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RESUMO GERAL

O BRS Nagai, lancado em 2012, é um hibrido de tomateiro multi-resistente com frutos
alongados do tipo saladete desenvolvido pela Embrapa Hortalicas em parceria com a
iniciativa privada. Na cadeia produtiva do tomate a semente possui uma elevada importancia,
correspondendo a até 8% do custo total de produgdo. No caso de sementes hibridas, cujo
processo de polinizacdo é manual, os custos tornam-se ainda mais elevados. Por isso, um dos
principais desafios deste setor é a producdo de sementes com méaxima qualidade. Portanto,
conhecer o estadio de desenvolvimento do fruto para realizar a colheita visa contribuir com o
aumento da produtividade e qualidade das sementes. Partindo-se disto, o objetivo deste
trabalho consistiu em acompanhar as mudancas ocorridas durante o desenvolvimento e
determinar o rendimento e as alteracbes fisioldgicas, bioquimicas e morfoldgicas das
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, em frutos colhidos em diferentes estadios de
maturagdo. Essa informacéo vai permitir determinar o momento mais adequado de realizagéo
da colheita para obtencdo de sementes com maxima qualidade. As sementes hibridas foram
produzidas em telado na Embrapa Hortalicas. Flores do parental feminino foram emasculadas
antes da antese, sendo imediatamente polinizadas. Aos 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias ap0s a
polinizacdo (DAP), foram feitas colheitas de frutos, tendo suas sementes extraidas e
posteriormente armazenadas, seguindo procedimentos ja estabelecidos para o tomate.
Sementes Umidas foram avaliadas quanto o teor de agua e conteldo de matéria seca. As
sementes secas foram avaliadas quanto ao rendimento e as alterac@es fisioldgicas por meios
de testes fisioldgicos corriqueiros; avaliadas quanto as alteracdes da atividade respiratdria e
das enzimas antioxidativas; estudo da morfologia interna por meio de Raios-X; analise de
imagens de plantulas com uso do “seed vigor imaging system” SVIS® e; finalmente, sementes
nos diferentes estddios de maturacdo foram armazenadas e posteriormente submetidas ao
condicionamento osmatico. Sementes de frutos colhidos aos 80 DAP foram descartadas, pois,
apresentavam viviparidade. O maior percentual de germinacdo ocorreu trés dias apos,
praticamente coincidindo, com 0 méaximo conteudo de matéria seca. Os resultados mostraram
gue sementes imaturas (30 e 40 DAP) tém menor rendimento. Sementes colhidas aos 30 DAP
ndo toleram a secagem, e, portanto, ndo possuem capacidade de germinagdo. A germinagédo
inicia-se com as sementes colhidas aos 40 DAP, porém, com valores muito baixos. As
sementes colhidas nos trés Gltimos estadios (50, 60 e 70 DAP) apresentaram percentuais de
germinacdo acima de 80%. No entanto, testes revelaram que sementes colhidas aos 50 DAP,
tém menor vigor, comparado as sementes colhidas aos 60 e 70 DAP. A atividade respiratdria
e enzimatica, o teste de raios-X e a analise do vigor de plantulas pelo SVIS® revelaram que as
sementes imaturas, em contraste com as sementes maduras, apresentam metabolismo sem
sincronia, possuem maior area livre bem como baixos indices de vigor e uniformidade. Os
resultados foram concordantes com os de qualidade fisioldgica, indicando que sementes
colhidas aos 50 DAP tém vigor reduzido e estdo em processo de deterioracdo mais avancado.
Quando as sementes foram submetidas ao condicionamento osmotico, verificou-se que
aquelas colhidas aos 50 DAP apresentaram um incremento consideravel na qualidade,
aumentando o percentual e a velocidade de geminacdo. Em resumo, as sementes do hibrido
BRS Nagai apresentam maxima qualidade quando sdo oriundas de frutos que apresentam
pericarpo completamente vermelho e firme, ou seja, quando colhidos entre 60 e 70 DAP.

Palavras-chave: BRS Nagai, maturidade fisiologica, morfologia, producdo de sementes,
Solanum lycopersicum, SVIS.
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OVERVIEW

BRS Nagai, is a multi-resistant tomato hybrid with elongated fruits of the saladette type
developed by Embrapa Vegetable Crops in partnership with a private company. In the tomato
production chain, the commercial seed has a high importance, corresponding to up to 8% of
the total cost of production. In the case of hybrid seeds, whose pollination process is done
manually, the seed costs become even higher. In this context, one of the main challenges of
this sector is the production of seeds with the highest quality. Therefore, knowing the ideal
stage of fruit harvesting after the pollination process would contribute to the increase of seed
yield and quality. The objective of the present work was to monitor the changes that occurred
during seed development and to determine the yield and the physiological, biochemical and
morphological changes of BRS Nagai hybrid seeds in fruits harvested at different stages of
maturation. The main goal was to identify the most appropriated time for fruit harvesting in
order to obtain seeds with the highest quality. The seeds were produced under screenhouse
conditions at Embrapa Vegetable Crops. Flowers of the female parent were emasculated
before the anthesis, being immediately pollinated. Fruits were harvested at 30, 40, 50, 60, 70,
and 80 days after pollination (DAP). Seeds were extracted and stored, following the usual
procedures. Non-dry seeds were evaluated for water content and dry matter content. Dry seeds
were evaluated for yield and physiological changes by means of routine physiological tests;
evaluated for changes in respiratory activity and antioxidant enzymes; study of the internal
morphology by means of X-ray; analysis of seedlings images using the seed vigor imaging
system (SVIS®) and; finally, seeds at the different stages of maturation were stored and
subsequently submitted to priming. Seeds of harvested at 80 DAP were discarded from the
analyses due to the presence of viviparity. The highest percentage of germination occurred
three days after, practically coinciding with the maximum dry matter content. The results
showed that immature seeds (30 and 40 DAP) had lower yields and those harvested at 30
DAP did not tolerate drying and, therefore, they were unable to germinate. Germination
begins with the seeds harvested at 40 DAP, but with very low values. Seeds harvested in the
last three stages (50, 60, and 70 DAP) displayed germination above 80%. However, some
vigor tests showed that seeds harvested at 50 DAP were less vigorous when compared to
seeds harvested at 60 and 70 DAP. Respiratory and enzymatic activity, X-ray testing and
seedling vigor analysis by SVIS revealed that immature seeds (in contrast with seeds of the
last three maturation stages) exhibited a non-synchronized metabolism, displaying greater free
areas, and low levels of vigor and uniformity. The results were in agreement with those of
physiological quality, indicating that seeds harvested at 50 DAP had reduced vigor and they
were in a more advanced process of deterioration, since they had not completed the
maturation process. When the seeds were submitted to priming, it was verified that those
harvested at 50 DAP improved the quality considerably, increasing the percentage and the
germination speed. In summary, the seeds of the BRS Nagai tomato hybrid displayed the
highest quality when the seeds were obtained from fruits with a fully red and firm pericarp,
which corresponded to fruits harvested between 60 and 70 DAP.

Key words: BRS Nagai, physiological maturity, morphology, seed production, Solanum
lycopersicum, SVIS.
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1. INTRODUCAO GERAL

O BRS Nagai é um hibrido de tomateiro com frutos alongados do tipo Saladete
desenvolvido pela Embrapa Hortalicas em parceria com a iniciativa privada (empresa
Agrocinco Vegetable Seeds). Este hibrido tem em seu genoma genes naturais de resisténcia
e/ou toleréncia a 40 espécies/variantes/ragas de patdgenos fingicos, bacterianos e virais, bem
como nematoides e pragas que atacam severamente os campos de producdo de tomate e
causam prejuizos econémicos de grandes proporcdes aos produtores rurais no Brasil
(EMBRAPA, 2016).

O setor de producdo de hortalicas apresenta grande destaque no agronegocio brasileiro e
esse progresso pode ser atribuido aos investimentos em inovacao tecnoldgica nos sistemas de
cultivo das principais culturas, como o tomateiro. A grande mudanca no novo cenario,
principalmente no setor de sementes, foi a converséo do mercado de sementes de polinizagéo
aberta, de baixo valor, por cultivares hibridas comercializadas pelas empresas nacionais e
multinacionais (NASCIMENTO, 2015).

Dentro da movimentacdo financeira da cadeia produtiva de hortalicas, o0 comércio de
sementes e mudas de tomateiro movimenta valores em torno de 94 milhdes de dolares. Esses
dois segmentos chegaram a uma representatividade de 30% sobre o total movimentado no ano
de 2016 (ABCSEM, 2017). No caso do tomate, a semente possui uma elevada importancia na
cadeia, correspondendo a até 8% do custo total de producdo da cultura (CEPEA, 2013).
Informacdes obtidas nos primeiros dias de 2018 indicam que os pre¢cos do tomate ja estdo
148% superiores aos de 2017 (CEPEA, 2018), demonstrando o vigor de um mercado em
franco crescimento. Desta forma, existe uma intensa busca por novas tecnologias que
permitam produzir uma semente com elevada qualidade fisiologica (MENDONCA, 2006;
NASCIMENTO, 2015; PINHEIRO et al., 2017).

Para o tomateiro, a maturacdo desuniforme dos frutos figura entre 0s principais
problemas na fase de produgdo. Embora a prética da colheita parcelada seja a solucéo neste
caso, as informagdes sobre quando os frutos estdo aptos a serem colhidos ou quando as
sementes atingem a maturidade fisiologica, sdo muito relevantes, principalmente no caso do
hibrido BRS Nagai, que foi desenvolvido e lan¢ado ha pouco mais de cinco anos e, portanto,
ainda sdo escassas as informacdes relacionadas aos aspectos da producao de sementes.

O processo de maturacdo é controlado geneticamente e envolve uma sequéncia ordenada
de alteragdes verificadas a partir da fecundacdo do dvulo, até que as sementes se tornem

individuos independentes da planta-m&e. Compreende um conjunto de eventos sucessivos de
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preparacdo para o sucesso da futura germinacdo, caracterizado pela sintese e acimulo de
reservas, posteriormente mobilizadas, conduzindo a retomada do crescimento e a formagéo de
uma plantula capaz de expressar todo o seu potencial genético (MARCOS-FILHO, 2015).
Esse processo € constituido por uma série de alteracbes morfoldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas que ocorrem a partir da fecundacdo e prosseguem até o momento em que as
sementes atinjam a maturidade fisiolégica (DELOUCHE, 1971; CARVALHO; NAKAGAWA,
2012; MARCOS FILHO, 2015).

A maturidade das sementes tem sido identificada por meio de diferentes caracteristicas,
como coloracdo do fruto (VALDES e GRAY, 1998), teor de 4gua e acumulo maximo de
matéria seca nas sementes associando-se ao numero de dias decorridos desde a antese
(KWON; BRADFORD, 1987; DEMIR; ELLIS, 1992; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012;
MARCOS-FILHO, 2015). Embora estas caracteristicas possam fornecer informacdes
importantes para determinacdo da maturidade, essas varidveis podem sofrer modificacdes
devido a fatores climéticos e genéticos, ndo se constituindo em indicativos seguros do ponto
ideal de colheita (DIAS et al., 2006).

Em espécies de crescimento indeterminado, como o tomateiro, os frutos de diferentes
estadios de maturacdo ocorrem na mesma planta, devido a continua floracéo e frutificacéo e,
portanto, ha discordancia quanto a fase ideal de colheita de frutos para obter sementes de
méxima qualidade fisiologica (VALDES; GRAY, 1998).

Desde o processo de formacdo, passando pela colheita, transporte e beneficiamento,
varias injurias sdo ocasionadas a semente que podem influenciar no seu desempenho
fisiologico (LIMA et al., 2013). Com o embrido, ocorrem mudancas complexas seguindo
padrbes especificos que variam entre as diferentes espécies (FRANQUERA, 2015; EKPONG
e SUKPRAKARN, 2008) e, portanto, um melhor entendimento das alteracBes que ocorrem
durante a maturacdo podera contribuir para a obtencdo de maior quantidade e qualidade de
sementes, visto que, a colheita no estadio ideal, além de aumentar a produtividade, minimiza
os efeitos da deterioracdo das mesmas, provocados pela permanéncia prolongada do fruto na
planta, ou pela colheita precoce, que acarreta em grande propor¢do de sementes imaturas
(VIDIGAL et al., 2009).

A producédo de sementes de alta qualidade genética, fisiologica, fisica e sanitaria ainda é
um dos principais desafios para a pesquisa e para as empresas produtoras. Varios aspectos
relacionados & producdo de sementes das espécies oleraceas devem ser melhor investigados,

dentre eles, os estudos sobre a maturacdo e época de colheita, buscando com isso o
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aprimoramento das tecnologias para a producdo de sementes hibridas (NASCIMENTO,
2015).

Deste modo, conhecer o processo de maturacéo e identificar a época ideal de colheita dos
frutos sdo aspectos importantes para se obter sementes do hibrido BRS Nagai com elevado
nivel de desempenho. Ademais, essas informacGes poderdo contribuir para o estabelecimento

de um sistema de producdo mais eficiente.

OBJETIVO GERAL

Acompanhar as mudancas ocorridas durante o desenvolvimento e determinar o
rendimento e as alteracGes fisioldgicas, bioquimicas e morfoldgicas das sementes de tomate
oriundas de frutos colhidos em diferentes estadios de maturacdo, bem como identificar o
momento adequado de realizacdo da colheita visando a obtencdo de sementes com maxima

qualidade.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a produtividade de sementes do hibrido BRS Nagai oriundas de frutos
colhidos em diferentes estadios de maturacéo;

o Avaliar a atividade respiratoria e de enzimas antioxadativas de sementes hibridas de
tomate em diferentes estadios de maturagdo;

o Estudar a relacdo entre a morfologia interna e a qualidade fisiol6gica das sementes
hibridas de tomate por meio do teste de raios-X;

o Avaliar o vigor das sementes hirbidas de tomate oriundas de frutos colhidos em
diferentes estadios de maturacdo atraves da analise computadorizada de imagens de
plantulas com o SVIS®;

o Avaliar as respotas fisiologicas de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, em

estadios de maturacdo distintos e submetidas ao condicionamento osmotico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A tecnologia de sementes tem evoluido constantemente nos Gltimos anos, impulsionada
pelos avancos obtidos de acOes de pesquisa em diferentes areas tematicas. Apesar disso,
constata-se que desde o processo de formacgdo, passando pela colheita, transporte e
beneficiamento, varias injurias sdo ocasionadas a semente que podem influenciar no seu
desempenho fisioldgico. Contudo, para identificar quais as partes da semente sdo mais
afetadas, novos testes e técnicas surgem constantemente, proporcionando cada vez mais, uma

maior exatiddo nas andlises realizadas (LIMA et al., 2013).
2.1. IMPORTANCIA DA CULTURA DO TOMATE

No Brasil, além de estar relacionado a agricultura familiar, o tomate (Solanum
lycopersicum L.) é responsavel por 21% da producdo de hortalicas (CAMARGO-FILHO;
CAMARGO, 2015), contribuindo com uma producdo anual de mais de 3 milhdes de
toneladas, gerando uma parcela significativa de empregos todos os anos (MACIEL et al.,
2012).

