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RESUMO

CRUZ, SARA MICHELLY. TESTES DE VIGOR PARA AVALIAC}AO DA
QUALIDADE DE SEMENTES DE CRAMBE (Crambe abyssinica Hochst). 2013. 64p.
(Dissertacdo - Mestrado em Produgdo Vegetal) — Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2013.

A cultura do crambe (Crambe abyssinica Hochst) tem se destacado no cenério nacional pelo
seu potencial para producdo de biodiesel devido a facilidade de cultivo, qualidade do 6leo e
possibilidades de uso dos subprodutos da extracdo do 6leo. Para o estabelecimento da cultura
no pais é necessario que sejam usadas sementes de qualidade. No entanto, as informacdes
sobre metodologias para avaliagdo da qualidade de sementes dessa cultura séo escassas. Dessa
forma, objetivou-se adequar as metodologias dos testes de envelhecimento acelerado e
condutividade elétrica para avaliagdo do vigor de sementes de crambe e investigar a atividade
enzimatica em relagéo as diferencas de vigor. Foram utilizados cinco lotes de sementes da
cultivar ~ FMS Brilhante das safras 2008, 2009, 2010 e 2011. Foram realizadas a
caracterizacdo morfoldgica de sementes e plantulas e a composicdo centesimal da semente de
crambe. Para caracterizacdo do perfil dos lotes realizou-se a determinagao do grau de umidade
e os testes de primeira contagem de germinacdo, germinacdo, indice de velocidade de
germinacdo, emergéncia, estande inicial, indice de velocidade de emergéncia e sanidade. Foi
também realizada a andlise eletroforética das isoenzimas superdxido dismutase, esterase,
catalase, alcool desidrogenase e malato desidrogenase. Para o teste de envelhecimento
acelerado, as sementes foram submetidas ao método tradicional e com solucdo saturada de
NaCl, pelos periodos de envelhecimento de 0; 24; 48; 72 e 96 horas. No teste de
condutividade elétrica, as sementes foram submetidas aos periodos de 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14;
16 e 18 horas de embebicéo utilizando-se 25 sementes em 25 mL e 50 mL e 50 sementes em
50 mL e 75 mL. Concluiu-se que é possivel avaliar o vigor de sementes de crambe pelo
método tradicional do teste de envelhecimento acelerado a 42 °C por 96 horas. O teste de
condutividade elétrica ndo foi adequado para avaliacdo da qualidade fisioldgica de crambe.
Quando associado a atividade das isoenzimas observou-se que o lote de maior vigor teve
maior atividade dos grupos enzimaticos superdxido dismutase, catalase e esterase. O lote de
menor vigor ndo teve atividade das enzimas isocitrato liase e alcool desidrogenase. Ndo houve
alteracdo na atividade da isoenzima malato desidrogenase.

Palavras-chave: FMS Brilhante, envelhecimento acelerado, condutividade elétrica,

isoenzimas.



ABSTRACT

CRUZ, SARA MICHELLY. VIGOR TESTS ASSESSING THE QUALITY OF
CRAMBE SEEDS. 2013, 64p. (Thesis — Master in Plant Production) - Federal University of
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2013.

Crambe (Crambe abyssinica Hochst) has been highlighted in the national scenery for its
potential in producing biodiesel due to its ease of cultivation, quality of the oil and
possibilities of use of the oil extraction byproducts. In order to establish the culture in the
Country, the use of quality seeds is necessary. However, the information on methodologies
for seed quality evaluation for this culture is scarce. Thus, we aimed at adapting the
methodologies to the accelerated aging and electric conductivity tests to evaluate the vigor of
crambe seeds and investigate the enzymatic activity in relation to the vigor differences. Five
seed lots of cultivar FMS Brilhante of the 2008, 2009, 2010 and 2011 harvests were used. We
performed the morphologic characterization of seeds and seedlings and the centesimal
composition of crambe seeds. For the profile characterization of the lots, we performed the
determination of the humidity degree and the tests for first germination count, germination,
germination speed index, emergence, initial stand, emergence speed index and sanity. We also
performed the electrophoretic analysis of the superoxide dismutase, esterase, catalase, alcohol
dehydrogenase and malate dehydrogenase isoenzymes. For the accelerated aging test, the
seeds were submitted to the traditional method and with NaCl saturated solution, for the aging
periods of 0; 24; 48; 72 and 96 hours. In the electrical conductivity test, the seeds were
submitted to the periods of 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14; 16 and 18 hours of soaking using 25 seeds in
25 mL and 50 mL, and 50 seeds in 50 mL and 75 mL. We concluded that it is possible to
evaluate crambe seed vigor by the traditional method of the accelerated aging test at 42 °C for
96 hours. The electric conductivity test was not adequate for evaluating crambe physiological
quality. When associated with isoenzymes activity, we observed that the lot with highest
vigor presented the highest activity of the superoxide dismutase, catalase and esterase
isoenzymes groups. The lot of lowest vigor did not present activity of the isocitrate liase and
alcohol dehydrogenase enzymes. There was no interaction of the activity of the malate

dehydrogenase isoenzymes.

Keywords: FMS Brilhante, accelerated aging, electric conductivity, isoenzymes.
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INTRODUCAO GERAL

As culturas agroenergéticas para producdo de biodiesel sdo de grande importancia no
Brasil, existindo programas voltados especificamente para desenvolver seu uso e producao,
como o Plano Nacional de Agroenergia (PNA) e Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel (PNPB). Apos o Programa de Producéo e Uso de Biodiesel houve um aumento de
127% de producdo dessas culturas, saindo de uma producdo de 55 milhGes de toneladas, safra
2004/2005, para 70 milhdes de toneladas na safra 2011/2012 (ANP e SRP, 2012). Estima-se
que a demanda continue crescendo.

Devido a isso existe uma demanda atual de pesquisas com espécies oleaginosas que
sejam economicamente viaveis na producdo de combustivel alternativo, como o biodiesel.
Vaérias sdo as espécies com proposta de utilizacdo para producgéo do biodiesel, dentre estas, o
crambe por ser competitivo com as principais culturas bioenergéticas, possuindo 40% de 0leo,
produtividade de 750I/ha (Trzeciak et al., 2008) e producdo de biodiesel segundo as normas
brasileiras (Jasper, 2009), podendo se tornar matéria prima de substancial interesse aos
produtores rurais para producao de 6leo no Programa do Biodiesel.

Planta originaria da regido quente e seca da Etiopia (Oplinger et al., 1991), foi
domesticada na regido fria e seca da ex-Unido Soviética, havendo relatos de campos
experimentais na Russia, Suécia e Pol6nia. Apos a segunda guerra mundial as pesquisas com
a cultura foram estendidas a outros paises (Zimmermann, 1962; Mastebroek et al.,1994).

A cultura ganhou maior expressividade nos anos 90 com a preocupacdo em criar fontes
de energia renovaveis que pudessem substituir o 6leo mineral e petroleo (Mastebroek et al.,
1994). Nessa época foram criados os projetos “Crambe”, pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA), programa DICRA (Diversification withcrambe; an industrial
oil crop) na Europa e foi introduzido no Brasil. O DICRA realizou estudos que mostraram ser
possivel a producdo de crambe em ampla area da Europa com rendimentos médios de 2553 kg
de grdos/ha que equivalem a 846 kg de 6leo contendo 57,8% de acido erucico (DICRA,
1999). Nos EUA a cultura do crambe tem sido cultivada em diversas areas principalmente na
Dakota do Norte (Knights, 2002).

Apesar dos esforcos, a area plantada com crambe nesses paises ndo teve grandes
avancos devido a competicdo do crambe por area com as principais culturas como, soja, milho
e trigo, 0 que ndo ocorre em outros paises como a Argentina (Falasca et al., 2010), Africa do
Sul, Paraguai, Australia e Brasil (Pitol et al., 2010).



No Brasil, as pesquisas com crambe tiveram inicio na década de 90 pela Fundagdo
MS. A Fundacdo MS para a Pesquisa e Difusdo de Tecnologias Agropecuarias é uma empresa
privada, sem fins lucrativos e de Utilidade Publica Federal. Foi fundada em 1992 por
produtores rurais, com o objetivo de gerar e adaptar tecnologias e variedades para apoiar o
crescimento na area cultivada no Mato Grosso do Sul. Realiza pesquisas sobre culturas de
inverno, agroenergia, producéo de milho e soja, fertilidade e manejo do solo, fitossanidade e
sistemas integrados de producdo. A difusdo do conhecimento é feita por meio de anuérios,
dias de campo, seminarios e o Showtec, um dos 10 maiores eventos de tecnologias para o
setor agropecudrio no Brasil.

Inicialmente o crambe foi introduzido com objetivo de cultivo como cobertura do solo
para plantio direto, no entanto, ndo teve grande aceitacdo devido a falta de mercado para os
gréos (Pitol, 2008). Com a busca de novas culturas como fonte de Oleo para biodiesel a
Fundacdo MS retomou as pesquisas visando desenvolver uma cultivar adaptada as condicdes
brasileiras e, desses esforcos, foi desenvolvida e registrada em 2007 a cultivar FMS Brilhante
(MAPA, 2012) a primeira e, até 0 momento, unica cultivar brasileira. Atualmente é cultivada
no Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso e Parana, somando 8 mil hectares
plantados (GRANOL, 2012). Havendo a possibilidade de expansdo da cultura como
alternativa de rotacdo de cultura em boa parte do cerrado brasileiro (Pitol, 2008).

O Crambe abyssinica é uma espécie da familia Brassicaceae, conhecida popularmente
como crambe, couve etiope, abyssinian, couve abissinia, colewart/colewort e katran. O
género, no entanto, € pouco conhecido no Brasil, compreendendo mais de 40 espécies nativas
de uma ampla faixa geografica que abrange o oeste da Micronésia (Ilhas Canérias e llha
Madeira), norte e centro da Europa, Turquia, Asia central e leste da Africa (Ortega et al.,
2002; Prina, 2009). Algumas espéecies sao amplamente utilizadas na Europa, com destaque
para Crambe cardifolia que € utilizado como planta ornamental; Crambe tataria que é usada
como forrageira e melifera; Crambe maritima que tem uso ornamental e gastronémico na
Inglaterra e Russia ha varios séculos (Rudloff & Wang, 2011).

E uma planta herbécea, anual com altura da planta variando de 60 a 90 cm, dependendo
da época e densidade de plantio. A haste ramifica-se proxima ao solo formando trinta ou mais
galhos, que novamente se ramificam, formando galhos terciarios (Desai et al., 1997). A
floracdo € indeterminada, as flores sdo pequenas e esbranquicadas (Duke, 1983; Oplinger et
al., 1991; Desai et al., 1997). E uma espécie autdgama aloexaploide (2 n = 6x = 90) (Warwick
& Gugel; 2003).



