variando do eliptico ao mais arredondado, bem como a exposi¢ao a solucao salina
acarretou estresses, resultando em poucas mudangas morfologicas e citoquimicas (OLIVEIRA
etal., 2011).

Portanto, o processo de deterioracio da semente envolve complexas alteragdes
celulares, que interferem no potencial fisioldgico. Diante do processo de deterioracdo das
sementes, a velocidade com que isso acontece muitas vezes ¢ determinada pela interagdo entre
0 gendtipo, o teor de agua da semente e a temperatura do ambiente (DELOUCHE, 2002),
devido ao aumento da temperatura e da umidade. Ao predispor as sementes a condicdes
estressantes, seu processo de deterioracdo aumenta, de tal forma que as sementes mais
vigorosas conseguem permanecer viaveis por um periodo de tempo maior, provavelmente nao
apresentando danos celulares, o que resulta na sua morte. De acordo com Dias e Marcos Filho
(1995), a exposi¢dao das sementes a temperatura e umidade elevadas provocam sérias
alteragdes degenerativas no metabolismo da semente, desencadeando a desestruturacao e a

perda da integridade do sistema de membranas.
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Cotilédone Cotilédone
externo interno

Radicula

Branco

SNE

SE-KCl/24h [

SE-H,0/96h

Figura 5 — Seccdo de corte transversal de semente de canola corada com azul de toluidina. A=
cotilédone externo sem coloracdo (branco), B= cotilédone externo de sementes nao
envelhecidas (SNE), C= cotilédone externo de sementes envelhecidas KCIl/24 h (SE-
KCl1/24 h), D= cotilédone externo de sementes envelhecidas H>O/96 h (SE-H>O/96 h), E=

cotilédone interno sem coloragdo (branco), F= cotilédone interno de sementes nao
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envelhecidas (SNE), G= cotilédone interno de sementes envelhecidas KCl/24 h (SE-
KCl1/24 h), H= cotilédone interno de sementes envelhecidas H>O/96 h (SE-H.0/96 h), 1=
radicula sem coloragao (branco), J= radicula de sementes nao envelhecidas (SNE), K=
radicula de sementes envelhecidas KCl/24 h (SE-KCl1/24 h) e L= radicula de sementes
envelhecidas H,O/96 h (SE-H2O/96h). Setas pretas indicam desarranjo na estrutura celular.
Barra: 15 pm.

Com os resultados dos testes histoquimicos de semente de canola quanto a presenga
dos compostos de proteinas e lipidios, foi possivel constatar reservas tanto no cotilédone
externo quanto no interno (Figuras 6 ¢ 7). Em sementes de Brassica, sdo encontrados lipidios
e proteinas como fonte de reservas de armazenamento, sendo os lipidios armazenados como
goticulas lipidicas e as proteinas nos corpos proteicos (ROBBELEN; W, 1980). Borisjuk et al.
(2013) encontraram conteudo lipidico no cotilédone externo superior ao do cotilédone interno,
em sementes de colza.

Os cotilédones externo e interno da semente de canola foram corados pelo reagente
Xilidine Ponceau (XP), que evidenciou a presenga de proteinas totais (Figura 6). Todas as
segOes avaliadas apresentaram semelhanca quanto ao padrao de coloragdo observada entre as
sementes ndo envelhecidas e apos envelhecimento no periodo de 24 horas em solugdo de KClI
(Figura 6 B, C, F e G), indicando certa distribui¢cdo uniforme de proteinas, com excegdo do
tratamento com o método tradicional (100% UR) por 96 horas, que revelou leve alteracdo no
formato e na disposicdo das células, mas com evidente reducdo na quantidade de corpos
proteicos corados, evidenciando redu¢do na producdo de proteinas (Figura 6 D). HU et al.
(2013) descreveram, em sementes de canola, apenas alguns pequenos corpos proteicos
esporadicos, que apareceram em partes das células dos cotilédones, sendo as outras células
nos cotilédones completamente preenchidas com goticula lipidica. No presente trabalho, foi
possivel observar os corpos proteicos e as goticulas lipidicas tanto no cotilédone externo

como no interno (Figuras 6 e 7).
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Cotilédone Cotilédone
externo interno