As sementes de hortalicas possuem alto valor comercial devido aos elevados
investimentos realizado no processo produtivo e a familia das Solanaceas destaca-se neste
mercado, representada principalmente pelo tomate, uma das hortalicas mais consumidas no
mundo (SILVA, 2012).

O tomate é uma hortalica com crescente demanda mundial, se destacando pelo valor
comercial e nutricional. O fruto € rico em vitaminas, minerais, e outros compostos tais como o
licopeno, que funciona como um importante antioxidante no organismo, conferindo
propriedades importantes no tratamento de diferentes tipos de cancer (MONTEIRO, 2008;
PINHEIRO et al., 2017).

O estado Goias € o principal polo, quando se fala de tomate para industria,
correspondendo a mais de 60% do total cultivado no Brasil. Quanto ao tomate de mesa, a
producdo é bem pulverizada, abrangendo diversas regides produtoras. Entre os estados com
maior area cultivada do fruto (tanto inddstria quanto de mesa) estdo Sao Paulo, Minas Gerais,
Goiéas e Bahia (CARVALHO et al, 2017).
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2.2. DESCRICAO DA CULTIVAR BRS NAGAI

A cultivar BRS Nagai ¢ um hibrido F1 com habito de crescimento indeterminado
indicado para cultivo estaqueado. Apresenta excelente cobertura foliar o que vem a reduzir a
incidéncia de escaldadura solar dos frutos. As plantas apresentam rapido desenvolvimento
inicial, sdo vigorosas e a primeira floragdo ocorre proximo ao nivel do solo, possuindo longo
periodo de colheita e elevada produtividade. Os frutos apresentam formato de redondo a
eliptico, sdo firmes e com coloracédo externa vermelha escura e brilhante (EMBRAPA, 2011).

Este hibrido pode ser cultivado em qualquer época e em todas as regides produtoras,
tanto em campo aberto quanto em condigdes protegidas, sendo, portanto, amplamente
adaptado as condigdes tropicais e subtropicais. As sementes do hibrido BRS Nagai
comecaram a ser efetivamente comercializadas em larga escala no biénio 2013/2014. Em
2012, o hibrido alcancou uma area de adocdo de 28 hectares. Em 2013, essa area expandiu-se
para 54,3 hectares. E no triénio 2014/2015/2016 atingiu uma area de 345,6 hectares. Em 3,5
anos de adocao plena da tecnologia foram cultivados 428 hectares. Rende em torno de 400
caixas por 1000 plantas e o valor de venda de sementes em 2014 foi equivalente a cerca de
7% do mercado de tomate do segmento saladete no Brasil (EMBRAPA, 2016).

O uso desta semente contribui para a reducdo de custos em virtude de uma menor
necessidade de aplicacBes de agrotdxicos e apresenta menor demanda por adubacéo
nitrogenada. O hibrido BRS Nagai possui tolerancia as principais espécies de Begomovirus, e
resisténcia a alguns patétipos do Tomato mosaic virus (ToMV). Possui ainda o gene Sw-5,
que confere resisténcia a diferentes espécies do complexo Orthotospovirus. Também
apresenta resisténcia aos fungos causadores da murcha-de-fusario (racas 1 e 2), murcha-de-
verticilio (raca 1) e mancha foliar de Stemphylium (EMBRAPA, 2011).

2.3. PRODUCAO DE SEMENTES HIiBRIDAS

Com a enorme demanda por produtos de melhor qualidade, uma crescente utilizacdo de
novas cultivares tem sido observada, principalmente a utilizacdo de sementes hibridas, pois,
possibilita aos produtores a obtencdo de plantas com um maior nimero de fatores de
resisténcia bem como maiores uniformidade, produtividade e qualidade. No mercado dessas
sementes, as prioridades de negocio das empresas que atuam no setor de comercializacdo de
sementes no Brasil envolvem espeécies de hortalicas que ocupam mercados ja foram e/ou estdo
sendo convertidos para o emprego de hibridos F; (NASCIMENTO, 2015).

22



Neste contexto, conhecer o processo de formacdo da semente é de grande importancia
para o estabelecimento de sistemas eficientes de producdo de sementes hibridas. Uma
polinizacdo eficiente é fundamental, pois, contribui para o0 aumento da quantidade e qualidade
das sementes. No caso do tomateiro, um dos aspectos envolvidos na tecnologia de producéo, é
0 processo de emasculagéo, que constitui a retirada dos estames de todas as flores que atuardo
como parentais femininos. Devido a essa necessidade, as sementes hibridas de tomate
costumam possuir preco elevado, pois, as etapas envolvidas na producdo requerem um
processo manual, delicado e trabalhoso, podendo representar 40% do custo total (MARCQOS-
FILHO, 2015).

2.4. MATURACAO E DESENVOLVIMENTO DAS SEMENTES

O processo de maturacdo tem inicio com a fertilizagdo, que consiste na unido do gameta
masculino, liberado pelo pdlen, com o gameta feminino que estd localizado no 6vulo. O
ovulo, uma vez fecundado, se desenvolverd e originara a semente que, na maioria das
espécies, esta contida no interior do fruto. O processo de fertilizacdo desencadeia uma série de
transformac6es morfoldgicas e fisiologicas, principalmente aquelas envolvidas na aquisicdo
do potencial germinativo. Os compostos formados nas folhas pela fotossintese séo
transportados e encaminhados para as areas de crescimento e armazenagem da planta,
incluindo as sementes em formacdo, onde sdo metabolizados para a formacdo de novas
celulas e tecidos que constituirdo no futuro material de reserva (TAIZ; ZEIGER,2013).

Os estudos sobre desenvolvimento e maturacéo de sementes, visando estabelecer o ponto
de méximo vigor e a época mais adequada a colheita, sdo considerados de fundamental
importancia no campo da tecnologia de sementes (BARBEDO et al., 1994). O
desenvolvimento é caracterizado por uma série de alteracdes, controladas geneticamente, de
natureza fisica, morfoldgica, fisiolégica e bioquimica iniciadas a partir da fecundacdo
(BERGER et al., 2008; HEHENBERGER et al., 2012) levando a formacdo do embrido, do
endosperma e do tegumento, no caso das sementes das angiospermas (KESAVAN et al.,
2013).

Na maioria das espécies vegetais, 0 desenvolvimento das sementes pode ser dividido em
trés fases distintas. A primeira fase é caracterizada pela divisdo celular e pelo aumento rapido
na massa da semente e no conteldo de agua. Nessa fase, a agua representa maior parte da
massa da semente. Durante essa fase, a histodiferenciacdo e a morfogénese das sementes

acontecem a medida que o zigoto unicelular inicia uma extensiva série de divisdes mitoticas
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(YEDEGARI; GOLDBERG, 1997). O aumento de massa ocorre devido a sintese e deposi¢do
de reservas, tais como carboidratos, lipidios e proteinas. Esses processos ocorrem em
organelas especificas que podem estar presentes no embrido e/ou nos tecidos de reserva, tais
como endosperma ou perisperma (BEWLEY et al., 2013).

A anédlise de sementes é 0 exame de uma amostra com a finalidade de estabelecer a
qualidade de um determinado lote, sendo definidas por parametros genéticos, fisicos,
fisioldgicos e sanitarios (LOPES; NASCIMENTO, 2009). A avaliacdo do componente
fisiolégico normalmente é realizada por meio do teste de germinacdo, que apresenta
limitacOes por ser realizado sob condigdes controladas, podendo fornecer resultados que
superestimam o potencial das sementes a medida que as condi¢cbes ambientais desviam das
mais adequadas para o estabelecimento das plantulas ou para o armazenamento das sementes
(SCHUCH et al., 2013).

O processo de maturacdo compreende um conjunto de eventos sucessivos relacionados as
alteracbes morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas, sendo caracterizado pela sintese e
acumulo de reservas (MARCOS-FILHO, 2015). Esses eventos ocorrem a partir da fecundacéo
do 6vulo e prosseguem até o momento em que as sementes se desligam da planta, ou seja,
atingem a maturidade fisiolégica (DELOUCHE, 1971). O termo maturidade fisioldgica tem
sido defino como o ponto méaximo da qualidade da semente (ELLIS; PIETA FILHO, 1992) e
tem sido identificada por meio de diferentes caracteristicas, como coloracdo do fruto
(VALDES; GRAY, 1998) teor de agua e acimulo maximo de matéria seca coincidindo com o
momento que as sementes apresentam maxima qualidade fisioldgica, isto €, maximo valor de
germinacao e vigor (POPINIGIS, 1985; BORBA et al., 1995; CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). No entanto, alguns desses parametros nem
sempre podem ser acompanhados no campo e a fixacdo de periodos de ocorréncia de
maturidade fisiologica, em funcdo de eventos como semeadura, emergéncia das plantulas e
florescimento, pode apresentar diferencas para uma mesma espécie e cultivar, em funcéo das
condicdes ambientais. Portanto, torna-se interessante conhecer outros parametros que
permitam detectar a maturidade fisiol6gica, correlacionando-a com caracteristicas
morfoldgicas da planta, frutos e sementes (DIAS et al., 2006).

A maturidade fisiologica da semente € um dos principais fatores que determinam a
qualidade final do lote produzido. A qualidade constitui-se em um pré-requisito para uma

germinacdo e emergéncia satisfatorias das plantulas. Varios estudos mostram que a obtencéo
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da maxima qualidade das sementes durante seu desenvolvimento varia entre as espécies de
plantas (DEMIR; ELLIS, 1995).

A partir do momento da antese, 0 conhecimento do processo de maturacéo de sementes é
fundamental, quando se procura obter um material de melhor qualidade e esse estudo sempre
deve ser considerado nos programas de producdo de sementes, seja para melhoramento,
conservacao ou producdo de mudas (IOSSI et al., 2007). Algumas espécies apresentam, na
mesma planta, frutos em diferentes estadios de maturacdo, pois tém florescimento e
frutificagdo continuos, assim como acontece com o0 tomate. Para essas espécies, a
determinacdo do ponto ideal de colheita é dificultada, pois a maturidade fisioldgica dos frutos
e sementes ocorre de maneira dessincronizada (MIRANDA et al.,1992).

No inicio da formacdo da semente, o grau de umidade é elevado. Posteriormente, inicia-
se uma lenta diminuicdo dessa porcentagem até que atinja 0 maximo acimulo de matéria seca
(GRESTA et al., 2007). Este alto teor de 4gua nos estadios iniciais de formagdo das sementes
€ necessario para que ocorram a translocacao e a deposicdo do material fotossintetizado nos
tecidos de reserva (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O reconhecimento pratico da maturidade fisioldgica tem grande importancia, pois
caracteriza 0 momento em que a semente deixa de receber nutrientes da planta. J& a
determinacdo adequada do ponto de colheita dos frutos para a obtencdo de sementes torna-se
importante para evitar prejuizos ocasionados por um atraso ou antecipagdo da mesma. Quando
as sementes sdo colhidas precocemente, 0 processo da maturacdo € interrompido e a sua
qualidade fisioldgica é prejudicada (CASTRO; GODOY; CARDOSO, 2008).

Para hortalicas de frutos carnosos, como 0 tomate, a maturidade das sementes,
geralmente, coincide com o inicio da mudanca de coloracdo dos frutos, quando apresenta cor
vermelha ou amarela, dependendo da cultivar. Todavia, pode-se verificar, por resultados de
pesquisas, que, mesmo antes da completa maturacdo dos frutos, ou seja, antes de sua completa
mudanca de coloracdo, as sementes ja atingiram a maturidade fisiolégica (ZANIN, 1990;
VALDES; GRAY, 1998).

2.5. ESTUDOS BIOQUIMICOS DURANTE O DESENVOLVIMENTO

Enzimas antioxidantes sdo importantes na qualidade das sementes, principalmente na
fase final do desenvolvimento, pois 0s processos oxidativos tendem a aumentar durante a
perda de agua (OLIVER; BEWLEY, 1997). Neste contexto, esses sistemas tém a funcdo de

impedir/reduzir o acimulo de substancias toxicas geradas por processos oxidativos. Dentre
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essas enzimas, destacam-se as que estdo envolvidas nos processos respiratérios, como a
malato desidrogenase (MDH) e a &lcool desidrogenase (ADH) e as removedoras de radicais
livres, como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (PUNTARULO et al., 1991;
CAKMAK et al., 1993).

Os eventos que compreendem o processo de deterioracdo das sementes podem propiciar
a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical superéxido
(0,)), o radical hidroxila (OH"), o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o oxigénio singleto (*02),
sendo que o0 excesso de producdo desses grupos funcionais é limitante para o crescimento e
desenvolvimento vegetal (CARVALHO et al. 2009; FORMAN et al. 2010). No entanto, as
plantas contam com um sistema enzimatico antioxidante de defesa primaria capaz de eliminar
as EROs, a exemplo das enzimas superdxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do
O, em H,0, e O,, ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) que podem converter a
molécula de H,O, em H,O e O, (GILL; TUTEJA, 2010). O equilibrio entre a producédo
excessiva de EROs e a capacidade de acionar o sistema de defesa antioxidante, refletirdo na
capacidade dessas plantulas em superar os danos causados pela eventual maturacdo precoce
ou pelo armazenamento inadequado das sementes (BORBA et al., 2014).

A enzima superoxido dismutase, presente no citoplasma celular e na matriz mitocondrial,
atua, inicialmente, catalizando a reacdo de dismutacdo de radicais superoxidos livres (O)
para oxigénio molecular (O;) e peroxido de hidrogénio (H.O;). O peroxido de oxigénio
gerado (que também ¢é tdxico para as sementes) & decomposto pela catalase, cujas
subunidades sdo formadas no citoplasma, sendo a sintese completada no peroxissomo
(McDONALD, 1999). A CAT é enzima intracelular, encontrada no glioxissoma nos vegetais,
com capacidade de transformar formas reativas de oxigénio em formas inofensivas
(LEHNINGER, 2006).

Nas fases iniciais de desenvolvimento, as sementes ndo sdo capazes de tolerar a
dessecacdo. A aquisicdo dessa tolerancia estd relacionada aos mecanismos protetores de
sintese de agUcares soluveis e a sinteses de proteinas do tipo Late Embryogenesis Abundant
(LEAS), que se instalam antes ou durante a fase de desidratacdo das sementes (HOEKSTRA
etal., 2001).