Na espécie sdo formados numerosos frutos por ramo, podendo formar de 530 a 1840
frutos por planta (Duke, 1983; Oplinger et al., 1991; Desai et al., 1997). O fruto é esférico,
verde e se torna amarelo com a maturagdo. Os frutos maduros permanecem aderidos & planta
ap6s maturacdo e cada fruto contém uma Unica semente. O tamanho da semente é
influenciado pelo nimero de sementes por planta, fertilidade do solo e regime hidrico (Desali
et al., 1997; Oplinger et al., 1991). A semente tolera baixas temperaturas e em ambiente com
temperatura de 10 °C e 50% UR ou 1°C e 40% UR permanecem viaveis por até oito anos
(Desai et al., 1997).

E uma cultura de inverno, de ciclo curto (90 a 100 dias) (Pitol, 2008), tolerante ao
déficit hidrico o que possibilita o seu cultivo em épocas mais secas, ocupando assim areas que
passam por periodos ociosos, uma vez que as principais culturas produzidas apresentam
elevada necessidade hidrica.

E tolerante a salinidade do solo durante a germinacdo em uma faixa de 10 °C a 30 °C
(Endres & Schatz 1993; Frangois & Kleiman, 1990). Na fase vegetativa desenvolve bem em
temperaturas de 15 °C a 25 °C, tolerando temperaturas de até -4 °C e acima de 25 °C, exceto
na floracdo (Pitol et al., 2010).

A cultura do crambe adapta-se bem a solos neutros, necessita de boa umidade no solo
apenas para germinacdo e estabelecimento da cultura, sendo tolerante a seca, devido ao
sistema radicular profundo, e a geada moderada (Duke, 1983; Olpinger et al., 1991; Desai et
al., 1997; Pitol, 2008; Falasca et al., 2010). E tolerante a metais pesados e acumula niveis
significativamente mais elevados de arsénio, em relacdo a outras brassicas (Paulose et al.,
2010), podendo ser usada para fitorremediacao do solo (Paulose et al., 2010, Rudolff &
Wang; 2012) .

Os grédos de crambe possuem 6leo com diversas propriedades industriais alem do uso
para a producdo de biodiesel. O 6leo pode ser utilizado como lubrificante industrial, inibidor
de corrosdo, sendo mais biodegradavel do que 6leos minerais comumente usados (Wang et al.
2000). E ingrediente da fabricacdo de borracha, producdo de pléstico, nylon, plastificantes,
adesivos e isolantes elétricos (Oplinger et al., 1991; Glaser, 1996; Gomes Junior, 2010). Pode
substituir o 6leo mineral, como adjuvante em herbicidas (Pitol et al., 2010). O 6leo possui
erucamida e dmega 9, que sdo utilizados na producdo de cosméticos. O acido erdcico € o
principal produto comercializado do crambe atualmente, sendo, juntamente com a colza, as
Unicas plantas cultivadas a fornecerem o acido (Glaser, 1996; Pitol et al., 2010).

Apesar do potencial da cultura do crambe para producdo de biodiesel, as pesquisa no

Brasil ainda sdo incipientes. Na literatura os trabalhos se restringem a avaliagdo dos aspectos



agronémicos como respostas a adubacéo, sistemas de plantio, aumento do teor de éleo e &cido
erlcico, diminuicdo do teor de glucosinolatos, resisténcia da planta a patdgenos,
caracteristicas do 6leo e producdo de biodiesel, sendo escassas as pesquisas sobre as
caracteristicas de producdo e qualidade das sementes.

O uso de sementes de alta qualidade é de suma importancia para 0 sucesso e
estabelecimento da cultura. A qualidade das sementes € dada pela interacdo dos fatores fisico,
genético, sanitario e fisiolégico. O atributo fisico diz respeito a auséncia de material estranho,
inerte ou sementes de outras espécies e/ou cultivares. A qualidade genética se refere as
caracteristicas intrinsecas da cultivar. O componente sanitario refere-se ao efeito causado por
patdgenos e pragas que podem estar associados as sementes desde o campo de producao até o
armazenamento (Popinigis, 1985). A qualidade fisiologica das sementes é tradicionalmente
avaliada pelos testes de germinacao, no entanto, ndo reflete a real capacidade das sementes de
produzirem estandes uniformes e de serem armazenadas. Isso ocorre por que O teste €
realizado em condicdes ideais e em campo ha variacbes no ambiente de luminosidade,
temperatura e umidade que interferem no desenvolvimento da semente. Outros problemas séo
que, diferencas entre a qualidade de lotes de germinagdo semelhante ndo séo perceptiveis e a
reducdo dos indices de germinacdo ocorre quando os indices de degradacéo ja estdo bastante
avancados (Krzyzanowski et al., 1999), ndo sendo possivel apenas por esse teste tomar
decisdes quanto a possibilidade de armazenamento e comercializacdo/semeadura dos lotes
pelas empresas produtoras de sementes.

No final do século XIX e inicio do século XX comecou a ser desenvolvido o termo
vigor, hoje entendido como 0 “conjunto de caracteristicas da semente que determinam o
potencial para a emergéncia e o rapido desenvolvimento de plantulas normais sob ampla
diversidade de condi¢des de ambiente” (AOSA, 1983). A avaliacdo do vigor de sementes
complementa as informacdes do teste de germinacdo, sendo, portanto, fundamental para
garantir o sucesso da producdo de sementes dentro dos programas de controle de qualidade,
permitindo agilidade nas tomadas de decisdes no que se refere as operacGes de colheita,
destino de determinado lote quanto a regido de comercializacdo ou a conveniéncia de
armazena-lo ou vendé-lo em curto espaco de tempo (Krzyzanowski et al., 1999).

Os testes de vigor sdo de dificil padronizacdo, e envolvem diversas variaveis, existe
certa dificuldade na interpretacdo em relacdo ao alcance dos resultados uma vez que nédo
existem valores considerados bons ou ruins, sdo determinac@es feitas por comparacdo. Na
pesquisa alguns fatores contribuem para obtencdo de informagdo pouco consistente como o

uso de correlagdo, que leva a informacgdes incompletas ou incorretas, sendo os testes de



comparagdo de medias mais adequado. Outro fator sdo os estudos de lotes com germinagao
alta e inclusdo de lotes com germinacdo minima, o que tendéncia a uma correlacdo alta entre
germinacéo e o teste de vigor (Kryzanowski et al., 1999).

Para o crambe ndo existem metodologias adequadas para avaliagdo da qualidade de
sementes e investigacdo do comportamento enzimatico. A adequacdo e verificacdo
possibilitardo o controle de qualidade de sementes produzidas e o estabelecimento de lavouras
produtivas, garantindo a viabilidade da cultura como fonte de energia, maximizando seus usos
e beneficios.

Dentre os testes de vigor, o teste de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica
estdo entre os testes de vigor considerados tanto pela AOSA (Association of Official Seed
Analysts) quanto pela ISTA (International Seed Testing Association) como apropriadas para
testar o vigor das sementes sendo considerados 0os mais promissores (Kryzanowski et al.,
1999). Estes testes tém sido amplamente testados em grandes culturas e culturas olericolas. O
teste de condutividade elétrica é internacionalmente aceito e recomendado para ser usado em
sementes de ervilha pela ISTA (2006) e para sementes de ervilha e soja pela AOSA
(AOSA,1983; Hampton & Tekrony, 1995). O teste de envelhecimento acelerado é
recomendado para milho e ervilha pela AOSA (2002).

O teste de envelhecimento foi desenvolvido para estimar o potencial de armazenamento
das sementes. O teste considera que sementes de alto vigor mantém a viabilidade quando
submetidas a condicdes de estresse. Os principais fatores de estresse em sementes séo a alta
umidade e temperatura que causam danos estruturais em organelas celulares e proteinas,
alteracdo na permeabilidade de membranas (Mc Donald,1999), aumento da taxa respiratéria e
consumo de reservas acelerando o processo de degradacao metabolica (Marcos Filho, 1999).

O método tradicional de realizacdo do teste consiste em expor as sementes a umidade
relativa de 100% e em altas temperaturas, geralmente 41 °C ou 42° C. Por exemplo, para
sementes oleaginosas como algoddo e nabo forrageiro recomenda-se 41 °C (Freitas, 2000;
Nery et al., 2009); 42 °C para as brassicas como canola (Avila et al. 2005), repolho e brcolis
(Costa et al., 2008). Por esse método as sementes sofrem influéncia do grau de umidade
inicial das sementes e do periodo de exposicdo & essas condi¢des (Marcos Filho, 1999).

Em sementes de menor tamanho é observada inconsisténcia dos resultados pelo método
tradicional onde as sementes atingem altos graus de umidade apds o teste, degradando
excessivamente (Powell, 1995). Isso ocorre uma vez que sementes pequenas absorvem agua
de forma mais répida e desuniforme em relagdo a sementes maiores, o que pode acelerar a

deterioracdo ou apresentar diferenca entre dados de uma mesma amostra interferindo na



precisdo dos resultados (Jianhua e McDonald, 1999, Torres & Marcos Filho, 2001, Ramos et
al., 2004, Bhering et al., 2006; Tunes et al., 2012).

Alternativas de modificacdo do teste de envelhecimento acelerado foram estudadas de
forma a causar danos menos severo &s sementes mantendo a sensibilidade do teste. Uma
dessas alternativas é substituicdo de agua por solugbes salinas que diminuiriam a umidade
relativa como NaCl (76/% UR), ou KCI (87%UR), ou NaBr (55%UR) (Jianhua e McDonald,
1996) . Recentemente tem surgidos trabalhos com solucédo diluida de NaCl (Costa et al., 2008;
Santos et al., 2011). Essa alteracdo permite reducdo na absorcdo de &gua, diminuindo a
intensidade de deterioracdo e resultados menos drasticos e mais uniformes gerando dados
mais consistentes (Torres, 2004; Ramos et al. 2004; Tunes et al., 2012). Costa et al. (2008) em
estudos com couve observou que os melhores resultados foram atingidos com solucéo diluida
de cloreto de sddio. Para repolho e brécolis, 0 mesmo autor, ndo observou diferenca entre as
solugdes utilizadas.