Branco

SNE

SE-KCI/24h

SE-H,0/96h

Figura 6 — Sec¢des transversais de semente de canola corada com Xilidine Ponceau (XP). A=

cotilédone externo sem coloracdo (branco), B= cotilédone externo de sementes nao
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envelhecidas (SNE), C= cotilédone externo de sementes envelhecidas KCl/24 h (SE-
KCl/24h), D= cotilédone externo de sementes envelhecidas H>O/96 h (SE-H>O/96h), E=
cotilédone interno sem coloragdo (branco), F= cotilédone interno de sementes nado
envelhecidas (SNE), G= cotilédone interno de sementes envelhecidas KCl/24 h (SE-
KCl1/24 h) e H= cotilédone interno de sementes envelhecidas H,O/96 h (SE-H>0/96 h). Setas

pretas indicam altera¢do na estrutura celular. cp= corpos proteicos. Barra: 15 pm.

As proteinas sao os componentes basicos de toda célula viva, e nas sementes elas
exercem duas fungdes principais: atuam como substincia de reserva e com fungdes
metabodlicas ou estruturais, na maioria das vezes catalisando reagdes quimicas
(BORTOLOTTO et al., 2008). Portanto, os resultados obtidos corroboram, em parte, aqueles
encontrados por Oliveira et al. (2011), que relataram pequena reducdo do numero de corpos
proteicos nos cortes de sementes de sorgo envelhecidas pelo método tradicional. Esses efeitos
sdo aparentes apos o periodo de exposi¢do das sementes ao envelhecimento com alta
temperatura e umidade relativa. Cortelazzo, Coutinho; Granjeiro (2005), avaliando alteragdes
histoquimicas em cotilédones das sementes de feijao submetidas ao envelhecimento, notaram
a perda do conteudo proteico e maior desorganizagdo dos corpos proteicos, quando
comparadas com as sementes frescas e submetidas ao armazenamento. Na avaliacdo de
acumulo de proteinas em células dos cotilédones em sementes de soja apos periodos de
armazenamentos, em diferentes ambientes, as proteinas extravasaram-se pelas células através
da desestruturacao e dos colapsos das células apds periodo de 180 dias (RODRIGUES, 2020).
Portanto, o efeito da alta temperatura e da umidade pode alterar a estrutura da célula e
diminuir o contetido proteico da reserva da semente. Durante o processo de deterioracdo das
sementes, ocorre decréscimo no teor € na sintese de proteinas totais e soliveis, associado a um
acréscimo no teor de aminoacidos, em consequéncia da desnaturacdo provocada por altas
temperaturas (MARCOS FILHO, 2015).

Com base na observagao dos cortes transversais dos cotilédones externo e interno em
semente de canola, neste estudo eles foram corados positivamente pelo corante Sudan IV
(Figura 7). Tanto no cotilédone externo como no interno, ndo foram verificadas diferencas
marcantes quanto a presenga de goticulas lipidicas entre sementes ndo envelhecidas e apos
envelhecimento no periodo de 24 horas em solugdo de KClI (Figura 7 B, C, F, G), o que indica
que essa reserva se manteve constante, mesmo sob condi¢des de estresse. Por outro lado, no
tratamento com o método tradicional (100% UR) por 96 horas, observou-se leve alteragdao no

formato e na disposi¢dao das células, mas com evidente reducao na quantidade de goticulas
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lipidicas coradas, indicando reducdo na producdo de lipideos (Figura 7 D, H). HU et al.
(2013) descreveram elevada propor¢ao de organelas de goticulas lipidicas para area celular
em todos os tipos de células, incluindo células dos cotilédones, radiculas e células aleuronas
em sementes de canola, devendo-se ressaltar que cerca de 80 a 90% do 6leo da semente vem
dos cotilédones. Ja4 para Verboven et al. (2013), a acumulagdo de lipidios nos cotilédones
apresentou niveis de lipidios muito mais elevados do que no hipocétilo/radicula, o que
corrobora os resultados obtidos no presente trabalho, em que foi possivel detectar goticulas

lipidicas nos cotilédones externo e interno.
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Cotilédone Cotilédone
externo interno