O processo de germinagdo de uma semente inicia-se com a embebicédo de agua, seguida
pelo desencadeamento de uma série de alteracbes metabdlicas representadas pela hidrélise de
compostos armazenados na semente (TAIZ; ZEIGER, 2013) e consequentemente
intensificacdo da respiragdo (MARCOS-FILHO, 2015). Com o inicio da hidratagcdo, a
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transcricdo e traducdo de genes sdo retomadas em sementes ortodoxas, culminando na
ativacdo catabdlica de enzimas. Todos esses processos fisioldgicos exigem o consumo de
energia gerada pela respiracdo aerobica e anaerébica (DRANSKI, et al., 2013).

A respiracdo é a oxidacdo completa de compostos de carbono a CO; e &gua, através de
uma serie de reagBes, usando oxigénio como aceptor final de elétrons. Sucintamente, é a
oxidacdo de compostos organicos para a producdo de energia e compostos secundarios. A
energia € liberada e conservada na forma de adenosina trifosfato (ATP), composto que pode
ser prontamente utilizado para a manutencdo e o desenvolvimento da planta ou da semente
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

A primeira atividade metabdlica das sementes, logo apos a reidratacdo, € a respiracdo. De
quase nula, ela passa a valores elevados em relativamente pouco tempo, dependendo da
espécie. A atividade e integridade das mitocéndrias de embrides viaveis aumentam a partir do
inicio da embebicdo, tornando mais eficiente a producdo de ATP, refletindo a elevacdo do
consumo de oxigénio e por consequéncia maior liberagdo de CO, (BEWLEY; BLACK,
1994).

A medicdo da atividade respiratoria de sementes em condi¢des de laboratério € uma
técnica utilizada na determinacédo do vigor pela alta relacdo com a qualidade de semente. Esse
procedimento pode se tornar uma importante ferramenta de auxilio a tomada de decisdes
sobre a qualidade de um lote de sementes (MENDES et al., 2009).

Os métodos mais utilizados, baseados em trocas gasosas, sdo o respirdmetro de Warburg
e o eletrodo de Clark, que consistem na medi¢cdo manométrica do O, consumido, € 0
analisador de gas infravermelho (IRGA); os métodos fisico-quimicos que se baseiam na
retencdo de CO, em uma base e em sua determinacdo por titulometria (CRISPIN et al., 1994),
colorimetria (DRANSKI, et al., 2013) ou condutivimetria (MAESTRI; ALVIM; SILVA,
1998) e pela determinacdo do CO, liberado pelo processo respiratério através da
cromatografia em fase gasosa (MENDES et al., 2009; BUCKLEY; HUANG, 2011).

As mitocondrias sdo conhecidas por serem o0s principais locais de deterioracdo das
sementes, reduzindo a capacidade de geracdo de energia pela via aerobica, proporcionando
maior participacdo na geragdo de energia pela via anaerobia (BEWLEY; BLACK 1994).
Portanto, a quantificacdo da concentracdo de CO, resultante da respiragdo pode ser um
indicativo de vigor porque as sementes com maior potencial fisiologico sdo capazes de

minimizar a deterioracdo das membranas celulares e, consequentemente, a eficiéncia na
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oxidacdo dos aglcares é maior, gerando mais CO, em compara¢do com as sementes com
menos vigor (BUCKLEY; HUANG, 2011).

As sementes secas em contato com a agua iniciam a embebicdo, aumentando a atividade
respiratoria e produzindo ATP (FERREIRA; BORGHETT]I, 2004), sendo assim, a quantidade
de CO; liberado das sementes é medido e entdo associado quanto ao vigor. Dessa forma, altas
taxas de respiracdo estdo relacionadas as sementes vigorosas, devido & grande quantidade de
carboidratos e lipideos armazenados em suas células, enquanto que as menos vigorosas tém
atividade respiratoria reduzida, devido ao processo de deterioracdo natural, responsavel pela
oxidacgéo de suas reservas (MARCOS-FILHO, 2015).

Martins et al. (2014) avaliou a separacdo de lotes de sementes por sua atividade
respiratoria e concluiu que era um método eficiente para a estratificar lotes de sementes de
soja de diferentes niveis de vigor. Resultados semelhantes também foram relatados para
sementes de algoddo (VENSKE et al., 2014). Além disso, como mostrado em um estudo de
Marini et al. (2013), a atividade respiratoria é indicativa da reducdo da qualidade e pode ser

usada para identificar fatores relacionados a deterioracdo das sementes.
2.6. METODOS ALTERNATIVOS PARA AVALIACAO DO VIGOR

O potencial fisioldgico compreende o conjunto de aptidées que permite estimar a
capacidade tedrica de um lote de sementes em manifestar adequadamente suas funcdes vitais
apos a semeadura. Desta maneira, as informacdes sobre a germinacdo e o vigor, obtidas em
laboratério, devem permitir a comparacao entre lotes de sementes e avaliar a probabilidade de
sucesso com sua aquisicdo e utilizacdo. Apds a semeadura, constata-se até que ponto se
manifestou o potencial identificado em laboratério e a eficiéncia dos métodos usados para
avalia-lo (MARCOS-FILHO, 2011).

O teste de germinacdo € um dos mais utilizados para a determinacdo da qualidade
fisiolégica de lotes de sementes, no entanto, este teste isoladamente ndo é eficiente para
identificar diferencas do potencial das sementes em campo, sendo necesséria a
complementacdo com resultados obtidos pelos testes de vigor (COIMBRA et al.,2009).

Esses testes tém sido cada vez mais utilizados pela industria de sementes visando a
determinacio da qualidade fisioldgica (ALVES; SA, 2009), permitindo estimar o potencial
das sementes com a determinacdo de diferencgas significativas entre lotes, geralmente, nédo
detectadas pelo teste de germinacdo (ISTA, 2012). Por isso, a busca de novos métodos para
avaliar a qualidade fisiologica das sementes, é constante, desde que seja um teste rapido, de
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facil execucdo, baixo custo e reprodutibilidade (OLIVEIRA et al., 2014; MARCOS-FILHO,
2015).

2.6.1. Analise de raios-X

A utilizacdo da radiografia de baixa energia para avaliacdo da qualidade fisica das
sementes é indicado pela ISTA (2004), que o considera um método rapido e ndo destrutivo,
prescrevendo-o com a finalidade béasica de detectar e analisar as estruturas internas das
sementes, permitindo assim, a visualizacdo de sementes cheias, vazias, mal formadas, com
danos mecanicos ou que tenham sofrido algum dano de insetos e fungos, e em alguns casos,
possibilitando a deteccdo de anormalidades no embrido, além do seu estaddio de
desenvolvimento (SIMAK; GUSTAFSSON, 1953). Nessa circunstancia, sementes da amostra
destinada ao teste de germinacdo sdo previamente radiografadas e classificadas, de acordo
com o perfil morfolégico visualizado (NUNES et al., 2014).

O teste de raios-X consiste na exposicao da estrutura interna das sementes a uma fonte de
baixa energia de raios-X e a um filme fotossensivel. Ao atravessarem as sementes e atingirem
o filme, os raios permitem a formacdo de uma imagem latente, caracterizada por diferentes
graus de sombras e luz. O principio da técnica é definido pela absorcdo de raios-X em
diferentes quantidades pelos tecidos das sementes, em funcdo de sua estrutura, composicao e
densidade, além do tempo de exposi¢do a radiacdo (ISTA, 2004).

Apesar de ser um teste potencialmente nocivo as sementes, a baixa dose absorvida
durante a analise ndo induz nenhum tipo de mutacGes genéticas e ndo afeta a germinacéo
(SIMAK; GUSTAFSSON, 1953). Desta forma, ap0s a disposicdo das sementes sobre o filme
e subsequentemente a radiacdo, formam-se imagens claras nas regides mais densas, as quais
0s raios-X ndo atravessaram, e imagens escuras nas regides menos densas (ISTA, 2004). Cada
equipamento de raios-X requer diferentes regulagens de tempo de exposicdo e voltagens para
gerar melhor imagem (BRASIL, 2009). Carvalho et al. (2009) observaram que a exposicao de
sementes de abobora a radiacdo ndo afetou a qualidade fisiolégica mesmo apds seu
armazenamento durante um ano, sob condigdes controladas.

A grande maioria das pesquisas realizadas com raios-X em sementes no Brasil envolvem
estudos de morfologia interna e sua relacdo com o potencial fisiologico de sementes de
diversas espécies (CICERO, 2010). Esta técnica tem permitido relacionar a morfologia de
sementes com a germinacdo ou morfologia das plantulas de diversas especies agricolas e
florestais (CARVALHO et al.,, 2010; GAGLIARDI; MARCOS-FILHO, 2011), identificar

injarias por umidade e por percevejo em sementes de soja (PINTO et al., 2009) estudar a
29



maturagdo em sementes de abobora (SILVA et al.,, 2014) e de injarias mecénicas em
sementes de milho (CICERO; BANZATTO JUNIOR, 2003).

Por isso, a possibilidade de utilizacdo da técnica de analise de imagens, para avaliar a
qualidade de sementes tem se mostrado promissora, sendo um método preciso, em que a
semente pode ser examinada individualmente em imagens ampliadas e capaz de indicar, com
detalhes, a area danificada sua localizacdo e a extensdo dos danos (FORTI et al., 2008).

Um dos métodos iniciais propostos para a avaliacdo da morfologia interna de sementes
foi baseado na mensuracdo computadorizada das areas correspondentes as partes internas de
sementes de tomate. O procedimento para a identificagdo de variagbes morfoldgicas entre
sementes durante a embebicdo e o condicionamento fisioldgico foi a determinacdo do espaco
livre, que, segundo Liu et al., (1993), corresponde a area vazia entre 0 embrido e o
endosperma. Esses autores verificaram que o espaco livre se desenvolveu apos a desidratacdo

das sementes.
2.6.2. Andlise de imagens com o Software ImageJ

O ImageJ é um software de analise e processamento de imagens, com codigo-fonte livre
(DIAS, 2008) e desenvolvido no National Institutes of Health (BARBOSA et al., 2016). Nas
pesquisas sobre analise de imagens de sementes os principais softwares apresentados na
literatura sdo o Tomato Analyzer® (MARCOS-FILHO et al., 2010) e o Image ProPlus®
(DELL’AQUILA, 2007; SILVA et al., 2012), sendo que o primeiro ¢ mais indicado para
sementes que ndo possuem endosperma (MARCOS-FILHO et al., 2010).

No entanto, Silva et al. (2013) verificaram que, o uso do ImageJ possibilitou a
mensuracao das areas livres internas das sementes de goiabeira serrana (Acca sellowiana O.
(Berg) Burret), permitindo a separacdo das sementes em diferentes categorias, auxiliando no
estudo da relacdo entre a morfologia interna e a germinacéo, considerando este software como
mais uma alternativa para pesquisas nesta linha de estudo.

Este software também tem sido utilizado para avaliar defeitos superficiais em frutos,
como o tomate, permitindo a identificacdo de defeitos superficiais (SILVA, 2015).

A figura 1 apresenta uma matriz sindptica das principais caracteristicas do software

ImageJ para analise e processamento de imagens.
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Caracteristica Software ImageJ

Linguagem em que foi desenvolvida o Java

Requerimentos do sistema o Windows 95 ou mais recente, Mac
0OS, Mac OS X e Linux;

o 64 MB de memdria RAM, no minimo,
embora o recomendavel seja 256 MB;

Extensbes Suportadas o TIF/TIFF (Tagged Image Format )

o BMP (Windows Bitmap) JPG/IPEG
(Joint Photographic Engineers
Group);

o PGM (Portable Grey Map);

o DICOM (Digital Imaging and
Communications in Medicine);

o FITS (Flexible Image Transport
System);

o NIH (Macintosh Image Format).

Figura 1. Matriz sintese das principais caracteristicas do software para analise e
processamento de imagens, ImageJ.
Fonte: Adapatado de Dias, 2008. http://urlib.net/sid.inpe.br/mtc-m17@80/2008/04.30.20.23

2.6.3. Seed Vigor Imaging System (SVIS®)

Para auxiliar na obtencdo de informacdes a respeito do potencial de desempenho de lotes
de sementes em condicdes variadas de ambiente, surgiram os testes de vigor (ROCHA;
SILVA,; CICERO, 2015). Segundo Tekrony (2003), vigor de sementes € uma caracteristica
complexa, comparada a germinacgdo, e proporciona informacgdo adicional para auxiliar na
diferenciacdo de lotes de sementes com niveis aceitaveis de germinagéo.

Os testes de vigor sdo mais sensiveis para identificar estdgios menos avancados de
deterioracdo das sementes, podendo facilitar a tomada de decisGes sobre o destino dos lotes.
No entanto, entre as limitagdes dos testes de vigor estdo o0 tempo necessario para execucgdo e a
subjetividade na sua avaliacdo (PINTO et al., 2015), pois, esses testes sdo geralmente
baseados em determinacdes de velocidade e uniformidade do crescimento de plantulas ou
medicdo manual de suas partes (SILVA; CICERO, 2014).

A determinacdo da taxa e a uniformidade do crescimento de plantulas é um dos métodos
mais importantes para avaliar o vigor da semente (HOFFMASTER et al., 2003). De acordo
com Dan et al. (1987), as sementes mais vigorosas produzem plantulas com maior taxa de
crescimento, uma vez que possuem maior capacidade de transformacao, fornecem as reservas
de armazenamento e incorporam-nas para o crescimento do eixo embrionario.

Varios testes sdo utilizados rotineiramente para a avaliacdo do vigor, destacando-se o0s de

envelhecimento acelerado, tetrazélio, condutividade elétrica, crescimento e classificacdo do
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vigor de plantulas. Entretanto, nos Gltimos anos, a pesquisa em tecnologia de sementes tem
priorizado procedimentos computadorizados para a avaliacdo do vigor de sementes (WENDT
et al., 2017), pois, ao automatizar essas tarefas através do uso de software de processamento
de imagem, sdo descartadas pelo menos duas limitagdes humanas como, a variacdo dos
resultados de um laboratdrio para outro devido a natureza da matéria e o tempo excessivo para
adquirir resultados (HOFFMASTER et al., 2003; SILVA; CICERO, 2014).

A viabilidade do uso de analise de imagem computadorizada foi demonstrada pela
primeira vez por McCormac et al. (1990) que determinaram o comprimento médio das raizes
primarias das mudas de tomate, alface e couve-flor, evidenciando que o teste oferece a
perspectiva de previsdes mais precisas e menos dispendiosas sobre vigor das sementes
(BAALBAKI et al., 2009).

Com o objetivo de obter informagdes sobre o vigor de forma rapida e consistente, 0 uso
de imagens digitais de plantulas tem se tornado uma das principais alternativas (GOMES
JUNIOR et al., 2014). Sako et al. (2001) propuseram essa ferramenta com base na analise
automatizada das imagens digitais de plantulas de alface, medindo a taxa e uniformidade do
crescimento das plantulas e criando um software chamado Seed Vigor Imaging System
(SVIS®).