Ja o teste de condutividade elétrica avalia indiretamente a estrutura molecular das
sementes. Esse teste avalia o0 estado atual das sementes, podendo ser realizado em uma
amostra de sementes ou em sementes individuais. O vigor é estimado por meio da
comparacdo entre condutividade elétrica da agua de embebicéo de lotes de sementes, uma vez
que a menor velocidade de reestruturacdo de membranas das sementes menos vigorosas faz
com que tenham maior valor de condutividade (Marcos Filho, 2005).

A semente quando imersa em agua libera para a solucdo potassio, fosfato, acuUcar,
aminodcidos e proteinas devido a perda gradativa da integridade das membranas (Vanzolini &
Nakagawa, 2003). A desorganizacao das membranas e perda de solutos afeta a qualidade uma
vez que diminui a permeabilidade seletiva, ocorre perda da compartimentalizacdo celular,
desorganizacdo do metabolismo celular, ineficiéncia dos mecanismos de reparo e de sintese.
Os componentes lixiviados sdo constituintes essenciais para a germinagdo, sao importantes
para a manutencdo do potencial osmotico interno e podem estimular o desenvolvimento de
microorganismos devido ao atraso da germinacao quando em solo (Bewley e Black, 1994).

Estudos tém mostrado que o teor inicial de &gua da semente pode interferir na
condutividade, sendo recomendada para amendoim, a realizacdo do teste com sementes entre
9% a 15% e que ndo sejam usadas sementes de 5% a 7%, a estabilizacdo dos resultados ocorre
com teor de agua de 10% e 14% (Barbosa et al., 2012). A influéncia do teor de agua da
semente no resultado pode ser explicada pela maior desorganizacdo da membrana celular em
sementes com menor teor de agua que gera maior perda de eletrolitos e necessidade de

periodo mais longo para reestruturacdo das membranas (Bewley & Black, 1994).



A relacéo entre o nimero de sementes e 0 volume de dgua ideal varia entre as espécies.
Em testes com varia¢Ges da relacdo quantidade de semente e volume de &gua para bréssicas,
como couve-flor, considerou-se como ideal 50 sementes em 75 ml de agua (Kikutti & Marcos
Filho, 2012), rucula 50 sementes em 50 ml (Alves e S4,), brdcolis 50 sementes em 25 ml
(Martins et al., 2002), j& para canola 50 sementes em 25 ml de &gua (Milani et al., 2012).
Oleaginosas como mamona o nimero de sementes € reduzido, 25 sementes em 75 ml (Souza
et al., 2009) e para pinhdo manso o numero de sementes é ainda menor 15 sementes em 75ml
de 4gua (Araujo et al.,2011). Para outras oleaginosas tém se a mesma relacdo de 50 sementes
em 75 ml de agua, como é o caso do girassol (Oliveira et al., 2012), da soja (Krzyzanowski et
al., 1999) e do algoddo (AOSA,1983).

E recomendado para grandes culturas o periodo de 24 horas para leitura da
condutividade, na busca por resultados mais rapidos tém sido testados menores tempos para
realizacdo do teste. Em sementes pequenas ja foi possivel a diferenciacdo da qualidade dos
lotes em periodos bem reduzidos é o caso da couve-flor e rucula que possibilitaram obter os
resultados em 4 horas (Kikutti & Marcos Filho, 2012; Alves e S&, 2009). Algumas
oleaginosas também permitem resultados em pouco tempo como a mamona em 6 horas
(Souza et al.,2009), canola 8 horas (Milani et al., 2012) e o girassol 18 horas (Oliveira et al.,
2012).

Para determinacdo do intervalo de tempo ideal para realizacdo do teste pode ser
utilizada a curva de embebicdo das sementes, como realizado por Nery et al. (2009),
considerando que a integridade das membranas tem reflexos diretos sobre a eficiéncia
metabolica da fase Il (Dias & Marcos Filho, 1996). A germinacdo é dividida em trés fases
teoricas (Bewley e Black, 1994) podendo o periodo para realizagdo do teste de condutividade
ser determinado dentro do intervalo das fases | (absorcdo de 4gua e maior perda de sais) e fase
Il (equilibrio hidrico, menor perda de sais) com limite no inicio da fase 111 (fase de protruséo).

Outro objeto de pesquisa em fisiologia e qualidade de sementes tem sido a busca por
indicadores moleculares do vigor (Ventura et al., 2012). A integridade do metabolismo celular
esta relacionada com grande variedade de enzimas e proteinas estruturais de cada espécie. O
comportamento das isoenzimas pode ajudar a desenvolver e analisar os testes de vigor, e na
associacdo entre eventos da deterioracdo e manifestacdes fisiologicas (Basu, 1995).

A méaxima qualidade fisioldgica ocorre na maturidade, a partir desse momento comeca
a deterioracdo. Os estadios iniciais de deterioracdo podem ser entendidos por meio da
comparacdo da atividade de enzimas associadas a degradacdo, respiracdo, germinacao e

metabolismo de reservas e os resultados dos testes de germinagéo e vigor em sementes de alto



e baixo vigor. Sendo importante que se conheca a composi¢do quimica das sementes para
determinag&o dos protocolos a serem utilizados e interpretacdo dos resultados.

As variacBes da composicdo quimica estdo relacionadas, também, do ponto de vista
fisiologico, ao desempenho das sementes, ao potencial de armazenamento e a determinagéo
dos procedimentos a serem adotados durante a secagem artificial pds-colheita (Marcos Filho,
2005).

Quanto ao processo deteriorativo, uma consequéncia da deterioracdo é a producdo de
radicais livres que causam danos 4 membranas pela peroxidacdo de lipidios e geracdo de
subprodutos  toxicos (Schwember & Bradford 2010).Sementes, muitas vezes
contém maior concentracdo de &cidos graxos poli-insaturados do que qualquer outro tecido de
planta (Mansfield & Briarty, 1992). A peroxidacdo dos &cidos graxos gera o acumulo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (Hendry, 1993; Bailly, 2004), que agem sobre a celula
causando disfuncdo mitocondrial, inativagdo de enzimas, perturbacdo da membrana e lesdes
genéticas (Coolbear, 1995).

A intensidade dos danos é determinada pela capacidade das sementes para eliminar o
ROS por meio de sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Para atenuar o efeito
dos radicais livres ha o sistema enzimatico de protecdo no qual atuam as enzimas superéxido
dismutase e catalase, duas das mais importantes enzimas com essa fungéo (Bailly, 2004).

A superdxido dismutase (SOD) consiste em um grupo de enzimas que catalisam a
formacdo de perdxido de hidrogénio a partir de radicais superdéxidos reduzindo os danos por
oxidacdo na célula (Kliebensteen et al., 1998). O peroxido de hidrogénio produzido é
prejudicial a muitos processos metabolicos por isso deve ser convertido em outras substancias
(Eaton, 1991).

As isoenzimas do grupo da catalase (CAT) sdo capazes de decompor o peréxido de
hidrogénio em oxigénio gasoso e moléculas de agua. As CATs sdo as enzimas mais
estudadas, diversas fungbes sdo associadas & elas como a desintoxicacdo por peroxido de
hidrogénio, resposta a estresse, participacdo no sistema de defesa de plantas, estando também
relacionadas ao envelhecimento de plantas, amadurecimento de frutos e senescéncia (Andrea,
1998; Mura et al., 2007).

Bailly et al. (1996) em estudos com sementes de girassol observou reducdo da
atividade da catalase e superoxido dismutase com o periodo de armazenamento e a perda da
viabilidade.

As esterases (EST) s@o outro grupo de enzimas relacionadas com a perda de

viabilidade de sementes, ela estd envolvida em reacGes de hidrdlise de ésteres. Este grupo de



enzimas hidroliticas libera acido graxo dos lipidios que s&o usados na p-oxidacdo como fonte
de energia no metabolismo germinativo (Faria et al., 2003). As EST atuam nos lipidios de
armazenamento e nos lipidios de membranas tendo uma acdo positiva, em sementes cujas
reservas sao lipidios (Taiz&Zeiger, 2004).

Com o progresso da deterioracgdo, foi observado em sementes de amendoim, secas e
embebidas, decréscimo na atividade total de esterase (Aung & Mc Donald, 1995).

A malato desidrogenase (MDH) é uma enzima importante na respiracéo, atuando no
ciclo de Krebs. O aumento do nimero de bandas ou da intensidade de coloragdo das suas
bandas em sementes pode ser atribuido ao aumento da respiracdo que ocorre em sementes de
qualidade reduzida (Shatters et al. , 1994).

No metabolismo anaerdbico produtos toxicos as células, como acetaldeido e etanol,
sdo acumulados, deteriorando as celulas. A alcool desidrogenase (ADH) participa do processo
de conversdo de acetaldeido a etanol, quando a atividade desse grupo de isoenzimas diminui a
semente e fica mais exposta a acdo deletéria do acetaldeido, o que acelera a deterioracéo das
sementes (Zhang et al. , 1994).

Em sementes oleaginosas a isocitrato-liase é de grande importancia por ser uma das
enzimas chaves na regulacdo do ciclo do glioxilato e esta envolvida no metabolismo dos
lipidios armazenados. A atividade dessa enzima aumenta com a germinagdo quando ocorre a
degradacdo dos lipidios e sintese de sacarose (Bewley & Black, 1994). Martin et al. (2000)
observou que ha aumento da atividade dessa enzima em sementes mais vigorosas de soja.

O aumento da peroxidacao lipidica, declinio da atividade das enzimas do sistema de
protecdo causando estresse oxidativo tém sido relacionados ao envelhecimento de sementes
de amendoim (Sung & Jeng, 1994), soja (Sung, 1996) e girassol (Kibinza et al., 2006).
Sementes sujeitas ao estresse oxidativo desencadeiam a carbonilacdo de proteinas (Rojjou et
al., 2008) o que os torna propenso a degradacdo com perda da sua funcionalidade (Yao et al.,
2012).

Devido ao exposto, objetivou-se com essa pesquisa adequar metodologias dos testes
de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica para avaliacdo da qualidade de

sementes de crambe e investigar a atividade enzimatica em relacédo as diferencas de vigor.
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RESUMO

CRUZ, SARA MICHELLY. TESTES DE VIGOR PARA AVALIAQAO DA
QUALIDADE DE SEMENTES DE CRAMBE (Crambe abyssinica Hochst). 2013.64p.
(Dissertacdo - Mestrado em Produgdo Vegetal) — Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2013.