Branco

SE-KCI/24h

SE-H,0/96h

Figura 7 — Secdes transversais de semente de canola corada com Sudan IV. A= cotilédone

externo sem coloracdo (branco), B= cotilédone externo de sementes nao envelhecidas (SNE),
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C= cotilédone externo de sementes envelhecidas KCI1/24 h (SE-KC1/24 h), D= cotilédone
externo de sementes envelhecidas H>O/96 h (SE-H>0O/96h), E= cotilédone interno sem
coloragdo (branco), F= cotilédone interno de sementes ndo envelhecidas (SNE), G=
cotilédone interno de sementes envelhecidas KC1/24 h (SE-KC1/24 h) e H= cotilédone interno
de sementes envelhecidas H>O/96 h (SE-H>O/96 h). Setas pretas indicam alteracdo na

estrutura celular. gl= goticula lipidica. Barra: 15 um.

As sementes requerem acimulo de compostos na regido do cotilédone, armazenados
principalmente na forma de carboidratos, lipidios e proteinas, que sdo comumente degradados
no processo de germinagdo (SUDA; GIORGINI, 2000). As sementes acumulam lipidios para
suprir as necessidades energéticas para o crescimento das plantulas apos a germinacgdo (GIL;
MIRANDA, 2011). Danos celulares podem comprometer o acimulo de compostos nas
sementes, como os lipidios e os carboidratos, que sdo geralmente consumidos durante a
germinagdo e tém papéis fundamentais nesse processo (HAN et al., 2017). O envelhecimento
artificial das sementes resulta em aumento da peroxidagdo lipidica, o que leva a diminuigdo
do contetido de lipidios nas sementes (FARAHANI; MOAVENI; MAROUFI, 2011).

Altas temperaturas e umidade contribuem para um rapido processo de deterioracao das
sementes, principalmente por promoverem alteracdes degenerativas como a desestabilizagao
nas atividades de enzimas e a desestruturacdo e perda de integridade dos sistemas de
membranas celulares, causadas pela peroxidagao de lipidios, devido ao aumento das espécies
reativas do oxigénio (MARCOS FILHO, 2015; VIEIRA et al., 1994). A suscetibilidade das
sementes ao estresse durante o envelhecimento pode ser correlacionada com a qualidade da
semente. Segundo Delouche (2002), os danos as membranas celulares sdo os eventos iniciais
das alteragdes degenerativas nas sementes.

A grande quantidade de lipidios nos cotilédones externo e interno, associada a
presenca de proteinas em ambas as estruturas, demonstra que essas sdo fontes de reserva
nutricionais para o desenvolvimento do processo germinativo e posterior crescimento da
plantula de canola, assim como os carboidratos soliiveis e estruturais, ndo quantificados neste

estudo.
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4 CONCLUSOES

O teste de envelhecimento acelerado conduzido com solucdo saturada de KCl (87%
UR) realizado a 41°C, por 24 horas, ¢ eficiente para avaliar o vigor de semente de canola.

No teste de envelhecimento acelerado com solugdo saturada de KCl1 (87% UR) por 24
horas, a presenca de corpos proteicos e de goticulas lipidicas se manteve constante, o que
indica que essas reservas, mesmo sobre condigdes de estresse, ndo foram afetadas, de onde
pode-se concluir que as estruturas celulares e os compostos de reservas permanecem intactos
e funcionais.