Varios trabalhos de pesquisa utilizando a analise computadorizada de imagens através do
SVIS® relatam sua eficiéncia na avaliacdo do vigor em diferentes espécies, como, meldo
(MARCOS-FILHO et al., 2006), canola (TOHIDLOO; KRUSE, 2009), pepino (CHIQUITO,
et al., 2012), tomate (SILVA; CICERO, 2014), brdcolis (ABUD et al., 2017) e soja
(MARCOS-FILHO et al., 2009; WENDT et al., 2017).

No estudo de maturacdo de sementes, Silva et al. (2017) verificaram que a anéalise
computadorizada de imagens, através do SVIS® foi eficiente para detectar diferencas no vigor

das sementes oriundas de frutos de abdbora colhidos em diferentes épocas.
2.7. CONDICIONAMENTO OSMOTICO E QUALIDADE DAS SEMENTES

O condicionamento osmatico ou priming € uma tecnica, que envolve o controle da
hidratacdo das sementes, suficiente para permitir 0s processos preparatdrios essenciais a
germinacdo, entretanto, insuficiente para a ocorréncia da protrusdo radicular (MARCOS-
FILHO, 2005, BRADFORD, 1986) favorecendo o incremento das atividades enzimaticas e
metabolicas, as quais podem estar relacionadas com o revigoramento das sementes, inclusive

daquelas imaturas.

32



A técnica do condicionamento osmético baseia-se na embebicdo de sementes em uma
solucdo osmotica, que fornecem diferentes potenciais osmoticos, possibilitando que a semente
se hidrate lentamente, permitindo, dessa forma, maior tempo para a reparagdo ou a
reorganizacdo das membranas, tornando possivel que os tecidos se desenvolvam de maneira
mais ordenada e reduzindo os riscos da ocorréncia de danos no eixo embrionario, causados
pela rapida absorcdo de 4gua (SANTOS; MENEZES, 2000).

Um aspecto que afeta a resposta do condicionamento é a qualidade da semente. Tem sido
sugerido o uso de sementes de alto vigor como pré-requisito para se obter um bom resultado.
Entretanto, o condicionamento osmético tem melhorado o desempenho de lotes de baixa
qualidade. Algumas pesquisas relatam que sementes mais vigorosas mostram-se menos
sensiveis ao condicionamento, enquanto sementes de médio vigor manifestam resposta de
maneira mais evidente. Pertel et al. (2001) e Dias et al. (2006) verificaram que o tratamento
néo foi efetivo em lotes de baixo e alto vigor, entretanto, promoveu melhoria da qualidade de
sementes de médio vigor. Nascimento (2004) relata que o tratamento depende também da
maturidade fisioldgica das sementes, e que em algumas espécies, as sementes mais imaturas

terdo maior resposta do tratamento.
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CAPITULO |

RENDIMENTO E QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES HIBRIDAS DE
TOMATE EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO
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RESUMO

O trabalho de pesquisa foi desenvolvido inicialmente no campo experimental da Embrapa
Hortalicas com a producdo de sementes hibridas da cultivar BRS Nagai durante o periodo de
fevereiro a junho de 2016. Os parentais foram cultivados em vasos mantidos em ambiente
protegido seguindo as recomendacGes usuais para tomate tutorado. No momento do
florescimento, antes da antese, 0s botdes florais do parental feminino foram emasculados, e a
polinizacdo realizada imediatamente, sendo devidamente contabilizadas e identificadas com
etiquetas contendo a data de realizagdo do cruzamento. Aos 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias apds a
polinizacdo (DAP) foram colhidos aproximadamente 60 frutos, pesados, e posteriormente
tendo as sementes extraidas por processo manual e colocadas para fermentar por um periodo
de 48 horas. Decorrido este tempo as sementes foram lavadas, secas a temperatura ambiente
por aproximadamente 24 horas e, posteriormente, transferidas para uma camara com
ventilacdo a 32°C por mais 24 horas. Apds a secagem, as mesmas foram acondicionadas em
embalagens de aluminio e armazenadas em camara fria a 7°C até o momento da realizacéo
dos testes. Ressalta-se que quantidades suficientes de sementes foram retiradas e avaliadas
quanto ao teor de agua e matéria seca logo ap6s a lavagem, sendo secas somente
superficialmente com auxilio de papel toalha. No laboratério de sementes foram determinados
os valores do peso de mil sementes, rendimento, nimero de sementes por fruto, teor de agua,
massa seca, além dos testes de germinacdo, primeira contagem de germinacdo, IVG,
envelhecimento acelerado e emergéncia de plantulas. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, exceto para a emergéncia que foi em blocos ao acaso. Os dados
foram submetidos a anélise de variancia e posteriormente regressdo. Em média 78% das flores
polinizadas desenvolveram-se em frutos. Sementes colhidas aos 80 DAP foram descartadas,
pois, ocorreu viviparidade. As sementes colhidas nos primeiros estadios (30 e 40 DAP)
apresentaram baixo rendimento e baixo numero de sementes por fruto. A germinagdo foi nula
para aquelas colhidas aos 30 DAP. No entanto, sementes colhidas aos 40 DAP, apesar de
germinarem, apresentou baixa capacidade de germinagdo e vigor. Os melhores valores de
germinacdo e vigor foram obtidos para sementes colhidas aos 60 e 70. O maior percentual de
germinacdo ocorreu trés dias apés, praticamente coincidindo, com o maximo contetdo de
matéria seca. Sementes colhidas aos 50 DAP apresentaram vigor intermediario, em
decorréncia da colheita precoce. Os frutos colhidos nesta época apresentavam pericarpo de
coloracdo transitoria do verde para o vermelho, e, portanto, com intuito de melhorar os
processos de colheita, é possivel que os frutos colhidos nesta época tenham suas sementes
extraidas somente apdés a mudanca total da cor do fruto para o vermelho. Os maiores
rendimentos de sementes sdo obtidos quando os frutos séo colhidos a partir de 60 DAP néo
devendo ultrapassar 70 DAP. Sementes do hibrido BRS Nagai apresentam melhor qualidade
fisiologica quando os frutos sdo colhidos logo ap6s apresentarem pericarpo completamente
vermelho e firme. A maxima germinacao e vigor das sementes ocorreram poucos dias apds as
sementes atingirem o maior contetdo de materia seca.

Palavras-chave: BRS Nagai, maturidade fisioldgica, producdo de sementes.
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ABSTRACT

The research was initially carried out in the experimental field of Embrapa Vegetable Crops
with the production of hybrid seeds of the cultivar BRS Nagai (from February to June, 2016).
The parental inbred lines were cultivated in pots kept under plastic house conditions,
following the standard recommendations for fresh market tomato. At the flowering time,
(before the anthesis) the floral buds of the female parent were emasculated, and the
pollination was performed immediately after this procedure. Pollinated flowers were properly
counted and identified with labels indicating the pollination date. At 30, 40, 50, 60, 70 and 80
days after pollination (DAP), approximately 60 fruits were harvested, and the seeds were
harvested by hand and allowed to a standard fermentation process for 48 hours. After this
time the seeds were washed, dried at room temperature for 24 hours and then transferred to a
chamber with ventilation at 32 °C for 24 hours. After drying, they were packed in aluminum
containers and stored in a cold room at 7°C until analyses. Enough quantities of seeds were
removed and evaluated for water and dry matter content immediately after washing and were
superficially dried with the aid of paper towel. In the seed laboratory, the following values
were determined: one thousand seed mass, yield, number of seeds per fruit, water content, dry
mass, germination, first germination, germination rate index (GR), accelerated aging, and
seedling emergence. The experiment was carried out using a completely randomized design,
except for the emergency that was done using a randomized block design. The results were
submitted to analysis of variance and regression. On average 78% of the pollinated flowers
developed in fruits. Seeds harvested at 80 DAP were not included in the analyses due to the
presence of viviparity. The seeds harvested in the first stages (30 and 40 DAP) displayed low
yield and reduced number of seeds per fruit. The germination was zero for those harvested at
30 DAP. However, seeds harvested at 40 DAP, despite germinating, presented low
germination capacity and vigor. The best germination and vigor values were observed in
seeds harvested at 60 and 70 DAP. The highest percentage of germination occurred three days
after, practically coinciding with the maximum dry matter content. Seeds harvested at 50 DAP
showed intermediate vigor, as a result of early harvesting. The fruits harvested at that time
had a transient coloring of the green to red. Therefore, in order to improve the harvesting
processes, it is indicated that the fruits harvested at 50 DAP should have their seeds extracted
only after the total fruit color change to red. The highest seed yields were observed in fruits
harvested after 60 DAP and should not exceed 70 DAP. Seeds of the hybrid BRS Nagai
present better physiological quality when the fruits are harvested with completely red and firm
pericarp. The maximum seed germination and vigor was observed a few days after the seeds
reached out the highest dry matter content.

Key words: BRS Nagai, physiological maturity, seed production.
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1.1. INTRODUCAO

A obtencdo de sementes de alta qualidade fisiolégica em hortalicas de frutos carnosos
estd, geralmente, relacionada ao estadio de maturacdo em que se apresenta o fruto. No
entanto, muitas vezes, somente o aspecto externo de coloracdo ndo é suficiente para
determinar a maturidade fisioldgica das sementes por ocasido da colheita. Deste modo, a
determinacdo da maturidade € um dos aspectos mais importantes na producdo de sementes e
conhecer o processo de desenvolvimento e maturacdo objetiva ndo somente definir o
momento ideal de colheita, como também o estadio de maxima qualidade das sementes que
pode variar em funcdo da espécie e das condi¢des do ambiente (SOUZA et al., 2011).

A exigéncia do mercado por sementes de alta qualidade leva as empresas a darem énfase
e prioridade a producdo de sementes com boas caracteristicas fisicas, fisiolégicas, genéticas, e
sanitarias, além de destinarem grandes investimentos para as pesquisas nessa area
(NASCIMENTO, 2004), pois, a utilizagdo de sementes de qualidade comprovada traz
vantagens econémicas, sociais e ambientais para os produtores e consumidores (JUSTINO et
al., 2015).

Os principais parametros utilizados na identificacdo da maturidade fisiolégica das
sementes em populacdes de plantas, bem como, o ponto ideal para a colheita, tém sido a idade
e a coloracdo dos frutos. Essa alteracdo de coloracdo pode ser um indicativo do ponto de
maturidade fisioldgica das sementes, onde, geralmente, sdo observados niveis maximos de
germinacdo e vigor e minimos de deterioracdo (NASCIMENTO et al., 2006). Portanto, o
reconhecimento pratico da maturidade fisiologica geralmente ¢ estratégico para a definicdo do
momento ideal de colheita, contribuindo para a producdo de sementes de alta qualidade.

As sementes podem apresentar a maxima qualidade fisioldgica poucos dias antes ou
depois do maior acimulo de matéria seca, sendo discordante entre as espécies, de modo que, a
partir da maturidade fisiol6gica, ocorre aumento da respiracdo e do consumo de reservas
acumuladas, e a qualidade comeca a ser perdida devido ao processo de deterioracdo
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Portanto, para a definicdo tanto do ponto de colheita
quanto da maturidade fisiologica das sementes faz-se necessario o acompanhamento das
modificagOes ocorridas durante o seu desenvolvimento atraves da avaliagdo de caracteristicas
fisicas e fisiologicas.

Partindo desses pressupostos objetivou-se com este trabalho avaliar as altera¢Ges fisicas e
fisiologicas durante a maturacdo bem como determinar o rendimento e a qualidade das

sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, nos diferentes estadios de desenvolvimento do fruto.
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1.2. MATERIAL E METODOS

O trabalho de pesquisa foi desenvolvido inicialmente no campo experimental da
Embrapa Hortalicas localizada na Rodovia BR-060, Km 09, Fazenda Tamandud, Brasilia-DF,

onde ocorreu a producgdo das sementes do hibrido BRS Nagai.
1.2.1. Producéo das sementes

As sementes foram produzidas durante o periodo de fevereiro a junho de 2016. Os
parentais foram cultivados em vasos mantidos em ambiente protegido seguindo as
recomendacgdes usuais para tomate tutorado (MELO et al., 2014) atraves de fitilho fixado no
pé da planta. Salienta-se que a semeadura do progenitor masculino ocorreu 10 dias antes da
semeadura do progenitor feminino, de modo a sincronizar a coleta de pélen com o periodo em
gue os estigmas estariam aptos para a polinizacdo (figura 1 A). Apds a semeadura e obtencéo
das mudas em viveiro, estas foram transplantadas, aos 30 dias de idade, para o local

definitivo.

Figura 1. Vista da area experimental mostrando as diferencas de desenvolvimento do parental
feminino a esquerda e masculino a direita (A); p6len sendo coletado com vibrador elétrico
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(B); polinizagdo da flor apds emasculacéo (C) e; fruto desenvolvido devidamente identificado
com a data da polinizacéo (D). Brasilia-DF.

No momento do florescimento, os botdes florais de plantas do parental feminino foram
emasculados manualmente, antes da antese e o pdlen das flores de plantas do parental
masculino foi coletado por meio de um vibrador artesanal elétrico (figura 1B). A polinizacdo
foi realizada diariamente sendo devidamente contabilizadas e identificadas com etiquetas
contendo a data de realizacdo do cruzamento (figura 1 C e D). Flores ndo polinizadas foram
eliminadas para evitar autofecundacdo e competicdo por nutrientes. Ndo houve selecdo de
posicdo dos racimos, mas tentou-se padronizar a polinizacdo de flores do segundo ao quarto.
Aos 30 dias apds a polinizacdo, foram feitas as contagens de frutos pegos.

Aos 30, 40, 50, 60, 70 e 80 dias apds a polinizacdo (DAP) foram colhidos
aproximadamente 60 frutos, pesados, e posteriormente tendo as sementes extraidas por
processo manual e colocadas para fermentar por um periodo de 48 horas. Decorrido este
tempo as sementes foram lavadas em agua corrente, secas a temperatura ambiente por
aproximadamente 24 h e, posteriormente, transferidas para uma camara com ventilagcdo a
32°C por mais 24 h. Apds a secagem, as mesmas foram acondicionadas em embalagens de
aluminio, seladas e armazenadas em cadmara fria a 7°C para realizacdo dos testes a posteriori.