A cultura do crambe, Crambe abyssinica, tem sido considerada como promissora para uso na
producédo de biodiesel, no entanto, as informacdes sobre a avaliacdo do vigor das sementes
dessa cultura sdo escassas. A adequacdo dos testes de vigor € importante por permitir a
controle de qualidade mais répido e eficiente. Objetivou-se com esse trabalho adequar as
metodologias dos testes de envelhecimento acelerado e condutividade elétrica para avaliar a
qualidade de sementes de crambe e einvestigar a atividade enziméatica em relacdo as
diferencas de vigor. Foram utilizados cinco lotes de sementes da cultivar FMS Brilhante. Foi
realizada caracterizacdo da semente e plantula e composicéo centesimal da semente. Para o
teste de envelhecimento acelerado as sementes foram submetidas ao método tradicional e com
solucéo saturada de NaCl, pelos periodos de envelhecimento de 0; 24; 48; 72 e 96 horas. No
teste de condutividade elétrica, as sementes foram submetidas aos periodos de 2; 4; 6; 8; 10;
12; 14; 16; 18 horas de embebicdo, utilizando-se 25 sementes em 25 mL e 50 mL, 50
sementes em 50 mL e 75 mL. Foi realizada avaliacdo de isoenzimas relacionadas ao sistema
de protecdo, ciclo do glioxilato e a respiracdo. Sendo usados os testes de germinacdo e
emergéncia das plantulas para a comparacao e analise dos resultados. Conclui-se que o teste
de envelhecimento acelerado a 42 °C por 96 horas pelo método tradicional foi eficiente para
classificar os lotes em diferentes niveis de qualidade. O teste de condutividade elétrica ndo foi
adequado para avaliacdo da qualidade fisiologica de crambe. O lote de maior vigor teve maior
atividade dos grupos enzimaticos esterase, superoxido dismutase e catalase. O lote de menor
vigor ndo teve atividade das enzimas isocitrato liase e alcool desidrogenase. Nao houve
alteracdo na atividade da isoenzima malato desidrogenase.

Palavras-chave: FMS Brilhante, envelhecimento acelerado, condutividade elétrica,

isoenzimas.
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ABSTRACT

CRUZ, SARA MICHELLY. VIGOR TESTS ASSESSING THE QUALITY OF
CRAMBE (Crambe abyssinica Hochst) SEEDS. 2013. 64p. (Dissertation — Masters in Plant
Production) — Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2013.

Crambe (Crambe abyssinica) culture has been considered as promising for its use in the
production of biodiesel. However, the information on seed vigor evaluation for this culture is
scarce. The adaptation of the vigor tests is important for allowing a faster and more efficient
quality control. This work aimed at adapting the methodologies of the accelerated aging and
electric conductivity tests in order to evaluate crambe seed quality and investigate enzyme
activity in relation to the differences in vigor. Five seed lots of cultivar FMS Brilhante were
used. We performed the characterization of the seeds and seedlings, and the centesimal
composition of the seeds. For the accelerated aging test the seeds were submitted to the
traditional method and with NaCl saturated solution, for the aging periods of 0; 24; 48; 72 and
96 hours. In the electric conductivity test the seeds were submitted to the periods of 2; 4; 6; 8;
10; 12; 14; 16 and 18 hours of soaking, using 25 seeds in 25 mL and 50 mL, and 50 seeds in
50 mL and 75 mL. We also performed the evaluation of the isoenzymes related to the
protection system, glyoxylate cycle and respiration. We used the germination and seedling
emergence tests for comparison and analysis of the results. We concluded that the accelerated
aging test at 42 °C for 96 hours by using the traditional method was efficient to classify the
lots in different quality levels. The electric conductivity test was not adequate for the
evaluation of crambe physiological quality. The lot of highest vigor presented highest activity
for the esterase, superoxide dismutase and catalase isoenzymes groups. The lot of lowest
vigor did not present activity of the enzymes isocitrate liase and alcohol dehydrogenase.
There was no alteration in the activity of enzyme malate dehydrogenase.

Keywords: FMS Brilhante, accelerated aging, electric conductivity, isoenzymes.
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INTRODUCAO

O crambe (Crambe Abyssinica) é uma bréssica, originaria da Etiopia, herbéacea, de
ciclo curto e cultivo anual (Lazzeri et al., 1995). Existe uma cultivar brasileira, a FMS
Brilhante, que foi registrada em 2007 pela Fundacdo MS. A cultura tem sido apontada como
fonte promissora para producéo de biodiesel no Brasil (Pitol et al., 2010).

Para sucesso e estabelecimento do sistema produtivo da cultura no pais € fundamental
0 uso de sementes de alta qualidade que permitirdo que as caracteristicas desenvolvidas para a
cultivar sejam transferidas aos agricultores. Porém, ndo existem testes padronizados para
avaliagéo do vigor da cultura.

E importante & padronizacdo dos testes de vigor por estes serem mais sensiveis as
diferencas de potencial fisioldégico do que testes de germinagdo. Dentre os testes de vigor, 0s
testes de condutividade elétrica e envelhecimento acelerado tém sido intensamente
pesquisados para a maioria das espécies, inclusive brassicas, pelo potencial de padronizagéo,
reprodutibilidade (AOSA, 1983; Krzyzanowski et al., 1999) e por serem objetivos, rapidos,
econémicos ndo necessitando de muitos equipamentos e treinamento pessoal (Krzyzanowski,
1999).

As condicdes ideais para o teste de envelhecimento variam com a espécie, temperatura
e periodo de exposicao. Para sementes pequenas € avaliada também a umidade relativa, uma
vez que altas umidades causam alta deterioracdo comprometendo os resultados e
possibilitando desenvolvimento de fungos. Uma das alternativas de reduzir a umidade relativa
é 0 uso de solucdo concentrada de sais, como NaCl, que retém parte da umidade (Jianhua &
McDonald,1997). O método tradicional, que submete as sementes a umidade relativa de
100%, é recomendado para repolho e brécolis a 42 °C por 48, 72 ou 96 horas (Costa et al.,
2008) e para canola a 42 °C por 24 horas (Avila et al., 2005). Ja para brocolis foi
recomendado, também, o método alternativo com uso de solu¢do NaCl, umidade relativa de
76%, a 42 °C por 48 horas (Martins et al., 2002; Tunes et al., 2012).

Quanto ao teste de condutividade elétrica da agua de embebicdo das sementes a
metodologia tem sido adequada para cada espécie de acordo com a relacdo nimero de
sementes, volume de agua e tempo de embebicdo. Sendo frequentemente utilizadas amostras
de 50 ou 25 sementes e volume de agua de 75 mL, 50 mL ou 25 mL (Souza et al. 2009 Alves
e Sa, 2009; Kikutti & Marcos Filho, 2012; Milani et al., 2012; Oliveira et al., 2012). O
periodo mais frequente é de 24 horas sendo possivel obter resultados em periodos menores de
18 a 4 horas para algumas culturas (Kikutti & Marcos Filho, 2012; Milani et al., 2012).
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Para o entendimento do processo deteriorativo tém sido realizadas pesquisas
envolvendo a técnica da eletroforese de isoenzimas. Essas analises permitem detectar
mudancas bioquimicas relacionadas ao processo deteriorativo através da atividade de enzimas
associadas a degradacdo de membranas celulares, respiragdo, germinacdo e metabolismo de
reservas (Chauhan, 1985; Basu, 1985; Ventura et al., 2012).

Considerando-se a importancia dos testes de vigor e do entendimento do processo
deteriorativo, objetivou-se com esse trabalho adequar as metodologias dos testes de
envelhecimento acelerado e condutividade elétrica, para avaliar a qualidade de sementes de

crambe ee investigar a atividade enzimatica em relagdo as diferencas de vigor.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Sementes da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri - UFVJM, Diamantina, MG, Laboratorio de
Quimica, Bioquimica e Analise de Alimentos e Laboratdrio Central de Analise de Sementes
da Universidade Federal de Lavras — UFLA, Lavras, MG. Foram utilizados cinco lotes de
sementes de crambe, cultivar FMS Brilhante, fornecidos pela Fundacdo MS, sendo os lotes 1
e 2 da safra de 2011, o lote 3 da safra de 2009, o lote 4 da safra de 2010 e o lote 5 da safra de
2008.

Foram realizados as seguintes determinacdes e testes:

Para a caracterizacdo morfologica das sementes foram observadas as estruturas e
caracteristicas visuais das sementes. Foi estimado o peso de mil sementes segundo Brasil
(2009). As sementes foram classificadas quanto ao seu formato e calculadas suas dimensdes
em milimetros por meio de paquimetro digital. Para isso foram medidas quatro repeticdes de
25 sementes de cada lote e calculada a média e desvio padrdo. Foram classificadas quanto ao
tamanho por peneiras de crivo circular 2,36 mm (ABNT 8) e 2,8 mm (ABNT 7).

A caracterizacdo morfoldgica de plantulas foi realizada utilizando-se quatro
repeticdes de 50 sementes de cada amostra. As sementes foram postas a germinar sobre papel
e acondicionados em BOD a 25 °C por 10 dias. Apoés a obtencdo das plantulas foram
analisados, o comprimento do hipocétilo, a cor do hipocétilo, o comprimento da radicula e as
caracteristicas da plumula.

Para determinacdo da composicdo centesimal foi feito uma amostra composta dos

cinco lotes de sementes. As analises foram realizadas em triplicata para cada uma das



23

seguintes determinacGes: extrato etéreo, proteina bruta ou nitrogénio total, amido, fendis
totais, fibra bruta, acucares sollveis, redutores e ndo redutores.

Para extrato etéreo a determinacdo foi feita com solvente orgénico (éter etilico)
segundo método da AOAC (2005) e os resultados expressos em percentagem.

Na determinacdo da proteina bruta (N total), foi baseada na determinacdo de
nitrogénio total, pelo método de micro-Kjeldahl (AOAC, 2005), aplicando-se o fator 6,25
para o calculo do teor de proteina bruta.

A determinacdo do amido foi realizada segundo metodologia descrita por Somogy
(1945). As amostras foram imersas em solucdo de NaOH 0,2% (p/v) e de metabissulfito de
sodio 200 ppm. As fibras e o amido foram separados por hidrociclone e deixados decantar
sendo o liquido sobrenadante descartado. O sedimento foi, a seguir, filtrado por meio de
peneiras de 24 a 100 mesh. As impurezas retidas nas peneiras foram descartadas e o filtrado
lavado com &gua destilada até se obter um sedimento branco. O amido, assim obtido, foi seco
em estufa com circulacéo forcada de ar a temperatura de 40 °C.

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada segundo o método Follin-
Denis, descrito pela AOAC (2005).

Para fibra bruta, a determinacdo foi feita por hidrélise &cida, pelo método
gravimeétrico segundo descrito por Vande Kamer & Van Ginkel (1952).