No teste de envelhecimento acelerado pelo método tradicional (100% UR) por 96
horas, as células apresentaram um desarranjo, com espagos intercelulares. Em relacdo aos
compostos de reservas, constatou-se redu¢ao na quantidade de corpos proteicos e de goticulas

lipidicas, provocada pela exposi¢ao a elevadas temperaturas e umidade relativa.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que, de maneira geral, os testes de
vigor, deterioragdo controlada e de envelhecimento acelerado, mais as analises anatomica e
histoquimica, possibilitaram detectar diferencas na qualidade fisiologica dos lotes de sementes
de canola analisadas, tendo esse fato sido observado para os dois hibridos estudados.

O teste de deterioragdo controlada realizado a temperatura de 45 °C com o grau de
umidade a 18% proporcionou uma relagdo estreita com os testes da caracterizacdo inicial do
lote na avaliagdo da qualidade fisioldgica da semente. No entanto, apenas o tratamento de
45°C com umidade a 18% apresentou resultados que se correlacionaram com os de
germinagdo e emergéncia, consequentemente considerado o mais adequado, devido a sua
praticidade e eficacia na avaliagcdo da qualidade fisioldgica do lote de sementes de canola.

Deve-se destacar que houve queda na porcentagem de germinagdo com o aumento do
grau de umidade, principalmente com a umidade da semente a 22%. Conclui-se, assim, que a
exposicdo das sementes a alta temperatura e umidade resultam na queda do desempenho
germinativo, o que pode levar a uma possivel deterioracdo das sementes.

O teste de envelhecimento acelerado pelo método com a solug¢do de KCl (87% UR) no
periodo de 24 horas possibilitou uma correlagdo com os testes de germinacdo, primeira
contagem, emergéncia ¢ emergeéncia inicial e com o teste de frio, que avaliam a qualidade
fisiologica das sementes. Além de ter se mostrado eficaz na avaliacdo da qualidade fisiologica
das sementes em relacdo a classificagdo dos lotes quanto ao vigor, ele revelou ser um teste
facil e de simples execugao.

Deve-se ressaltar que o teste de envelhecimento acelerado pelo método tradicional
(100% UR) promoveu uma reducdo mais drastica na germinagdo de sementes de canola. No
periodo de 96 horas, houve uma redug@o mais acentuada na porcentagem de plantulas normais
de sementes de canola em todos os lotes, portanto esses foram considerados o periodo e a
solucdao mais drasticos do teste. Esse efeito se deve ao alto teor de agua durante o periodo de
exposicao da semente ao envelhecimento.

As andlises anatomica e histoquimica permitiram observar com muita clareza a
constitui¢do da semente de canola e a presenca dos compostos de proteinas e lipidios. Apds o
periodo de envelhecimento das sementes, foi possivel observar efeitos como o aumento dos
espagoes intercelulares e leves alteracdes no formato e na disposi¢ao das células, mas com
evidente redu¢do na quantidade de corpos proteicos e goticulas lipidicas, principalmente pelo

método tradicional (100% UR) no periodo de 96 horas.
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As sementes ndo envelhecidas e as sementes que passaram pelo tratamento do teste de
envelhecimento acelerado na solucdo saturada de KCI (87% UR) no periodo de 24 horas nao
apresentaram mudancas significativas na sua constituicdo e nos seus compostos de reservas.
Esse fato confirma que o teste de envelhecimento acelerado com o uso da solugao de KCL
(87% UR) ao periodo de 24 horas ndo acarreta danos na constituicdo € nos compostos de
reservas das sementes, nem na sua porcentagem de germinagao, portanto pode-se concluir que
ele ¢ eficiente para avaliar a qualidade fisioldgica dos lotes de sementes de canola.

A confirmac¢ao de desestruturacdo de membranas das células de sementes de canola
ndo ¢ possivel apenas utilizando as andlises anatdmica e histoquimica, sendo necessario,
também, realizar uma analise da anatomia de transmissdo, o que seria de grande importancia
para estudos futuros.

Pode-se afirmar que o uso de técnicas de andlise multivariada na area de tecnologia de
sementes gera resultados satisfatorios e contribui para a eliminagdo da subjetividade do
avaliador.

Diante do exposto, conclui-se que os resultados obtidos neste estudo sao promissores

para serem usados em laboratorios de analises de sementes.