As sementes foram avaliadas inicialmente quanto ao teor de agua (Sementes que nao
sofreram processo de secagem) e grau de umidade através do método da estufa a 105+3 °C,
por 24 horas com trés amostras de sementes de 1,0 g para cada época e os resultados foram
expressos em porcentagem (base umida), conforme Brasil (2009) e massa seca, determinada
em quatro repeticdes de 50 sementes com base no peso final apds a secagem (BRASIL, 2009)

em mg semente™.
1.2.2. Determinacédo do rendimento
Para obtencdo do rendimento de sementes foram realizadas as seguintes determinacdes:
1.2.2.1. Peso de mil sementes (Pms)

Seis repeticbes de 100 sementes de cada época colhida foram pesadas em balanca
analitica. Em seguida calcularam-se os coeficientes de variacdo (CV) entre as repetigdes,

seguindo as recomendacdes das Regras para Anélise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009).
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1.2.2.2.  Peso de mil sementes corrigido (Pmc)

Para o calculo de rendimento o peso de mil sementes das amostras foram corrigidos para
6% de umidade, conforme a equacédo abaixo, pois, segundo Nascimento et al (2004); Melo

(2005) esta é a umidade desejada para 0 armazenamento de sementes de tomate.

_ (100-UD=Pi

Pm (100-Uc)

onde,

Pi, corresponde ao peso de mil sementes inicial;
Ui, umidade da amostra e;
Uc, umidade corrigida (6%)

1.2.2.3. Numero de sementes por fruto (Nsf)

Para determinar o Nsf utilizou-se a razdo entre 0 peso médio de sementes por fruto (Psf),
determinado pela divisdo do peso total das sementes pelo nimero de frutos, em miligramas, e

0 peso médio de mil sementes corrigido (Pmc), em gramas, conforme a equacgdo abaixo:
_ bsf
st " Pmc
1.2.2.4. Rendimento de sementes (Rts)

A obtencéo do Rts foi através da razdo entre a quantidade de sementes por fruto (Qsf)
(determinada pela divisdo da massa das sementes por fruto pelo nimero de frutos colhidos) e
a massa média do fruto (Pf) conforme a equacdo abaixo:

Rst = osf
Pf

1.2.3. Qualidade fisiol6gica das sementes
Foram realizadas as seguintes determinacdes:

1.2.3.1. Germinacdo:

Quatro repeticGes de 50 sementes de cada época colhida foram distribuidas sobre duas
folhas de papel de germinacdo umedecidas com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a
massa seca do substrato, dispostas no interior de caixas de plastico tipo gerbox e expostas a
faixa de temperatura 20-30°C, com fotoperiodo ajustado para 8 horas de luz e 16 horas de
escuro. As avaliacbes foram realizadas aos 14 dias ap0s a semeadura segundo as
recomendacdes das Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009).
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1.2.3.2.  Primeira contagem de germinacédo (PC):

Realizada conjuntamente com o teste de germinacdo, contabilizando-se o nimero de
plantulas normais presentes no quinto dia apds o inicio do teste. Os resultados foram

expressos em porcentagem (BRASIL, 2009).
1.2.3.3. Emergéncia de plantulas em casa de vegetacao:

Foram utilizadas quatro subamostras de 50 sementes em cada tratamento, sendo
semeadas em bandejas multicelulares de poliestireno expandido com 200 células, contendo
substrato comercial. A irrigacdo foi realizada diariamente e a avaliacdo ocorreu aos 14 dias

apos a semeadura. Os resultados foram expressos em porcentagem.
1.2.3.4. Indice de velocidade de germinagio (IVG):

Determinado conjuntamente ao teste de germinacéo, por meio da contagem do nimero de
sementes germinadas diariamente, a partir da emissdo da radicula, até a estabilizacdo do

estande e calculado segundo a equagdo abaixo proposta por Maguirre (1962).

ni
vo=3,(%)
ti
ni = nimero de sementes germinadas diariamente; N1, N2, N,

ti = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda ... ultima contagem.
1.2.3.5. Envelhecimento acelerado:

Duzentas sementes de cada época foram uniformemente distribuidas sobre uma tela de
aluminio, dispostas em caixas gerbox, contendo no fundo, 40mL de solucdo de cloreto de
sodio (NaCl) 40%. As caixas foram fechadas e mantidas a 41°C, por 72 horas em camara de
envelhecimento (PARNOBIANCO; MARCOS-FILHO, 2001). Apds esse periodo, as
sementes foram submetidas ao teste de germinacdo, conforme descrito anteriormente. As

avaliacdes foram feitas aos cinco dias apds a semeadura.
1.2.4. Procedimento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado para a maioria dos dados
exceto para os de rendimento e nimero de sementes, emergéncia de plantulas, teor de agua e
massa seca das sementes que foi em blocos ao acaso. Inicialmente os dados foram analisados
quanto a normalidade de distribuicdo de residuos e uniformidade da variéncia e aqueles que
ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidades foram transformados em arc sen

(x/100)Y2. Posteriormente foram submetidos & analise de variancia a 5% de probabilidade pelo
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teste “F” e as estimativas dos parametros de regressdo foram analisadas pelo teste “t” a 5% de
probabilidade através do programa Sistema para Anélise de Variancia-SISVAR (FERREIRA,
2011).

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifiou-se inicialmente que, em média, 78% das flores polinizadas desenvolveram-se
em frutos. No entanto, ressalta-se que a poliniza¢do ocorreu aproximadamente um a dois dias
antes da antese. Para Shakya e Scott (1983) a producédo de sementes de tomate por polinizacao
manual é menor, quando realizada antes da antese. Portanto, esta informacdo pode ser
relevante para estudos posteriores, quanto a maturidade dos estigmas, com intuito de otimizar
a producdo de sementes hibridas da cultivar BRS Nagai, pois, conforme Marcos-Filho (2015),
a eficiéncia no processo de polinizagdo, referente ao desenvolvimento da tecnologia da
producdo de sementes hibridas, permite estabelecer bases para maximizar a produgdo de
sementes. A partir de dados observacionais ainda ndo publicados verificou-se que 0s estigmas
mostraram-se viaveis mesmo quando polinizados trés dias ap0s a emasculacao.

Em cada colheita, os frutos foram caracterizados subjetivamente, adaptando-se a
metodologia de Dias et al. (2006) de acordo com a coloragédo externa (figura 2).

Frutos colhidos aos 30 DAP apresentavam-se completamente verdes (figura 2 A), com
mucilagem consistente e sementes imaturas que eram cortadas pela lamina da faca quando os
frutos sdo partidos transversalmente ao meio. Aos 40 DAP os frutos estavam completamente
verdes (figura 2 B), porém aproximadamente 60% deles tinham suas sementes fisicamente
bem formadas, ndo sendo cortadas pela lamina da faca, enquanto os demais se assemelhavam
com a classificacdo anterior. Os frutos colhidos aos 50 DAP apresentavam-se em inicio de
amadurecimento, com coloracdo transitoria do verde para o vermelho (figura 2 C). Frutos
colhidos aos 60 e 70 DAP apresentavam pericarpo completamente vermelho e consisténcia
firme (Figura 2 D e E).
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Figura 2. Aparéncia externa de frutos de tomate colhidos aos 30 (A), 40 (B), 50 (C), 60 (D)
e 70 (E) dias apos a polinizacdo manual para producdo de sementes do hibrido BRS Nagai.

Brasilia-DF.

Os frutos colhidos aos 80 DAP apresentavam-se extremamente maduros, com tecido
flacido e apodrecido (figura 3 A) além da ocorréncia de viviparidade, ou seja, germinacao

precoce antes da dispersdo da planta-méae, em quase todos os frutos (figura 3 B).

Figura 3. Aparéncia externa (A) e sementes geminadas dentro do fruto (B) de tomates
colhidos aos 80 dias ap6s a polinizacdo manual para producdo de sementes do hibrido BRS

Nagai. Brasilia DF.
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Quando as sementes foram extraidas e colocadas para fermentar houve aumento no
numero de sementes germinadas e, portanto, optou-se pelo descarte das mesmas. No entanto,
em dados ainda ndo publicados, verificou-se que quando as sementes sdo produzidas em
épocas mais frias, frutos colhidos com até 90 dias apds a polinizacdo ndo apresentam
germinacdo precoce das sementes. Ribeiro (2004) avaliando o rendimento e a qualidade de
sementes de tomate variedade Santa Clara, observaram que os frutos colhidos em estadios
mais avancados de desenvolvimento, apresentavam o pericarpo flacido e presenca de
viviparidade.

Durante a maturacdo de frutos carnosos, a concentracdo de solutos no seu interior gera
um ambiente cuja concentracdo osmotica € capaz de impedir que as sementes absorvam agua
e atinjam potencial hidrico suficiente para desencadear o processo de germinacdo (DIAS,
2009) associado a presenca de &cido abscisico (ABA) nas sementes, que contribui para evitar
viviparidade (MARCOS-FILHO, 2015). No entanto, a ocorréncia de viviparidade &
caracteristica de sementes ABA-deficientes (TAIZ; ZEIGER, 2013) devido inclusive, ao
declinio natural que ocorre na maturidade, aliado ao fato da reducéo do potencial osmético no
interior do fruto permitindo que as sementes entrem em contato com a &gua e germinem
(BEWLEY et al, 2013).

A secagem de sementes de diferentes estadios de maturacdo resultou em valores de
umidade muito proximos do desejado para o armazenamento (6%), conforme recomenda
Nascimento (2008) ndo apresentando diferencas significativas, variando de 6,8 a 7,1%. Isto é
um fator importante para a execucdo dos testes e para avaliacdo do rendimento e qualidade
fisioldgica, considerando que a uniformidade do grau de umidade é imprescindivel para a
padronizacdo das avaliacGes e obtencdo de resultados consistentes (GAGLIARD; MARCOS-
FILHO, 2011; KIKUTI; MARCOS-FILHO, 2012).

A tabela 1 apresenta o resumo da analise de variancia demonstrando diferencas significas

em todas as variaveis.
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Tabela 1. Resumo da anélise de variancia da producdo e qualidade fisiologica de sementes

de tomate, hibrido BRS Nagai, colhidas aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap6s a polinizagéo.

Brasilia-DF.
Quadrado médio
Fv GL Rst Nsf EP MS TA
Bloco 3 0,001 1,98™ 0,31"™ 0,01™  0,67™
Epoca 4 0,34 1027,39 56,62 545 406,96
Residuo 12 0,003 4,26 0,38 0,01 2,88
CV% 5,03 8,07 10,44 2,38 3,32
= GL Quadrado médio
G PC IVG EAS PMS
Epoca 4 60,77 74,69 27,22 6718,05 7,047
Residuo 15 1,06 0,02 0,11 24,05 0,01
CV% 14,59 2,38 10,14 10,12 2,02

FV - Fontes de variacdo; Rst - Rendimento de sementes; Nsf - NUmero de sementes por fruto;

TA - Teor de dgua; MS - Massa seca das sementes; G - Germinacdo; PC - Primeira contagem

de germinacéo; IVG - indice de velocidade de germinagdo; EAS — Envelhecimento acelerado

em solucdo saturada; PMS - Peso de 1000 sementes; EP - Emergéncia de plantulas; ™ - ndo

significativo, - significativo a 5% pelo teste F.

Quando os dados foram submetidos a andlise de regressdo ajustaram-se aos modelos

testados conforme a tabela 2 e por isso, a escolha do modelo para cada variavel foi baseado na

significancia dos parametros e nos valores do R* (ALVAREZ V.; ALVAREZ, 2006).

Tabela 2. Resumo da analise de regressdo das varidveis relativas a producao e a qualidade

fisioldgica de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de fruos colhidos aos 30, 40,

50, 60 e 70 dias apds a polinizacdo. Brasilia, DF.

Parametros avaliados

Quadrado médio

Linear Quadrética Cdbica
Rendimento de sementes 54" 0,3" 1,3
NUmero de sementes por fruto 317817 2376 3634
Teor de 4gua das sementes 1154,9" 4186 21,6
Massa seca das sementes 15,6 6,5 04
Porcentagem de germinacao 26832,4" 3150,0” 435,6"
Primeira contagem de germinagio 222784 263317 26896
indice de velocidade de germinagao 88,7 95" 587
Envelhecimento acelerado 23040,0” 10458°  1440,0”
Peso de mil sementes 19,97 6,9 1,17
Emergéncia de plantulas 23280,6" 385,87  1960,0"

ns.*x

e " corresponde a significativo a 1 e 5% respectivamente pelo teste t.
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Na figura 4 estdo plotados os dados médios referentes ao rendimento, em quilo por
tonelada de fruto (Kg t™) e o nimero de sementes por fruto.
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Figura 4. Rendimento de sementes (A) e numero de sementes (B) oriundas de frutos de
tomate colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacdo para a producdo de sementes
do hibrido BRS Nagai. Brasilia-DF.

Conforme as linhas de tendéncia, 0 méaximo rendimento e nimero de sementes Sdo
obtidos por volta dos 69 e 63 DAP, com valores em torno de 2,8 Kg t™* de fruto e 38 sementes
por fruto, respectivamente. Sementes colhidas aos 30 e 40 DAP apresentaram respectivamente
os menores valores de rendimento (0,7 e 0,9 Kg. t?). Houve um aumento acentuado na
producdo a partir dos 40 DAP e aquelas colhidas aos 50 e 70 DAP produziram
simultaneamente 2,0 Kg t* de fruto. Enquanto que, o maior rendimento de sementes
observado ocorreu quando os frutos foram colhidos aos 60 DAP (2,2 Kg. t*). Os valores de
rendimento das trés Gltimas épocas estdo dentro do minimo esperado, pois, geralmente a
produtividade ou relagdo fruto/semente em hibridos varia de 0,2% a 1,0%, ou seja, para cada
tonelada de fruto, obtém-se 2 a 10 kg de sementes, dependendo da cultivar (EMBRAPA,
2006).

Frutos colhidos a partir dos 50 até 70 DAP praticamente ndo apresentaram diferencas
guanto ao numero de sementes. Pela analise descritiva verifica-se que sementes colhidas aos
70 DAP tendem a diminuir o rendimento e isto pode estar relacionado ao inicio do processo
deterioracdo, pois, a semente cessou completamente a conexdo vascular com a planta/fruto,

tornando-se fisiologicamente independente (MARCOS-FILHO, 2015) acarretando assim na
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diminuigdo do peso e consequentemente, do rendimento. A partir de dados observacionais
verificou-se que quando flores do parental feminino eram marcadas ap6s a antese, tendo suas
sementes extraidas, havia um nimero bem maior de sementes em comparacdo as obtidas do
cruzamento, sugerindo a ocorréncia de algum tipo de incompatibilidade entre os parentais, e
por isso poucos dvulos podem estar sendo fecundados.