Os acucares soluveis totais, redutores e ndo redutores foram extraidos pelo método
de Lane-Enyon (AOAC, 2005) e determinados pela técnica de Somogyi- Nelson (1944).

A caracterizacdo dos lotes e avaliacdo da qualidade fisiologica foram definidas pelos
seguintes testes e determinacoes:

O teor de agua (U) foi determinado pelo método de estufa a 105 °C por 24 horas (Brasil,
2009), com 2 repeticdes de 4,5 g de sementes.

O teste de germinacédo (G) foi realizado entre areia lavada e autoclavada, em caixas
acrilicas do tipo gerbox, umedecidas a 60% da capacidade de campo, acondicionadas em
camara de germinacdo do tipo B.O.D., regulada a temperatura de 25 °C, com fotoperiodo de
12 horas (Brasil , 2009). Foram utilizadas 4 repeticdes de 50 sementes e os resultados
expressos em porcentagem de plantulas normais ao 4° dia (primeira contagem (PC)). Foram
realizadas avaliaces pelos critérios das Regras pra Analise de Sementes (BRASIL, 2009). O
teste foi encerrado ao 7° dia, computando-se a porcentagem de plantulas normais, anormais
infeccionadas, anormais deformadas, sementes dormentes e mortas (BRASIL, 2009). O
indice de velocidade de germinacéo (IVG) foi calculado segundo a férmula proposta por
Maguire (1962).
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Para o teste de emergéncia (E) foi realizada semeadura de 4 repeticdes de 50 sementes
em substrato solo e areia na proporgdo 1:2 em bandejas plasticas. A umidade do substrato foi
ajustada para 60% da capacidade de retencdo. Apos a semeadura, as bandejas foram mantidas
a temperatura ambiente. A partir do inicio da emergéncia foram realizadas avaliacfes diarias,
computando-se o estande inicial (EI) ao 4° dia e o numero de plantulas emergidas até a
estabilizacdo do estande que ocorreu ao 10° dia. O indice de velocidade de emergéncia
(IVE) foi determinado segundo formula proposta por Maguire (1962).

O teste de sanidade foi realizado pelométodo do papel de filtro ou blotter test
modificado, com o uso de 2,4-D (5ppm) e congelamento. Utilizou-se 200 sementes, divididas
em 4 repeticOes de 50 sementes dispostas em placas de Petri sobre trés folhas de papel de
filtro embebidas com agua destilada, 2,4-D e agar. As placas foram mantidas a temperatura de
-8 °C por 24 horas e depois incubadas em camara tipo B.O.D. a 25 °C, com fotoperiodo de 12
horas, por 10 dias. A presenca de fungos e sua identificagdo foram realizadas com auxilio de
lupa e microscopico estereoscopico (Brasil, 2009).

Para a avaliacdo isoenzimatica foram utilizadas duas amostras de 3 g de sementes de
cada lote. As sementes foram maceradas na presenca de antioxidante PVP
(Polivinilpirrolidona) e nitrogénio liquido manualmente em almofariz e, posteriormente,
armazenadas a temperatura de -86 °C.

Para a extracdo das isoenzimas foi utilizado o tampdo fosfato de sodio e DTT na
proporcao de 400 puL por 100 mg de sementes maceradas. O material foi centrifugado a
16000 xg a 4 °C por 25 minutos e, em seguida, aplicado em gel de poliacrilamida.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema descontinuo de géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo
utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados na canaleta do gel 50 pL do sobrenadante
da amostra e a corrida efetuada a 150 V por 4 horas em geladeira.

Os géis foram revelados para as enzimas superéxido dismutase (SOD) catalase (CAT),
esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase (ADH), segundo
protocolos de Alfenas et al.(2006). Isocitrato liase foi revelada com dl-acido isocitrico, 20 mg
NADP, 20 mg MTT, 2 mg PMS, 20 mg cloreto de magnésio, 100 mL Tris 0,2 M pH 8,0; 0,1
uL de Phenylhydrazine.

Para o teste de envelhecimento acelerado foi feita uma camada uniforme de sementes
sobre uma tela metélica acoplada a uma caixa plastica tipo gerbox contendo 40 ml de agua
destilada ou de solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl) na proporcdo de 40 g de NaCl

para 100 ml de &gua, o qual proporciona umidade relativa de 76% (Jianhua & Mcdonald,
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1996). Os gerboxes foram levados a cAmaras de germinagao do tipo B.O.D., a temperatura de
42 °C, pelos periodos de Oh (testemunha), 24 h, 48 h, 72 h, 96 horas. Apos cada periodo foi
determinados o teor de &gua e realizado o teste de germinacdo conforme descrito
anteriormente. Foram avaliadas as plantulas normais apés o sétimo dia de semeadura (Brasil,
2009).

Para o teste de condutividade elétrica foram selecionadas as sementes com pericarpo
intacto. Foram avaliados os periodos de embebicdo (2 h, 4 h, 6 h,8h, 10 h,12h, 14 h, 16 he
18 h) e as combinagfes nimero de sementes/volume de agua deionizada (25/25 mL; 25/50
mL; 50/50 mL; 50/75 mL). As sementes foram pesadas e colocadas em recipientes plasticos
contendo agua destilada e deionizada e mantidas em camara de germinacdo durante cada
periodo de embebicdo, a 25 °C no escuro. As leituras da condutividade elétrica foram
realizadas em condutivimetro MSTecnopon®, modelo mcA-150 e os valores médios, para
cada lote, expressos em uS/cm/g de sementes. Os periodos de embebicdo das sementes foram
definidos de acordo com a curva de embebicdo das sementes.

Para construcdo da curva de embebicao foram colocadas para embeber 4 repeticdes de 50
sementes de cada lote em caixas acrilicas tipo gerbox sobre papel umedecido com agua
destilada 2,5 vezes o peso do substrato. Esse conjunto foi acondicionado a temperatura de 25
°C, com luz constante em camara do tipo B.O.D. Durante a avaliacdo as sementes foram
retiradas do gerbox, cuidadosamente secas em papel toalha, e pesadas. As sementes foram
pesadas em intervalos de 10 em 10 minutos sendo dobrado o tempo depois de percebida a
estabilizacdo. Foi calculado o incremento porcentual de massa ao longo do tempo, em funcéo
da massa inicial das sementes (Justo, 2007).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Para o teste de
envelhecimento acelerado os dados foram analisados em esquema fatorial 5x5 (5 lotes, 5
periodos) sendo os métodos (solugdes) avaliados separadamente. Os dados foram submetidos
a analise de variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-knott, a 5% de
probabilidade e transformados em arcsen Vx/100. Os dados de condutividade elétrica ndo
permitiram normalizacdo sendo avaliados pelo teste de analise de variancia por postos de
Kruskal-Wallis e quando houve diferenca significativa foi complementado pelo teste de
comparacdes multiplas (Hollander e Wolfe, 1973). As analises estatisticas foram realizadas

com o auxilio do programa estatistico SISVAR® (Ferreira, 2000) e Action®.



26

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os frutos de crambe foram caracterizados como esféricos, com pericarpo liso, fosco, de
coloracdo amarela ou amarela com mosqueados pretos (Figura 1A), contendo uma semente
(Figura 1B). O pericarpo (Figura 1C) permanece aderido as sementes apds maturacdo e
colheita segundo Lazzeri et al. (1995) e segundo Gastaldi et al.(1998) representa de 25% a
30% do peso total dos frutos e tem alto contetdo de lignina (40%) e celulose (41%).

As sementes de crambe s&o menores que o fruto, redondas, recobertos por pelicula
translicida de coloracdo cinza (Figura 1D, 1E) e tém coloracdo branco amarelada (Figura 1F,
1G). Sdo compostas por tegumento de superficie lisa, dois cotilédones iguais e opostos, lisos,
carnosos (Figura 1H). O eixo embrionario é curvo, localizado lateralmente e de coloragdo
igualmente branco amarelado (Figura 1G, 1H) apresenta a plumula protegida por uma fina
cobertura mucilaginosa (Cruciferae, 1985), que ndo é possivel observar a olho nu.

FIGURA 1- Frutos inteiros de crambe (A), semente dentro do fruto (B), pericarpo (C),
semente recoberta pela pelicula (D), pelicula (E), semente seca (F), semente embebida

(G), detalhes dos cotilédones e eixo embrionario (H).

O peso de mil sementes foi inferior a 200 g (Tabela 1) o que classifica as sementes
como pequenas, segundo Brasil (2009). As sementes dos diferentes lotes diferiram quanto ao
peso de mil sementes. As sementes do lote 1, 2 e 5 apresentaram maior peso de mil sementes
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em relagdo aos lotes 3 e 4, o que indica necessidade de uma classificagdo para
comercializacdo, uma vez que o peso de mil sementes é utilizado para calcular a densidade de
semeadura e 0 nimero de sementes por embalagem, oferecendo, também, informacdes do
estado de maturidade e de sanidade (Brasil, 2009).

Quanto ao diametro das sementes esses ndo tiveram diferenca significativa tendo em
media 2,56 mm + 0,25 mm (Tabela 1). Observa-se que o lote 4 diferiu quanto ao teste de
peneira correspondendo a peneira 8. O teste de peneiras oferece informacdo sobre a
uniformidade dos lotes, favorecendo a preciséo da semeadura mecéanica. O conhecimento das
peneiras que se adéquam & cultura pode servir de subsidio para definicdes no maquinario de
beneficiamento das sementes e semeio, e no desenvolvimento de padrbes para

comercializagdo que ndo existem ainda para a cultura crambe.

TABELA 1.Valores medios e desvio padrdo da média do peso de mil sementes (g), diametro
(mm) e peneira correspondente a cinco lotes de crambe cultivar FMS Brilhante. Diamantina,
MG, 2012.

Lote Peso de mil sementes (g)  Diametro (mm) Peneira (n° ABNT)
1 79+0,33A 2,66 £0,22 A 7
2 74+0,74 A 2,65+0,28 A 7
3 6,4+0,43B 2,44 £ 0,28 A 7
4 6,6 +0,48 B 2,58+0,20 A 8
5 7,4+0,62 A 2,64 +0,28 A 7
CV (%) 7,6 9,9 -

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott e teste de F
a 5%.

As plantulas de crambe consideradas normais apresentam as folhas cotiledonares
carnosas com coloracdo verde, com 6,22 mm + 0,9 mm de comprimento (Figura 2). Abaixo
das folhas esta o hipocétilo verde esbranquicado, cilindrico e glabro com comprimento
variando entre 15,8 = 9 cm. A raiz principal apresenta variac6es de tamanho de 23,2 + 15 cm,

é esbranquicada e apresenta diversas raizes secundarias de coloracdo igualmente branca.
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FIGURA 2 - Plantula normal de crambe. Diamantina, MG, 2012

Na caracterizacdo dos constituintes quimicos teve média de 28,0% de extrato etéreo,
22,9% proteina e 3,8% amido. Na literatura ha relatos de teor de 6leo variando entre 30,0%
quando utilizada a extracdo mecanica e 38,0 % na extracdo com solvente (Fundagdo MS,
2010), esses dados confirmam a espécie ser descrita como oleaginosa.

O teor de compostos fendlicos foi de 343,2 mg 100 g na semente. Compostos
fendlicos correspondem a classe de metabolitos secundarios com maior nimero de compostos
apontados como tendo atividade alelopatica (Souto et al.,1994; Ferreira e Aquila, 2000). Nas
sementes, 0s compostos fendlicos interferem no balanco entre substancias promotoras e
inibidoras da germinacdo e representam obstaculo na difusdo de gases em sementes
umedecidas (Marcos Filho, 2005).

As sementes de crambe continham 22,9% de proteina, valor proximo ao encontrado por
Souza et al. (2009) que foi de 21,3%, valores que apontam a cultura como potencial fonte
proteica na dieta de animais (Abdalla et al., 2008).

A porcentagem de fibras foi de 29,8% nos grdos inteiros, nessa porcentagem esta
inclusa a celulose, hemicelulose e lignina, esse valor foi superior ao encontrado por Carlson &
Tookey (1983) que foi de 22,1% de fibras na casca e 3,6% no grdo descascado.

Os agucares totais representaram 3,5%, sendo que 0,9% sdo agUcares redutores e 2,6%
acucares ndo redutores. A sacarose (agucares ndo redutores) € usada em sementes oleaginosas
na sintese de triglicerideos e proteinas (Belwey & Black, 1994).

Na Tabela 2 observam-se os dados obtidos na caracterizacdo do perfil dos lotes de

sementes de crambe. O teor de agua das sementes variou de 7,4% a 8,6%, valor dentro da
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faixa 6tima de armazenamento para oleaginosas que esté entre 6,0% e 10,0% (Brooker et al.,
1992). O teor de &gua entre os lotes deve ser semelhante para realizacdo do teste de
envelhecimento acelerado e condutividade elétrica (Hampton & TeKrony, 1995;
Krzyzanowski, 1999). Sementes com teores de agua diferente podem gerar interpretacdo
errbneas, uma vez que sementes com teores de &gua superiores tendem a degradar mais
rapidamente nas condicGes de envelhecimento acelerado (Marcos Filho, 2005). Barbosa et al.
(2012) em estudos com amendoim constatou que o teor inicial de dgua da semente pode
interferir na condutividade elétrica.

Pela porcentagem de plantulas normais obtidas no teste de primeira contagem de
germinacdo e IVG observou-se o lote 3 como de qualidade superior, 1 e 5 como
intermediarios e os lotes 2 e 4 como de qualidade inferior (Tabela 2).

Ja o teste de germinacdo foi menos sensivel as diferencas entre os lotes diferenciando
apenas o lote 3 como de qualidade superior aos demais (Tabela 2). A baixa qualidade dos
lotes 1, 2, 4 e 5 foi devido a maior porcentagem de plantulas anormais deformadas (dados néo
apresentados).

Observa-se para os testes de estande inicial e emergéncia a superioridade do lote 3 em
relacdo aos demais, sendo o lote 5 de qualidade inferior. O IVE diferenciou apenas o lote 5

como inferior em relacdo aos demais (Tabela 2).

TABELA 2. Teor de agua — U (%), plantulas normais na primeira contagem — PC (%);
germinacdo —IVG, estande inicial - G (%); indice de velocidade de germinacdo — EI (%);
emergéncia — E (%) e indice de velocidade de emergéncia — IVE obtidos para cinco lotes de
sementes de crambe. UFVJM, Diamantina, MG. 2012.

Testes
Lotes
PC VG G El E IVE
1 77A  67B 25845B 71B 57B 86 A 10,652 A
2 81A 48C 20520C 68B 49 B 76 B 9,340 A
3 86A 89A 41450A 92A 74 A 97 A 11,837 A
4 80A 49C 20,282C 58B 55B 74B 9,484 A
5 74A 64B 25937B 67B 21C 45 C 5,152 B
CV(%) 1,20 12,03 6,00 15,22 23,10 11,00 7,58

Médias seguidas pela mesma letra maitscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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Foi detectado a maior incidéncia do fungo Cladosporium sp. e em menor incidéncia 0s
fungos Fusarium sp., Penicillium sp. e Alternaria sp. (Tabela 3).

O lote 3 de maior germinacdo (Tabela 2) foi também o de menor incidéncia de fungos,
com 4% de contaminacdo apenas pelos géneros Cladosporium e Fusarium (Tabela 3).
Entretanto, todos os lotes tiveram baixo indice de sementes e plantulas infeccionadas (dados
ndo apresentados) mesmo com a presenca dos fungos de diversos géneros, o que indica que
estes fungos podem ndo ter efeito fitopatogénico a esta espécie ou a cultivar ser resistente aos
mesmos. Logo os fungos exerceram pouca ou nenhuma interferéncia na germinacgdo. Masseto
et al. (2009) relata a presenca de Penicillum sp., Phomopsis sp. e Alternaria brassicicola em
lotes de sementes de crambe comercializados no estado do Mato Grosso, também ndo tendo

influéncia no potencial germinativo.

TABELA 3.Porcentagem de incidéncia de fungos nos lotes de sementes de crambe em
estudo. UFVJM, Diamantina , MG, 2012.

Lote Cladosporium sp Fusarium sp  Penicillium sp  Alternaria sp
1 34 4 78 20
2 15 1 5 1
3 2 2 0 0
4 39 2 0 1
5 8 2 2 23

A incidéncia de fungos, no entanto, € preocupante, uma vez que esses fungos sao
altamente fitopatogénicos, podendo tornar as sementes potencial fonte de disseminacdo de
patdgenos entre regibes, causar danos nas plantulas e plantas e doencas em plantas
subsequentes na rotacdo de cultura. Moers et al.(2012) relatam a ocorréncia de Fusariumspp.
em plantas de crambe no campo causando tombamento nas plantas jovens e manchas de
Alternaria brassicae em plantas adultas.

O género Alternaria foi apontado por Majchrzak et al. (2002) como mais comum em
sementes de crambe, sendo relatado na cultura de crambe no Brasil por Carneiro et al. (2009)
e Moers et al. (2012) no Parana, por Macagnan et al. (2010) no estado de Goias e por Pitol et
al. (2010) no Mato Grosso do Sul.
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N&o hé& relatos de ocorréncia do género Cladosporium em crambe. Este fungo tem
efeitos antag6nicos sendo considerado endofitico em café, vivendo no interior de grdos sem
causar danos, sendo associado ao café de melhor qualidade (Pereira et al., 2001), €
entomopatogénico sendo usado para controle biolégico de mosca branca e pulgdo (Farias &
Santos Filho 1996; Faria & Magalhdes, 2001) e fitopatogénico para maracujazeiro
(NEGREIROS et al., 2004).

Quanto a avaliagdo da atividade das enzimas nas sementes secas houve atividade
proporcional das enzimas superdéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) para todos os lotes
exceto o lote 5. No lote 5 ha alta atividade da enzima SOD e baixa da CAT (Figura 3).

Essas enzimas estdo relacionadas ao sistema de protecdo contra formas reativas de
oxigénio. Em sementes secas espécies reativas de oxigénio (ROS) resultam de reacGes de
peroxidacdo lipidica. Durante a hidratacdo todos os compartimentos da célula serdo capazes
de produzir ROS devido a degradacéo de lipidios em glioxissomos, catabolismo de purinas e
peroxissomos, e reacOes respiratorias. Enzimas podem produzir ROS especificos como o
NADPH oxidase na membrana plasmatica e peroxidase da parede celular (Muller et al.;
2009).

As isoenzimas SOD e CAT estdo relacionadas a protecdo das sementes aos danos
causados pelos superoxidos. As SODs sdo encontradas no citoplasma celular e matriz
mitocondrial, sendo a primeira enzima a trabalhar na defesa contra formas reativas de
oxigénio, anulando a acdo dos superoxidos (O,) ao catalisar reacdes de transferéncia de dois
elétrons para produzir peroxido de hidrogénio (H.O.) (McDonald, 1999; Alscher et al., 2002).
O peroxido de hidrogénio € toxico as sementes e para que a célula ndo sofra efeitos deste
composto as catalases agem sobre ele neutralizando e formando oxigénio molecular e agua
(Tayefi-Nasrabadi, 2011). A catalase € o antioxidante mais poderoso da natureza, também
utiliza perdxido de hidrogénio para oxidar toxinas, tais como fendis, acido férmico,
formaldeido e alcodis (Tayefi-Nasrabadi, 2011). O que explica a menor emergéncia do lote 5

que apresenta sistema de protecdo aparentemente desregulado.
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FIGURA 3 - Padrdes enzimaticos de cinco lotes de sementes de crambe revelados para
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). UFVJM, Diamantina - MG, 2012.

Estudos indicam que a germinacdo é regulada pelo nivel de formas reativas de
oxigénio nas sementes, “oxidative window for germination” (Bazin et al., 2011; Leymare et
al., 2012; Ventura et al., 2012) sendo ativa quando esses estdo no nivel minimo. Diante disso,
para 0 mecanismo estar de acordo e em Gtima funcionalidade, essas duas enzimas devem
possuir comportamentos equivalentes. Assim, pode ser atribuida a menor qualidade do lote 5
pela CAT provavelmente ndo estar removendo os produtos toxicos produzidos pela SOD. Em
sementes de Pterogyne nitens Tull observou-se decréscimo na atividade da catalase em
sementes com reducdo do poder germinativo (Ataide et al., 2012).

O lote 1 apresentou baixa atividade da SOD e CAT, o que pode ser interpretado como
a baixa necessidade de uso dessas enzimas, ja que apresentou qualidade semelhante ao lote de
maior vigor ou intermediaria a este pelos demais testes (Tabela 3, Tabela 5). Observa-se, por
tanto, que para crambe a atividade das enzimas deve ser avaliada em conjunto.