A deposicio de matéria seca aumentou expressivamente dos 30 (1,6 mg semente™) aos
40 (3,6 mg semente™) dias ap6s a polinizacdo, refletindo a0 mesmo tempo no aumento do
peso de mil sementes (figura 5 A e B). Isto pode inferir que, nesse periodo, estavam
ocorrendo as fases referentes a histodiferenciacdo e morfogénese, pois, elas acontecem
concomitantes ao acimulo de matéria seca (BEWLEY et al.,2013). Além disso, 0 peso das
sementes esta relacionado a quantidade de reservas armazenadas e sementes de uma mesma
espécie com maior peso, apresentam qualidade fisioldgica superior (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).
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Figura 5. Massa seca (A) e peso de mil sementes (B) oriundas de frutos de tomate colhidos
aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apos a polinizacdo para a producdo de sementes do hibrido BRS
Nagai. Brasilia-DF.

Os maiores valores de massa seca e peso de mil sementes foram de aproximadamente 4,5
mg semente™ e 4,9 g, respectivamente. Sementes colhidas aos 30 e 40 DAP apresentaram 0s
menores valores e desta forma, verifica-se que a colheita precoce resultou em decréscimo na

producéo devido o desenvolvimento incompleto e ao baixo acimulo de reservas.
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As linhas de tendéncia ajustadas indicam que o maximo contetdo de matéria seca e peso
de mil sementes ocorre aos 59 e 60 dias apds a polinizacdo, respectivamente. Além disso, é
possivel observar que a partir dos 70 DAP ha tendéncia de diminui¢do no teor de massa seca,
corroborando que a ocorréncia de diminuicdo do rendimento pode estar relacionado ao fato
das sementes terem atingido a maturidade, havendo aumento da taxa respiratdria, dando inicio
ao processo de deterioracdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Dias et al. (2006), avaliando a maturacdo de sementes de tomate variedade Santa Clara,
verificaram que o maior conteddo de matéria seca das sementes ocorreu quando os frutos da
posicdo proximal foram colhidos aos 80dias apos a antese.

Consoante ao acumulo de matéria seca observa-se que mudancas no contetdo de agua
ocorreram de forma inversa, havendo declinio no grau de umidade das sementes, com o
aumento dos dias para a colheita dos frutos, chegando ao minimo teor de 4&gua,
aproximadamente 60 dias ap6s a polinizagdo (figura 6), comprovando-se a reducao do grau de
umidade das sementes ao longo do desenvolvimento, decrescendo de 68% (30 DAP) para
43% (60 DAP).

Teor de dgua (%)

§=0,0273x2 - 3,2713x + 140,9 ’
R2=0,97

30 40 50 60 70
Dias apos a poliniagao

----- ©-- Linha descritiva

Linha de tendéncia

Figura 6. Teor de &gua das sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos
colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap0s a polinizacdo. Brasilia-DF.

Observa-se ainda a partir de analise descritiva que o teor de a4gua volta a aumentar nas
sementes colhidas aos 70 DAP, o que remete ao surgimento de viviparidade nas sementes
colhidas aos 80 DAP. Segundo Bewley et al. (2013), o alto teor de agua no inicio da

maturagdo € necessario tanto para a translocacdo de metabdlicos da planta para as sementes,
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quanto para a expansdo celular, além de ser importante devido a necessidade de as sementes
sintetizarem e metabolizarem materiais de reserva que ocorrem em meio aquoso.

Esses resultados estdo de acordo com a afirmacdo de Marcos-Filho (2015) que, em frutos
carnosos, o contedo maximo de massa seca é alcancado quando o teor de agua das sementes
é de aproximadamente 40%. Porém, esses valores sdo considerados relativamente altos, fato
também relatado por diversos autores em trabalhos com espécies de frutos carnosos como
pimentdo (DEMIR; ELLIS, 1992), tomate (DEMIR; ELLIS, 1992; VALDES; GRAY, 1998;
DEMIR; SAMIT, 2001; DIAS et al., 2006), berinjela (DEMIR et al., 2002) e pimenta dedo de
moca (JUSTINO et al., 2015).

E importante destacar que a partir do estadio de maximo acimulo de matéria seca, as
sementes ndo mais recebem fotoassimilados e se tornam independentes da planta-mde. A
partir desse ponto, quando o conteldo de agua ainda € muito elevado, como relatado
anteriormente, o metabolismo permanece ativo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012) e
aquelas que permanecem muito tempo no fruto, entram em contato com a dgua e entdo ocorre
viviparidade.

Verifica-se que sementes colhidas aos 30 DAP ndo possuem capacidade germinativa
(figura 7), sendo totalmente invidveis, devido provavelmente a interrup¢do precoce durante o
processo de formagéo aliado ao fato de que embrides pouco desenvolvidos ndo toleram a
dessecacdo (BEWLEY et al, 2013), pois, mesmo as sementes ortodoxas tém periodos de
sensibilidade a secagem durante a formacdo, tornando-se incapazes de germinar (BARBEDO
et al., 2013; MARCOS-FILHO, 2015). A capacidade de germinacédo inicia-se aos 40 DAP
(33%) apresentando aumento acentuado a partir desta época. As sementes das trés Gltimas
épocas (50, 60 e 70 DAP) apresentaram valores de germinacdo (86, 96 e 97%)
respectivamente superiores ao valor especificado como padrdo minimo (80%) para sementes
fiscalizadas e certificadas de tomate.

O valor méximo de germinacdo (97%) ocorre aos 62 dias apds a polinizacdo conforme
sugere a linha de tendéncia, evidenciando que sementes maduras tém percentual de
germinacdo maior que sementes imaturas (BARBEDO et al., 2004) e a manifestacdo do
potencial fisioldgico esté diretamente relacionada a completude do processo de maturagéo das
sementes. Neste caso, verifica-se que o maior percentual de germinagdo ocorreu trés dias

apos, praticamente coincidindo, com 0 maximo contetdo de mateéria seca.
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Figura 7. Porcentagem de germinacdo de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas

de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacdo. Brasilia-DF.

Vidgal et al. (2006) verificaram que sementes de tomate da variedade Kada, Grupo Santa
Cruz, apresentaram os valores maximos de germinacdo e contetdo de matéria seca quando
colhidos aos 50 e 60 dias apds a antese. Dias et al. (2006) observaram que a germinacéo
maxima de sementes de tomate variedade Santa Clara, grupo Santa Cruz, extraidas do
primeiro e segundo racimos ocorreu aos 75 dias apds a antese, cinco dias antes que ocorresse
0 maior acumulo de matéria seca. No entanto, Demir e Ellis (1992) observaram, em dois anos
de experimento, que o inicio da capacidade de germinacdo das sementes de tomate ocorreu
um pouco antes, no primeiro, e um pouco depois, no segundo ano, a0 maximo acumulo de
matéria seca, reforcando a disparidade sobre a identificacdo do ponto de maturidade
fisioldgica através do contelido de matéria seca.

Pereira (2004) constatou que a qualidade fisiolégica maxima para as sementes de tomate
sdo obtidas de frutos colhidos aos 70 dias apds a antese, ocasido em que a maioria dos frutos
apresentavam 90% do pericarpo vermelho. Demir e Samit (2001) verificaram que sementes
extraidas de frutos colhidos aos 70 dias apos a antese, com coloragdo vermelha e pericarpo
firme, apresentaram maxima qualidade fisiologica. Por outro lado Valdes e Gray (1998)
verificaram que a germinagdo das sementes de tomate foi maxima em frutos com coloracdo
externa ainda verde, mas com coloracédo interna ja avermelhada, permanecendo elevada até o

estadio completamente maduro.
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Com base na analise descritiva das linhas de tendéncia obtidas, verifica-se que sementes
colhidas aos 40 DAP possuem menor vigor, verificados nos testes de velocidade (primeira
contagem, IVG e emergéncia), indicando que, embrides muito jovens, ou seja, colhidos
precocemente, levam mais tempo para completarem a germinagdo do que os mais velhos, pois
sdo mais dependentes do meio nutritivo para a sobrevivéncia (BEWLEY et al., 2013) (figura
8 A e B). Ha uma tendéncia de aumento progressivo na qualidade das sementes a partir dos 40
DAP, no entanto, aparentemente, o vigor comega a reduzir quando as sementes séo colhidas
com 70 DAP.
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Figura 8. Primeira contagem de germinacdo (A) e indice de velocidade de germinacédo (B)
de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e

70 dias apos a polinizagdo. Brasilia-DF.

Resultado similar foi observado no teste de emergéncia de plantulas, onde sementes
colhidas aos 40 DAP apresentaram 0s menores percentuais de emergéncia (7,5 %). No
entanto, verifica-se que sementes colhidas aos 50 DAP apresentaram valor de emergéncia
inferior em relacdo aquelas colhidas nos dois ultimos estadios (figura 9 A). Quando as
sementes foram submetidas ao envelhecimento acelerado, o percentual de germinacdo foi
reduzido, porém, as sementes em estaddios mais avangados de maturagdo (50, 60 e 70 DAP),
mostraram-se mais resistentes a condigao de estresse (figura 9 B).

De modo geral, os resultados dos testes de primeira contagem de germinagéo,
envelhecimento acelerado e emergéncia de plantulas foram concordantes quanto a indicacéo

do momento em que o vigor das sementes foi maximo, 64 dias apds a polinizacdo, proximo
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do periodo de ocorréncia da maxima germinagdo (62 DAP). Enquanto que a velocidade
méaxima de germinacdo (IVG) ocorreu um pouco mais tarde, ou seja, aos 69 DAP. Nota-se, no
entanto, que 0 MAximo vigor ocorreu um pouco apos as sementes terem atingido a capacidade

méaxima de germinacgdo e 0 maximo contetido de matéria seca.
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Figura 9. Emergéncia de plantulas (A) e envelhecimento acelerado (B) de sementes de
tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apos a
polinizagdo. Brasilia-DF.

Estes resultados estdo acordo com Tekrony e Egli (1997) quando afirmaram que em
sementes de frutos carnosos, como o tomate, a germinacgdo e o vigor maximos sdo atingidos
ap6s 0 maximo conteldo de matéria seca, ao contrario do que ocorre em espécies de frutos
Secos, como 0s cereais, em que a qualidade fisiolégica maxima coincide ou ocorre um pouco
antes do acumulo maximo de matéria seca.

Deste modo, observa-se que a qualidade fisioldgica das sementes da cultivar BRS Nagai
¢ mais acentuada quando os frutos se apresentam com pericarpo completamente vermelho e
firme. Sementes colhidas quando o fruto encontra-se em fase transicdo de cor (50 DAP),
praticamente ndo prejudica o rendimento, apresenta percentual de germinacgdo acima de 80%,
porém, pelos testes de vigor aplicados, as sementes apresentam qualidade reduzida, ndo sendo
viavel a extracdo logo apds a colheita, pois, 0 baixo vigor pode estar relacionado a uma

colheita precoce.
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Para espécies de frutos carnosos, como as solanaceas e cucurbitaceas, o processo de
maturacdo das sementes continua apos a colheita. Na préatica, é preferivel que os frutos sejam
colhidos antes do completo amadurecimento, pois, deixa-los na planta por um periodo tdo
longo, pode ocorrer viviparidade (BARBEDO et al., 1994; VIDGAL et al., 2006). Portanto, é
provavel que frutos colhidos quando ainda estejam em coloracao transitoria do verde para o
vermelho, neste caso, aos 50 DAP, possam permanecer por um periodo de repouso pos-
colheita, tendo suas sementes extraidas somente apds a completa mudanca de cor.

Vidgal et al. (2006), por exemplo, mostraram que quando frutos de tomate colhidos
precocemente, cuja coloragdo externa apresentava-se transitoria, a qualidade fisioldgica das
sementes foi elevada ap6s o armazenamento por 12 dias, e a completa mudanca de cor. Isto,
portanto podera permitir a realizacdo de um menor nimero de colheitas, cujos frutos em
diferentes estadios de maturacdo podem ser submetidos a0 armazenamento, extraindo-se as

sementes somente apos a completa maturagao.
1.4. CONCLUSOES

Os maiores rendimentos de sementes sdo obtidos quando os frutos s&o colhidos a partir
de 60 dias ap0s a polinizagdo, ndo devendo ultrapassar 70 DAP.

Sementes do hibrido BRS Nagai apresentam melhor qualidade fisiolégica quando os
frutos sdo colhidos logo apds apresentarem pericarpo completamente vermelho e firme.

A méaxima germinacdo e vigor das sementes ocorreram poucos dias ap6s 0 maior

contelido de matéria seca.
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CAPITULO II

ATIVIDADE RESPIRATORIA E ENZIMATICA DE SEMENTES HIBRIDAS DE
TOMATE EM DIFERENTES ESTADIOS DE MATURACAO
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RESUMO

Desde a maturidade fisioldgica até a semeadura as sementes estdo sujeitas a perda de
qualidade em virtude das mudancas fisiologicas e bioquimicas que elas possam ser
eventualmente submetidas. Desta forma, monitorar essas alteragdes durante o processo de
maturacdo das sementes dentro dos frutos € uma estratégia para identificar o ponto em que
elas atingem sua méxima qualidade e estdo aptas a serem colhidas. Apesar da tomada de
deciséo ser realizada principalmente com base nos resultados dos testes de germinacéo, vigor
e acumulo de massa seca das sementes, outros aspectos podem ainda ser estudados como, por
exemplo, os sistemas enzimaticos que atuam como mecanismos de reparo em resposta ao
processo de deterioracdo natural que ocorre apos a colheita. Partindo desses pressupostos
objetivou-se com este trabalho avaliar as atividades respiratdrias e enzimaticas em sementes
de tomate (hibrido BRS Nagai) obtidas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap0s a
polinizacdo (DAP). As sementes foram submetidas aos testes de germinacdo, primeira
contagem, IVG, condutividade elétrica, além da atividade respiratoria e das enzimas
antioxidativas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases (POX) e
ascorbatoperoxidase (APX). Os dados foram submetidos a anélise de variancia e regressao.
Os resultados de condutividade encontrados no presente trabalho indicam que, nas sementes
imaturas (30 e 40 DAP), ainda se mostra deficiente a organizagdo das membranas celulares,
porém, o aumento dos dias para colheita, contribuiu para reducdo da lixiviacao de solutos. Ja,
a atividade respiratoria revelou que sementes colhidas aos 50 DAP, apesar de apresentarem
resultados de germinacdo e vigor proximos das sementes em estadio de maturacdo mais
avancado, apresentou baixa atividade respiratoria, indicando vigor reduzido. Apesar das
sementes oriundas de frutos colhidos aos 50 DAP apresentarem um sistema de membranas
praticamente bem estruturado, verificou-se que essas sementes estdo mais propensas a
deterioracdo, devido a alta atividade das enzimas, SOD, CAT e APX. Os resultados obtidos
no presente trabalho reforcam a necessidade de se conhecer o ponto de maturidade fisiologica,
bem como a melhor época de colheita dos frutos para obtencdo de sementes com méxima
qualidade. Portanto, a atividade das enzimas antioxidativas em sementes de tomate com
estadio de maturacdo mais avancado (50, 60 e 70 DAP), apresentou comportamento mais
sincronizado, sendo mais eficientes na remoc¢do de compostos reativos. No entanto, indicou
que aquelas colhidas aos 50 DAP estdo mais sujeitas a deterioracao.