A atividade da enzima esterase foi maior nos lotes 2, 3 e 4 (Figura 4). Em sementes
oleaginosas observa-se maior atividade nas sementes de melhor qualidade, sendo colocadas
por Aung e McDonald (1995) como o principal grupo de isoenzima responsavel pela
germinacdo em amendoim. A enzima esterase (EST) atua na deterioracdo e germinacdo de
sementes. Realiza a hidrolise de ésteres liberando &cido graxo dos lipidios que serdo
utilizados na B- oxidacdo como fonte de energia no metabolismo germinativo sendo, também,
acumulada antes do processo oxidativo para preveni-lo e promove a desestabilizacdo da

bicamada lipidica, acentuando o processo de deterioragdo (Vieira et al., 2006).
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FIGURA 4-Padrdes enzimaticos de cinco lotes de sementes de crambe revelados para
esterase. UFVJM, Diamantina - MG, 2012.

A atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) foi evidente e semelhante em
todos os lotes (Figura 5). Essa enzima é utilizada na avaliacdo da qualidade das sementes por
fazer parte do processo respiratorio celular, atuando no ciclo de Krebs transforma malato em
oxaloacetato, produzindo um NADH, que sera utilizado para gerar energia (Taiz e Zeiger,
2004).

FIGURA 5 - Padrdes enzimaticos de cinco lotes de sementes de crambe revelados para
malato desidrogenase (MDH). UFVJM, Diamantina - MG, 2012.

A atividade da enzima alcool desidrogenase foi semelhante nos lotes 2, 3 e 4; baixa no
lote 1 e ausente no lote 5 (Figura 6). A respiracdo anaerobica ativa a enzima alcool
desidrogenasse (ADH) que atua produzindo acetaldeido a partir do etanol produzido pela
respiracdo anaerdbica e atua na reciclagem de NAD" (Faria et al., 2003; Taiz e Zeiger, 2004).

A atividade dessa enzima representa, portanto, protecdo as células. As sementes armazenadas
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estavam expostas a baixos niveis de oxigénio o que favorece a respiracdo anaerobica. Em
estudos com café (Branddo Junior et al., 2002) e com pimenta (Vidigal et al., 2009) foi
observado que frutos maduros e com maior potencial germinativo apresentam maior atividade
desse grupo de enzimas. Os resultados concordam, portanto, com os testes que demonstram a

inferioridade do lote 5.

FIGURA 6 -Padrbes enzimaticos de cinco lotes de sementes de crambe revelados para
alcool desidrogenase (ADH). UFVJM, Diamantina - MG, 2012.

A atividade da enzima isocitrato liase foi maior no lote 2 e praticamente ausente nos
lotes 1 e 5 (Figura 7). Essa enzima pertence ao ciclo do glioxilato, estando, portanto,
envolvida no metabolismo de lipidios armazenados. O perfil de expressdo da isocitrato liase
tem sido sugerido como importante indicador do vigor de sementes. Isocitrato liase fornece
fontes de carbono necessarias para a germinacao e desenvolvimento de plantulas a alteracao
na sua transcricdo e niveis de expressdo podem refletir a qualidade das sementes (Ventura et
al., 2012).

A atividade desse grupo de enzimas aumenta com a germinacdo gquando ocorre a
degradacdo dos lipidios para a sintese de sacarose (Bewley e Black, 1994). Martin et al.
(2000) observou gue ha aumento da atividade dessas enzimas com a germinagdo e ocorre a
estabilidade da atividade em lotes de sementes de soja que resistem ao estresse causado pelo
teste de frio e envelhecimento acelerado. Essa enzima é sintetizada de novo durante o
processo germinativo, o que explica auséncia dela nas sementes secas do lote 5 e altos indices
de germinacdo apds o envelhecimento acelerado (Tabela 5).

Em sementes secas, como foi testado, a baixa atividade pode indicar dano
deteriorativo uma vez que o lote 5 apresenta alta respiracdo aerobica (Figura 5), ou seja gasto

de reservas sem que esteja havendo a disponibilizacdo das mesmas.
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FIGURA 7- Padrdes enzimaticos de cinco lotes de sementes de crambe revelados para
isocitrato liase. UFVJM, Diamantina - MG, 2012.

Foi observada menor atividade de todas as enzimas no lote 1, a menor atividade das
enzimas pode estar associada a maturidade das sementes. Em testes com a enzima catalase em
diferentes estadios de desenvolvimento observou-se a menor atividade dessa enzima para soja
(Silva, 2006) e pimentdo (Albuquerque et al., 2009). Outro fator que pode justificar é o fato
de que as sementes estdo em estado quiescente dessa forma o metabolismo esta funcionando a
baixos niveis apenas 0 necessario para a respiracdo celular, de forma a manterem as sementes
vivas e prontas para germinar quando tiverem o estimulo externo adequado, retomando a
atividade metabdlica utilizando a estrutura e 0s componentes enzimaticos pré-existentes nas
sementes, que foram conservados durante o periodo de quiescéncia (Bewley et al., 2000).

Quanto a atividade enzimatica em sementes secas de crambe € possivel observar, por
tanto, que a analise da atividade das enzimas SOD e CAT deve ser realizada em conjunto
observando padrdo proporcional em lotes de alta qualidade. A isoenzima isocitrato liase esta
em maior atividade nos lotes de melhor qualidade. Sementes de baixa qualidade ndo ha
atividade da enzima ADH. E ndo ha diferenca quanto a atividade da enzima MDH em lotes de
diferente vigor.

Na Tabela 4 pode-se observar o teor de dgua inicial e ap0s os testes de envelhecimento
acelerado pelo método tradicional e com uso de solucdo saturada de cloreto de sodio. Pelo
método tradicional houve um aumento de 463% no teor de agua em relacdo ao método com
solucéo de NaCl . Pelo método com solucéo saturada de NaCl, que ajusta a umidade relativa
para 76%, ndo houve diferencga entre os teores de agua que permaneceram na faixa 6tima de
armazenamento para oleaginosas concordando com o observado em outras brassicas por
Costa et al. (2008) e Tunes et al. (2012). Essa diferenga é explicada pela capacidade das

sementes entrarem em equilibrio higroscopico com a umidade do ambiente, alcancando
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equilibrio em teores de &dgua mais elevados conforme a umidade aumenta (Marcos Filho,
1999).

TABELA 4.Teor de agua (%) de sementes de crambe submetidas a teste de envelhecimento
acelerado pelo método tradicional e pelo método com solucdo saturada de cloreto de sédio.
UFVJM, Diamantina - MG, 2012.

TRATAMENTOS/ PERIODOS DE ENVELHECIMENTO
Lote Tradicional Solucéo saturada NaCl
Oh 24 h 48 h 72h 96 h Oh 24 h 48 h 72h 96 h
1 6,7Ac 23,0Ab 222Ab 202Ab 27,1Aa 6,7 Aa 6,7 Aa 64Aa 68Aa 7,2Aa
2 74Ac 218Ab 23, 1Ab 202Ab 284Aa 7,4 Aa 5,6 Aa 7,7Aa 68Aa 7.8Aa
3 62Ad 147Bc 183Bb 130Bc 26,4Aa | 6,2Aa 51Aa 66Aa 60Aa 6,0Aa
4 72Ad 178Ac 246Ab 208Ac 278Aa | 72Aa 63Aa 58Aa 63Aa 74Aa
5 69Ad 10,6Bc 18,0Bb 17,5Bb  27,2Aa | 6,9 Aa 53Aa 58Aa 73Aa 71Aa
CV (%) 11,9 16,9

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha nao diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott a 5%.

Além de provocar alta absorcdo de agua, o método tradicional favoreceu o
desenvolvimento de fungos (Figura 8) em todos os periodos testados o que ndo ocorreu no
método com solucdo saturada. N&o ha outros trabalhos com crambe, porém, na literatura ha
relatos que o mesmo ocorreu com sementes de outras brassicas (Costa et al., 2008), de jild
(Alves et al., 2012), coentro (Pereira et al., 2011), alfafa-cravo (Lima et al., 2011), alface e

almeirdo (Santos et al., 2011), e cenoura (Rodo et al., 2000).

FIGURA 8:Desenvolvimento de fungos em sementes de crambe submetidas ao teste de
envelhecimento acelerado. Visdo geral do gerbox no tratamento tradicional (A) e com
solucdo salina (B).UFVJM, Diamantina - MG, 2012.
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Observa-se na tabela 5, os resultados da germinacdo das sementes de crambe
submetidas ao teste de envelhecimento acelerado. De maneira geral, somente o periodo de 72
horas de envelhecimento acelerado pelo método tradicional obteve resultados semelhantes de
superioridade do lote 3 em relagéo aos demais lotes, coincidindo com o observado nos testes
de primeira contagem, germinacao, 1VG e estande inicial (Tabela 2).

Em alguns periodos de envelhecimento houve o revigoramento das sementes de
crambe. Mello et al. (1999) em trabalho com brdcolis observaram incremento na porcentagem
de plantulas normais durante os periodos testados para o lote de maior vigor. Ward & Powell
(1983) em trabalho com cebola observaram que as sementes ao atingirem entre 20% e 25% de
umidade a altas temperaturas tém sua deterioracdo retardada e é observado aumento da taxa
de germinagéo.

TABELA 5. Porcentagem de plantulas normais (%) obtidos no teste de germinacdo de
sementes de crambe submetidas aos diferentes periodos de envelhecimento acelerado
tradicional e com solugéo saturada de NaCl. UFVJM, Diamantina, MG. 2012.

TRATAMENTO

LOTE TRADICIONAL NaCl
Oh 24h  48h 72 h 96 h Oh 24 h 48 h 72 h 96 h
72Bb 95Aa 83Ab 81Bb 85Ab | 72Bb 84Aa 85Aa 86Aa 88Aa
75Bb 69Bb 89Aa 81Ba 68Bb | 75Ba 91Aa 85Aa 80Aa 84Aa
87 Aa 95Aa 92Aa 91Aa 89 Aa | 87Aa 93Aa B85Aa 88Aa 85Aa
77Ba 80Ba 63Bb 55Cb 20Cc | 77Ba 87Aa 76Aa 59Bb 62Bb
5 68Ba 84Ba 79Aa 75Ba 76Ba | 68Ba 73Ba 75Aa 56Bb 55Bb

CV(%) 10,32 9,87

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-Knott e teste de F a 5%.

H WODN B

Pelo método tradicional a partir do periodo de 72 horas houve declinio no potencial
germinativo permitindo distincdo dos lotes. No periodo de 72 horas os resultados foram
semelhantes ao observado no teste de estande inicial (Tabela 2) onde foi classificado o lote 3
como de maior vigor, lotes 1, 2 e 5 como intermediarios e inferioridade do lote 4, ressaltando
a superioridade do lote 3 ja observado no teste de germinacdo. O periodo de 96 horas os
resultados foram semelhantes ao teste de emergéncia (Tabela 2) sendo os lotes 1 e 3 como de
vigor superior, o lote 2 e 5 como intermediarios e lote 4 como inferior.