Palavras-chaves: Solanum lycopersicum, maturagdo fisiologica, enzimas antioxidantes
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ABSTRACT

From physiological maturity to sowing, the seeds may display loss of quality due to the
physiological and biochemical changes that may occur to them. Therefore, monitoring these
changes during the seed maturation process is a strategy to identify the point at which they
reach their maximum quality and when they are in the most adequate point to be harvested.
Although decision-making is performed mainly based on the results of germination, vigor and
dry mass accumulation tests, other aspects can still be studied such as, for example, enzymatic
systems associated with repair mechanisms and their responses to the process of natural
deterioration that occurs after harvesting. The present study aimed to evaluate the respiratory
and enzymatic activities in tomato seeds (hybrid BRS Nagai) obtained from fruits harvested at
30, 40, 50, 60 and 70 days after pollination (DAP). The seeds were submitted to germination,
first counting, germination rate index (IVG), electrical conductivity, as well as the respiratory
activity and the antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidases (POX) and ascorbate peroxidase (APX). The results were submitted to analysis of
variance and regression. The results of conductivity found in this work indicate that, in the
immature seeds (30 and 40 DAP), the organization of the cell membranes was still deficient,
but the increase in days to harvest contributed to the reduction of solute leaching. However,
respiratory activity showed that seeds harvested at 50 DAP, despite presenting germination
and vigor results close to the seeds at a more advanced maturation stage, displayed low
respiratory activity, indicating reduced vigor. Although seeds from fruits harvested at 50 DAP
have an apparently well-structured membrane system, it was found that these seeds are more
prone to deterioration, due to the high activity of the enzymes SOD, CAT, and APX. The
results obtained in the present work reinforce the need to know the exact point of
physiological maturity, as well as the best harvest time in order to obtain seeds with the
highest quality. Therefore, the activity of the antioxidative enzymes in tomato seeds with
more advanced maturation stage (50, 60 and 70 DAP) presented a more synchronized
behavior, being more efficient in the removal of reactive compounds. However, it indicated
that those seeds harvested at 50 DAP are more prone to deterioration.

Key words: Solanum lycopersicum, physiological maturation, antioxidant enzymes.
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2.1. INTRODUCAO

Estudos relacionados a maturacdo e colheita das sementes sdo importantes, uma vez que
estas alcancam sua qualidade maxima no campo. O melhor estadio de colheita minimiza os
efeitos da deterioracdo, provocados pela permanéncia prolongada do fruto na planta, além de
aumentar a produtividade das sementes, visto que a colheita precoce pode acarretar em grande
proporcéo de sementes imaturas (VIDIGAL et al., 2009; RICCI et al., 2013).

A maturidade fisioldgica identifica o0 momento onde as sementes se tornam
fisiologicamente independentes e ndo mais ocorre transferéncia de matéria seca. No entanto, a
partir desse momento a qualidade da semente s6 podera ser mantida ou decrescer.

Recentemente a pesquisa passou a considerar a possibilidade de identificar a maturidade
mediante a utilizacdo de marcadores bioquimicos. Vidigal et al. (2009), por exemplo,
estudaram perfis isoenzimaticos durante a maturacdo de sementes de pimenta e verificaram
que a germinacdo e vigor foram mais elevados, assim como houve maior destaque na
atividade de enzimas envolvidas na respiracdo e remocdo de agentes toxicos (acool
desidrogenase) e protecdo contra radicais livres (superdxido dismutase) em sementes colhidas
proximo a maturidade (MARCOS-FILHO, 2015).

De acordo com Marcos-Filho (2005), a deterioracdo € um processo determinado por uma
série de alteracGes fisioldgicas, bioquimicas, fisicas e citoldgicas, com inicio a partir da
maturidade, e ocorre de maneira progressiva, determinando a queda da qualidade até a morte
da semente. As principais alteracdes relacionadas ao processo de deterioracdo séo degradacéo
e inativagdo de enzimas (COPELAND; McDONALD, 2001), redugdo da atividade
respiratoria (Ferguson et al., 1990) e perda de integridade das membranas celulares
(McDONALD, 1999).

Outros processos de oxidagdo séo fatores importantes na elucidacdo dos eventos
ocorridos durante a maturacdo. As sementes passam por processos inevitaveis de formacao de
radicais livres e espécies reativas de oxigénio através de desequilibrios no transporte de
elétrons da cadeia respiratoria (KRANNER; BIRTIC, 2005). Portanto, durante a formagéao de
sementes, 0s sistemas antioxidantes precisam estar presentes e ter eficiéncia. De acordo com o0
modelo de Barbedo et al. (2013), sementes ortodoxas imaturas podem ter falhas nos sistemas
antioxidantes, principalmente em sua fase de intolerancia a dessecagéo.

Por meio da deteccdo de alteragdes respiratorias e na composicdo proteica e de enzimas
especificas pode-se acompanhar o controle da qualidade das sementes, permitindo

diagnosticar o estado fisiologico e em determinados casos, inferir sobre as causas da perda de
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sua viabilidade e vigor. Considerando que a respiragdo e a atividade enzimatica sdo
fundamentais para o desenvolvimento normal do processo de germinacdo e preparo para o
crescimento subsequente do embrido, objetivou-se com este trabalho avaliar as alteracOes
respiratorias e enzimaticas ocorridas em sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, em
diferentes estadios de maturacdo, relacionando essas variaveis com a qualidade fisiolégica das

sementes.
2.2. MATERIAL E METODOS

Sementes do hibrido BRS Nagai foram produzidas na Embrapa Hortaligas, Brasilia-DF
no periodo de fevereiro a maio de 2016. Os parentais foram cultivados em vasos mantidos em
telado no campo experimental da Embrapa Hortalicas, seguindo as recomendacfes usuais
para tomate tutorado. Os botdes florais de plantas do parental feminino foram emasculados
manualmente antes da maturidade e da abertura da flor e o pdlen das flores de plantas do
parental masculino foi coletado por meio de um vibrador. A polinizacdo foi realizada
diariamente sendo devidamente identificadas com etiquetas contendo a data de realizacdo do
cruzamento.

Aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacdo (DAP) foram colhidos aproximadamente
40 frutos tendo as sementes extraidas imediatamente ap0s a colheita por processo manual e
colocadas para fermentar por um periodo de 48 horas. Decorrido este tempo as sementes
foram lavadas em &gua corrente, secadas a temperatura ambiente por aproximadamente 24 h
e, posteriormente, transferidas para uma cadmara com ventilacdo a 32°C por mais 24 h. Apés a
secagem, as mesmas foram acondicionadas em embalagens de aluminio e armazenadas em
camara fria a 7°C até a realizacdo dos testes.

No Laboratério de sementes da Embrapa Hortalicas foram realizadas as seguintes

determinag0es:
2.2.1. Grau de umidade

Utilizou-se o método da estufa a 1053 °C, por 24 horas com trés amostras de sementes
de 1,0 g para cada época e os resultados foram expressos em porcentagem (base Umida),
conforme Brasil (2009).

2.2.2. Testes de germinacao

Quatro repeticGes de 50 sementes de cada época colhida foram distribuidas sobre duas
folhas de papel de germinacdo umedecidas com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a
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massa seca do substrato, dispostas no interior de caixas de plastico tipo gerbox e expostas a
faixa de temperatura 20-30°C, com fotoperiodo ajustado para 8 horas de luz e 16 horas de

escuro. As avaliacOes foram realizadas aos cinco e 14 dias ap0s a semeadura (Brasil, 2009)
2.2.3. Primeira contagem de germinacao:.

Realizada conjuntamente com o teste de germinacdo, contabilizando-se o nimero de
plantulas normais presentes no quinto dia ap6s o inicio do teste. Os resultados foram

expressos em porcentagem (BRASIL,2009).
2.2.4. Indice de velocidade de germinacéo (IVG)

Determinado conjuntamente ao teste de germinacdo, por meio da contagem do nimero de
sementes germinadas, diariamente, a partir da emissdo da radicula, até a estabilizacdo do

estande e calculado segundo a equacao abaixo proposta por Maguirre (1962).

ni
ve- (%)
ti
ni = nimero de sementes germinadas na primeira, na segunda e na Gltima contagem; Ny,

NZ...Nn,

ti = numero de dias de semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.
2.2.5. Condutividade elétrica

Utilizando-se quatro subamostras de 50 sementes, com massas conhecidas, imersas em
25 mL de &gua destilada e mantidas em incubadora BOD, a 25°C, por 24 horas (VIDIGAL et
al., 2008). Apods esse periodo, a condutividade elétrica de cada solucdo foi determinada em

condutivimetro, e os resultados expressos em pS.cm™.g™ de sementes (ISTA, 1995);
2.2.6. Atividade respiratoria

Medida pelo volume de CO; liberado pelas sementes através do equipamento de
cromatografia gasosa modelo GC. Quatro repeticbes de 50 sementes foram colocadas para
germinar em duas folhas de papel de germinagdo com 4 cm de didmetro, umedecidas com 3
ml de &gua destilada, e acondicionadas em frascos de vidro com capacidade de 40 ml
adaptando-se a metodologia de Nascimento e Cantiliff (2000). Os frascos foram fechados com
tampa metalica (interior da tampa recoberto com silicone) e vedados com parafilme, para
evitar trocas gasosas. Os frascos foram incubados nas mesmas condigdes da germinacéo (30

°C) e ap0s duas horas, 100ul de gas foi retirado e injetado no equipamento. A concentracao de
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CO, foi quantificada comparando as areas dos picos cromatogréaficos das amostras e o padréo
analitico de CO,, tendo os resultados expressos em pg g™ h™.

A cromatografia gasosa € uma técnica de separacdo e analise de misturas por interacéo
dos seus componentes entre uma fase estacionaria e uma fase movel. De forma geral a técnica
é aplicavel para separacdo e andlise de misturas cujos constituintes sejam voléateis e
termicamente estaveis. A fase mével ndo interage com a amostra, apenas a carrega através da
coluna, sendo assim usualmente referida como gas de arraste. A amostra é injetada e arrastada
pela fase mdvel (gas de arraste) através da coluna que contém a fase estacionaria (coluna
aquecida), na qual ocorre a separacdo da mistura. As substancias separadas saem da coluna
carreadas pela fase mdvel e passam por um detector que gera um sinal elétrico proporcional a
quantidade de substancias separadas na coluna (EMBRAPA, 2014).

2.2.7. Avaliacdo das atividades enzimaticas

Para a andlise da atividade das enzimas antioxidativas, as sementes foram embebidas em
agua durante 8 horas. Posteriormente, foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenados
a -20 °C até o momento das avaliacGes. Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos por
meio da maceracdo de 0,2 g de sementes em nitrogénio liquido, seguida de adicdo de 2 mL de
meio de extracdo, tampdo fosfato de potassio (0,1M, pH 6,8), contendo &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (0,1 mM), fluoreto de fenilmetilsulfonico (PMSF) (1,0
mM) e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al. 1999). O homogeneizado foi
centrifugado a 19.000 g por 15 min., a4 °C.

2.2.7.1.  Superéxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela adi¢do de 50
uL do extrato enzimatico bruto a 2,95 mL de meio de reacdo, constituido de tampédo fosfato
de s6dio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 75 uM,
EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 uM (DEL LONGO et al., 1993).A reagdo foi conduzida a 25
°C, em uma camara de reacao iluminada com uma lampada fluorescente de 15 W. Ap6s 5 min
de exposicdo a luz, a iluminacdo foi interrompida e a formazana azul, produzida pela
fotorreducdo do NBT, foi medida pela absorvancia a 560 nm. O valor da absorvancia de um
meio de reacdo igual ao anterior, mas mantido no escuro pelo mesmo periodo, serviu como
branco e foi subtraido da leitura de cada amostra que recebeu iluminacdo (GIANNOPOLITIS;
RIES, 1977). Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade de enzima necessaria para
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inibir em 50% a fotorreducdo do NBT (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971). O resultado foi

expresso em Umin™mg™ proteina.
2.2.7.2. Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 100 pL do extrato enzimatico bruto a
2,90 mL de meio de reacdo, constituido de tampéo fosfato de potéssio 50 mM, pH 7,0 e H202
12,5 mM, adaptado de Havir; Mchale (1987). O decréscimo na absorbancia a 240 nm a 25°C
foi medido durante o primeiro minuto de reacdo. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extincdo molar de 36 M cm™ (ANDERSON et al., 1995) e o

resultado expresso em nmol min™ mg™ proteina.
2.2.7.3.  Peroxidases (POX)

A atividade das POX foi determinada pela adi¢do de 150 pL do extrato enzimatico bruto
a 2,85mL de meio de reacdo, constituido de tampdo fosfato de potassio 25 mM, pH 6,8,
pirogalol 20 mM e H,0, 20 mM adaptado de KAR; MISHRA (1976). A producdo de
purpurogalina foi medida por meio do incremento da absorbancia a 420 nm a 25°C. A
atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 M™
cm™ (CHANCE; MAEHLEY, 1955) e o resultado expresso em nmol min™‘mg™ proteina.

2.2.7.4.  Ascorbatoperoxidase (APX)

A atividade da ascorbatoperoxidase foi obtida por meio da adigdo de 150 pL do extrato
enzimatico bruto em 2,85 mL do meio de reacdo constituido de tampdo fosfato de potéssio
(50 mM, pH 7,8), acido ascorbico 0,5 mM, EDTA 0,1 mM e H,0, 1,2 mM. Foi observado o
decréscimo da absorbancia a 290 nm durante o primeiro minuto, a 25°C. A atividade
enzimética foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar 2,8 mM™.cm™
(NAKANO; ASADA, 1981), e o resultado expresso em nmol min™.mg™ proteina.

2.2.7.5. Proteinas totais

O teor de proteinas foi determinado utilizando-se albumina bovina (BSA) como padrédo
(BRADFORD, 1976). Utilizou-se de 10 pL do extrato enzimatico adicionado a 1mL do
reagente de Bradford, seguido de agitacdo. Apos 20 minutos, foi realizada a leitura da

absorbancia da amostra em espectrofotébmetro a 595 nm.
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2.2.8. Procedimento estatistico

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. Os
dados foram submetidos a andlise de varidncia a 5% de probablilidade pelo teste “F”.
Posteriormente, as estimativas dos parametros da regressdo foram analisadas pelo teste “t” a
5% de probabilidade com o uso do programa Sistema para Analise de Variancia-SISVAR
(FERREIRA, 2011). Nos casos em que ndo houve ajuste de modelo, optou-se pela ilustracdo

da linha de tendéncia dos valores originais, realizando-se assim a anélise descritiva.
2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se na tabela 1 que houve efeito significativo do fator época de colheita em todas

as variaveis testadas.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das varidveis fisioldgica e bioquimicas de
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70

dias apds a polinizacéo. Brasilia, DF.