As condigdes do teste de envelhecimento acelerado com solucédo salina pelo periodo

de até 72 horas interferiram positivamente na germinagdo dos lotes, ndo permitindo
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diferencia-los (Tabela 5). Os lotes 4 e 5 apresentaram estresse nos periodos de 72 horas e 96
horas diferindo estatisticamente dos demais que ndo apresentaram estresse e ndo diferiram
entre si.

O tratamento pelo método tradicional por 96 horas apresentou melhores resultados,
mantendo a umidade dentro dos valores aceitaveis e reproduzindo a classificacdo dos lotes em
trés niveis semelhantes a classificacdo do teste de emergéncia. Considera-se que estudos
complementares testando temperaturas mais elevadas possam diminuir o tempo de execugéo
do teste.

Para determinar o periodo maximo de pré-condicionamento das sementes para o teste
de condutividade elétrica foi construida a curva de embebigdo (Figura 9). Observa-se na
Figura 8 que as curvas tenderam ao padrao trifasico proposto por Bewley e Black (1994) para
todos os lotes, exceto, para o lote 2. As setas indicam quando foi observada a primeira
protrusdo radicular, sendo o teste conduzido até que 50% mais uma semente de cada lote
tivessem protrundido, o que caracteriza o inicio da fase I11. A diferenca entre o periodo para
ocorrer a protrusdo é devido o crambe possuir uma maturacdo desuniforme (Desai et al.,
1997; Oplinger et al., 1991) sendo o lote constituido por sementes de diferentes niveis de
maturacao.

Para o lote 1 a primeira protrusdo ocorreu em 28 horas, lote 2 em 50 horas, lote 3 em
21 horas, lote 4 em 32 horas e lote 5 em 27 horas. A fase | teve duracdo de 32 horas para o
lote 1, 18 horas para o lote 3 e 4, e 51 horas para o lote 5. A fase Il foi mais lenta, tendo
duracdo de 37 horas para o lote 1, 32 horas para o lote 3, 51 horas para o lote 4 e 46 horas
para o lote 5. O lote 2 ndo teve distincdo clara entre as trés fases tendo comportamento
intermediario em relacédo ao tempo total e incremento de massa.

Como ocorrem protrusdes anteriores ao periodo definido como de protrusao radicular,
fase Il (Figura 9), o periodo para realizacdo do teste de condutividade foi determinado pelo
ponto de inflexdo entre as fases | e Il da germinacdo do lote mais rapido, por corresponder a
um periodo de inicio da estabilizacdo de lixiviacdo. Bewley & Black (1994) destacaram que a
taxa de liberacdo de eletrdlitos € muito elevada no inicio do processo de embebicdo, contudo,
com o decorrer do tempo esta situacdo se altera, chegando proximo a estabilidade a medida
gue ocorre a reorganizacao das membranas celulares. Dessa forma foi determinado o periodo
de 18 horas como periodo maximo para realizacdo do teste de condutividade por ser o periodo

em que finaliza a fase | dos lotes 3 e 4.
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Observa-se na Tabela 6, os resultados de condutividade elétrica, onde foi possivel
diferenciar os lotes em dois niveis para todos os periodos testados. O periodo de 2, 4, 6, 8, 10,
12 e 14 horas classificou os lotes seguindo a mesma ordem sendo os lotes 3 e 5 como os de
maior vigor e os lotes 1, 2 e 4 0os de menor vigor . Os periodos de 16 e 18 horas houve uma
divergéncia com os outros periodos ao ndo classificar o lote 4 como semelhante tanto aos de
maior vigor (3,5) quanto de menor vigor (1,2).

Nos diferentes periodos, analisando um mesmo lote, houve aumento linear no valor da
condutividade, ndo havendo diferenca estatistica, fato também observado por Vanzolini e
Nakagawa (2005) em trabalho com amendoim.

TABELA 6. Resultados de condutividade eléetrica (uS/cm/g) para os diferentes periodos de
embebicdo de sementes de crambe. UFVJM, Diamantina, MG. 2012.

Lotes
Periodos de embebicéo 1 2 3 4 5
2 665 b A 717b A 58a A 446 b A 157a A
4 701b A T47b A 77aA 470 b A 181a A
6 702b A 753b A 89aA 479b A 199a A
8 724b A 772bA 101aA 488 b A 225a A
10 731b A 792bA 114aA 504 b A 239a A
12 742b A 797bA 124aA 511b A 258 a A
14 758 b A 819bA 130aA 522b A 266 a A
16 785b A 851bA 138aA 522abA 271a A
18 807bA 877TbA 140aA 533abA 276 a A

Médias seguidas pela mesma letra e mindscula na linha e mailscula na coluna, ndo diferem entre si, no nivel de
5% de probabilidade, pelo teste de Kruskal-Wallis e comparagdes multiplas.

O uso de 25sementes/25 ml classificou os lotes em 4 niveis classificando, em ordem
decrescente de vigor, lote 3,5, 4 e 1 e 2. Os tratamentos utilizando 25 sementes/50 ml; 50
sementes/50 ml; e 50 sementes/75 ml foram menos eficientes na distin¢do quanto ao valor de

condutividade, igualando o lote 5 ao lote 3 (Tabela 7).
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TABELA 7.Resultados de condutividade elétrica (uS/cm/g) de sementes de crambe
submetidas aos diferentes tratamentos; 25 sementes (stes) em 25 mL de agua deionizada; 25
sementes em 50 mL de &gua deionizada; 50sementes em 50 mL de &gua deionizada e 50
sementes em 75 mL de &gua deionizada. UFVVJM, Diamantina, MG.

Lotes 25stes/25 mL 25stes/50 mL 50stes/50 mL 50stes/75 mL
1 1223 CD b 647 C ab 629 BCab 442 B a
2 1358 D b 692 C ab 658 C ab 460 B a
3 178 A b 97 Aab 93 Aa 64 Ab
4 859Ch 413Ba 415B a 302Ba
5 410 B a 211 Aa 180 Aa 121 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra minudscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis e comparagGes multiplas para 5% de probabilidade.

O teste de condutividade baseia-se na premissa de que sementes menos vigorosas
perdem mais solutos (agUcares, aminoacidos, &cidos graxos, enzimas, ions inorganicos)
(Vanzolini & Nakagawa, 2003), durante o processo de embebicéo, por gastarem mais tempo
reestruturarando as membranas e ativando o metabolismo.

Dessa forma, a tendéncia de classificacdo do lote 3 como de qualidade superior foi
mantida em todos os tratamentos (Tabela 7). Porém os resultados diferem dos testes de vigor
por igualarem o lote 5 ao lote 3 (Tabela 2)

Os lotes 1 e 2 foram classificados pela condutividade como de menor vigor, por serem
lotes da safra de 2011, podem estar imaturos ou com algum dano mecanico latente que sé
refletird em reducdo da germinacdo apds armazenamento. Os altos valores de condutividade
podem estar relacionados a caracteristicas do pericarpo, uma vez que foram utilizados os
frutos inteiros, e essa € uma estrutura lignificada portadora de substancias capazes de produzir
um aumento da condutividade, acumular substancias e apresentar diferencas de
permeabilidade que dificultariam a avaliacdo do estado de membranas das sementes
induzindo a erros de interpretacdo. A influéncia do pericarpo foi observada em sementes de
girassol por Longo et al. (1999) e Albuquerque et al. (2001).

Devido a incoeréncia dos resultados do teste de condutividade elétrica, considera-se
que nas condicdes avaliadas ndo estdo refletindo a qualidade fisioldgica dos lotes. Apesar de
ser muito recomendado para leguminosas o teste ndo se adequou a metodologias testadas para

outras espécies como berinjela (Lopes et al., 2012), mamona (Mendes et al.; 2010), girassol
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(Albuquerqgue et al.,2001), pimentdo (Torres, 1996), tomate (Novembre et al.; 1995), cebola
(Lima, 1993) e couve de bruxelas (Thornton, 1990).

Diversos fatores interferem no teste de condutividade elétrica: estadio de
desenvolvimento da semente (Powell, 1986); mudangas na estrutura e composicao da semente
durante o desenvolvimento (Styer & Cantliffe, 1983); desestruturacdo das membranas (Powel,
1986); temperatura de embebicdo (Murphy & Noland, 1982); volume de &gua utilizado (Tao,
1978), periodo de embebicdo (Wang et al., 1994), teor de agua inicial das sementes, tamanho
da semente (Tao, 1978; Vanzolini & Nakagawa, 2005), presenca de sementes danificadas
fisicamente, tempo de avaliacdo, caracteristicas do tegumento como integridade e
permeabilidade.

Né&o houve relagdo entre o tamanho da semente e condutividade elétrica, sendo altos
valores de condutividade tanto na peneira 7 quanto 8 (Tabela 1, 6 e 7). Contrario ao que
ocorre com sementes de soja, onde Tao (1978) observou que sementes maiores apresentam
maior condutividade elétrica, Vanzolini & Nakagawa (2005) observou que as sementes de
amendoim de menor tamanho apresentam maior quantidade de lixiviados.

As sementes testadas apresentaram teor de &gua inferior a 10% o que pode ter
interferido na interpretacédo clara do resultado. Quando o teor de 4gua das sementes de ervilha
e soja foi de 10%, verificou-se aumento significativo nos resultados do teste sem
necessariamente ter reducdo do vigor (Vieira et al., 2002). Para amendoim é recomendado
realizar o teste com sementes entre 9-15% e que ndo sejam usadas sementes de 5-7%, a
estabilizacdo dos resultados ocorre com teor de agua de 10 e 14% (Barbosa et al., 2012).

Para o teste de condutividade elétrica sdo, por tanto, necessarios maiores estudos
quanto as varidveis relacionadas a liberacdo de solutos para determinar metodologia

adequada.

CONCLUSAO

O teste de envelhecimento acelerado pelo método tradicional a 42 °C pelo periodo de
96 horas é eficiente para avaliar a qualidade de sementes de crambe.

O teste de condutividade elétrica, nas condi¢cbes testadas, ndo foi adequado para
avaliacdo do vigor das sementes de crambe.

Quando associado as atividades das isoenzimas observa-se que o lote de maior vigor
teve maior atividade dos grupos enzimaticos SOD, CAT, EST. O lote de menor vigor ndo teve
atividade das enzimas isocitrato liase e ADH. Ndo houve alteragdo na atividade da isoenzima
MDH.
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