Quadrado médio
FV

G PC IVG CE AR SOD CAT POX APX PT

Epoca  60,77° 74,69° 27,22° 5181789,6° 6,37 0,043° 1546 208 0047 1,06
Residuo 1,06 0,02 0,11 162818 0,03 0004 0,73 010 0,005 0,10

CV% 14,59 2,38 10,14 6,99 6,21 5,10 1942 985 821 7,31

FV - Fontes de variacdo; G - Germinacgdo; PC - Primeira contagem de germinacao; IVG -
indice de velocidade de germinacdo; CE - Condutividade elétrica massal; AR - Atividade
respiratéria; SOD - Superoxido dismutase; CAT - Catalase; POX - Peroxidase; APX -
Ascorbato peroxidase; PT - Proteina total; ™ - ndo significativo e - significativo a 5%

respectivamente pelo teste F.

Quando submetidas a analise de regressdo verificou-se ajuste a maioria dos modelos,
logo, 0 modelo selecionado foi que o que apresentou significancia dos parametros e melhores
valores do coeficiente de determinagéo (R?) (tabela 2).

A umidade das sementes ao final da secagem variou de 6,8 a 7,1%, ndo apresentando

diferencas significativas entres as diferentes epocas de colheita.
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Tabela 2. Resumo da anélise de regressdo das variaveis fisiologicas e bioquimicas de
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70

dias apds a polinizacdo. Brasilia, DF.

n . uadrado médio
Parametros avaliados Q

Linear Quadratico Cdbico
Massa seca das sementes 15,6 6,5 04"
Porcentagem de germinacao 26832,4" 3150,0” 4356
Primeira contagem de germinacio 222784 2633,17 26896
indice de velocidade de germinacao 88,7 95" 587"
Condutividade elétrica 4239331,0" 6598438~  62986,3"
Atividade respiratoria 721,07 6,6 86,0
Superéxido dismutase 223" 395" B599E®”
Catalase 226,8" 136,3"™ 24,29
Peroxidase 26E°" 6E™ 1™
Ascorbatoperoxidase E2" 04" 3E%™
Proteina total 2975 13,4 2,1

ns,*

e corresponde a significativo a 1 e 5% respectivamente pelo teste t.

A deposicdo de matéria seca apresentou crescimento progressivo com o aumento dos dias

para a colheita dos frutos, com valores méaximos obtidos aproximadamente aos 59 DAP,

conforme a linha de tendéncia ajustada (figura 1). No entanto, verifica-se tendéncia de

diminuicdo no contetdo de matéria seca, nas sementes colhidas aos 70 DAP.

5,0 A

Massa seca (mg sementet)

§ =-0,0034x2 + 0,4038x - 7,3259
R2=0,98

30 40 50 60 70

Dias ap0s a polinizagdo

----- ©---- Linha descritiva Linha de tendéncia

Figura 1. Massa seca de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos

colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap0s a polinizacdo. Brasilia, DF.
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A germinacdo das sementes provenientes de frutos colhidos aos 30 DAP foi nula,
iniciando-se aos 40 DAP. No entanto, o valor obtido foi relativamente baixo (33%) (Figura
2). Aos 50, 60 e 70 DAP os valores de germinacao foram de 86, 96 e 97%.

110 -
100 A
90 -
80 -
70 1
60 -
50 1
40 A
30 1
20 1

Germinagéo (%)

1041 4 §=-0,0024x° + 0,2796x2" - 6,768 + 14,379
0 R?=0,08

30 40 50 60 70
Dias ap6s a polinizagdo
''''' ©--- Linha descritiva Linha de tendéncia

Figura 2. Porcentagem de germinacdo de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas

de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacao. Brasilia, DF.

O vigor das sementes, avaliado pela primeira contagem e velocidade de germinagéo
(IVG), foi mais elevado para sementes colhidas nos trés ultimos estaddios de maturacao
(Figura 3 A e B). Como esperado, o nivel de vigor das sementes obtidas de frutos colhidos
aos 40 DAP foi muito baixo, concordando com a germinacdo. De acordo com Carvalho e
Nakagawa (2012), as sementes que ndo se encontram completamente maduras podem
germinar, contudo ndo resultam em plantulas tdo vigorosas como aquelas colhidas no ponto
adequado.

Na primeira contagem de germinacdo, ocorre aumento progressivo a partir dos 40 DAP,
onde sementes colhidas aos 50, 60 e 70 DAP praticamente nédo divergiram. Porém, verifica-se
leve tendéncia de diminui¢do no vigor, para sementes colhidas aos 70 DAP. Quanto ao 1VG,
também é possivel perceber uma sutil tendéncia de diminuicdo no vigor das sementes de
frutos colhidos aos 70 DAP (figura 3 B).
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Figura 3. Primeira contagem de germinacgdo (A) e indice de velocidade de germinacgéo (B)
de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e

70 dias apos a polinizagdo. Brasilia, DF.

Observando o comportamento das sementes quando avaliada a condutividade elétrica
(CE) verifica-se que houve reducéo nos valores de condutividade com o avango da maturacao,
indicando aumento no vigor das sementes (Figura 4). A CE de sementes obtidas de frutos
colhidos com 30 DAP foi elevada (1327,8 pS cm™ g*), decrescendo gradativamente com o
desenvolvimento das sementes. Sementes colhidas aos 40 DAP apesar de apresentar
condutividade elétrica menor que as colhidas aos 30, obteve valor de CE ainda elevado (935,7
uS cm™ g™), porem demonstrando maior organizacdo de membranas com o aumento de 10
dias para a colheita dos frutos.

Assim como demonstrado nos testes de germinacdo, primeira contagem e velocidade de
germinacdo, o teste de CE, que avalia a permeabilidade seletiva das membranas, revelou
maior vigor nas sementes extraidas de frutos colhidos aos 50 (142,2 uS cm™ g™) 60 (125,9 pS
cm™ gt) e 70 (104,99 pS cm™ g?) dias apés a polinizacdo, devido & baixa lixiviacdo de
exsudatos. Conforme Marcos-Filho (2015), em sementes mais vigorosas, 0s mitrocéndrios
mantém-se organizados & medida que o processo de germinagdo evolui, porém, em sementes
ndo viaveis, as membranas internas permanecem completamente desestruturadas.

Os resultados de CE encontrados neste trabalho indicam que, nas sementes imaturas,
ainda era deficiente a organizacdo das membranas celulares, porém, com a permanéncia das

sementes no fruto as membranas foram gradativamente organizadas de modo a reduzir a
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lixiviacdo de solutos, conforme também constatado em sementes de tomate (DEMIR; ELLIS,
1992; DIAS et al., 2006), pimenta (VIDGAL et al., 2009) e pepino (NAKADA et al., 2011).

1400 ~

1200 -
1000 A
800 -

600 A

CE (uScmg?)

400 A

200 A
§=1,0855x% - 141,1x + 4645,5 <>-., .........
i -

0 r r )
30 40 50 60 70
Dias ap6s a polinizagéo
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Figura 4. Condutividade elétrica em sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de

frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apés a polinizagdo. Brasilia, DF.

Verifica-se nitidamente que sementes extraidas de frutos colhidos aos 30 e 40 DAP
apresentam perfil respiratério muito diferente das demais (figura 5). Nota-se que, apesar das
sementes colhidas aos 30 DAP apresentar atividade respiratria, elas sdo inviaveis.
Possivelmente as causas da germinacdo nula estejam associadas ao pouco desenvolvimento do
embrido; falta de reservas ou reservas insuficientes para oferecer suporte a germinacao;
intolerancia a dessecacdo e/ou até; ao alto conteido de ABA, normalmente encontrado nas
sementes em estado de desenvolvimento inicial (BEWLEY et al, 2013).

No entanto, a atividade respiratoria revelou que sementes colhidas aos 50 DAP, apesar de
apresentarem resultados de germinacdo e vigor préximos das sementes em estadio de
maturacdo mais avancado, apresentou baixa atividade respiratria, indicando vigor reduzido,
possivelmente pela maturacdo desuniforme das sementes, logo, a colheita das sementes nessa
época pode comprometer a qualidade do lote. Segundo Bewley e Black (1994), a atividade e
integridade dos mitocondrios de embrides viaveis aumentam a partir do inicio da embebicao,
0 que torna mais eficiente a producao de ATP, refletindo a elevacdo do consumo de oxigénio
e consequente elevacdo na producdo de gas carbdnico. Sendo assim, o lote mais vigoroso

tende a respirar mais do que um lote com menor vigor.
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Figura 5. Atividade respiratoria (CO,) de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas

de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacao. Brasilia, DF.

Conforme Marcos-Filho (2015), a manifestagdo do vigor das sementes depende da
eficiéncia dos processos metabdlicos de sintese, apoiados por atividade respiratéria eficiente.
Para tanto, € fundamental a disponibilidade de reservas acumuladas durante a maturacao.
Miles (1986), por exemplo, constatou que sementes de soja colhidas antes da maturacédo
fisiol6gica apresentam menor indice de respiracdo na fase inicial do processo de germinacéo.
Além disso, segundo Oliveira et al. (2015) sementes pequenas tém menor quantidade de
reservas armazenadas e possuem maior propensdo a deterioracdo apOs a maturidade
fisioldgica, principalmente aquelas colhidas ainda imaturas.

A associacdo entre vigor de sementes e emissdo de dioxido de carbono também foi
relatada para trigo (DRANSKI et al., 2017; DODE et al., 2016), ricula (TORRES et al, 2016)
algoddo (VENSKE et al., 2014), soja (MENDES et al., 2009), feijdo mitdo (AUMONDE et
al., 2012) e girassol (DODE et al., 2012), cujos autores verificaram alta correlacdo entre a
respiracéo e os testes de vigor.

A concentracdo de proteinas totais foi crescente no decorrer do processo de maturacdo
apresentado valor maximo nas sementes colhidas aos 60 DAP conforme demonstra a figura 6.
Os valores de proteinas foram de 12; 16,3; 18,4; 22,7 e 22,4 mg mL™ para as sementes
colhidas aos 30, 40, 50, 60 e 70 DAP respectivamente, apresentando comportamento
semelhante ao de deposicdo de matéria seca. Verifica-se que sementes colhidas aos 50 DAP

apresentaram quantidade de proteinas armazenadas inferior em comparagédo aquelas colhidas
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nos dois ultimos estadios. Pela analise descritiva verifica-se tendéncia de diminuigdo no teor
de proteinas nas sementes colhidas aos 70 DAP. Conforme a linha de tendéncia 0 maximo
contetdo é obtido aos 64 DAP.
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Figura 6. Concentracdo de proteinas totais (PT) em sementes de tomate, hibrido BRS
Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap0s a polinizacdo. Brasilia,
DF.

As proteinas de armazenamento exercem papel importante de apoio a germinacao e
desenvolvimento inicial da plantula, sendo utilizadas para a formacdo de novos tecidos nos
pontos de crescimento do embrido (PERNOLLET; MOSSE, 1983; MARCOS-FILHO, 2015).

Enzimas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX) e peroxidase (POX) atuam como mecanismos de defesa. Em sementes viaveis a SOD é
a primeira enzima produzida a partir das primeiras horas de embebi¢cdo (ALSCHER et al.,
2002; MARCOS-FILHO, 2015) atuando contra espécies reativas de oxigénio, anulando a
acdo de superoxidos (O2) na oxidacdo das células (BEWLEY; BLACK, 1994). No entanto,
ela é capaz de catalisar a formacéo de peroxido de hidrogénio (H,0,) (GRATAO et al., 2005;
GILL; TUTEJA, 2010) que é um produto altamente toxico para as células (ALBRECHT et
al., 2009). Em consequéncia a CAT impede a formagdo de outros compostos reativos, pois,
converte o perdxido de hidrogénio em especies ndo reativas, como agua e oxigénio. Diante
disso, para 0 mecanismo estar de acordo e em oOtima funcionalidade, essas duas enzimas
devem possuir comportamentos semelhantes, jA& que uma termina o trabalho da outra
(NAKADA et al., 2011).
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Ressalta-se que ndo houve um bom ajuste de modelo da atividade da maioria das enzimas
antioxidativas, podendo ser verificado pela linha de tendéncia e pelos coeficientes de
determinacéo abaixo de 0,8 e por isso optou-se somente pela analise descritiva.

Nas sementes imaturas, colhidas aos 30 e 40 DAP a atividade da SOD acumulou
peroxido de hidrogénio nas células durante a remocdo de espécies reativas de oxigénio e,
entretanto, a atividade da CAT provavelmente néo foi eficiente para converter grande parte do
H.0O, gerado, devido a baixa atividade desta enzima nas sementes imaturas (figura 7 A e B).
Entretanto, nas sementes colhidas na primeira época (30 DAP), a atividade da SOD foi ainda
mais intensa em relacdo as da segunda (40 DAP). Com isso, supBe-se que sementes colhidas
aos 30 DAP ndo possuam capacidade germinativa apds sofrer estresse oxidativo, havendo

ativacdo da formacao de radicais livres, provavelmente por nao terem adquirido tolerancia a

dessecacdo.
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Figura 7. Atividade das enzimas superdxido dismutase - SOD (A) e catalase - CAT (B) em
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70

dias ap06s a polinizacdo. Brasilia, DF.

Sementes dos trés ultimos estadios de maturacdo apresentaram comportamento analogo
na atividade dessas enzimas, onde provavelmente a atividade da CAT, acompanhou a
atividade da SOD, agindo em conjunto, sendo, portanto, eficientes para anular a acdo de
compostos nocivos as células. No entanto, observa-se que, tanto a atividade da enzima SOD
guanto da enzima CAT foi mais intensa nas sementes oriundas de frutos colhidos aos 50

DAP. Conforme Marcos-Filho (2015) a intensa atividade de remocdo de produtos toxicos
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formados, indicam que as sementes estdo mais deterioradas. Esses resultados s&o
concordantes com os obtidos pela atividade respiratdria, onde apontam que sementes colhidas
aos 50 DAP, apesar de constituir um sistema de membranas praticamente bem formado,
apresentam menor vigor, que aquelas colhidas aos 60 e 70 DAP.

Verifica-se comportamento semelhante na atividade da APX em relacdo a SOD e CAT,
onde a maior atividade foi encontrada nas sementes oriundas de frutos colhidos aos 50 DAP
(figura 8). Pelo fato da enzima APX possuir alta afinidade pelo H,O,, ela é capaz de eliminar
de maneira mais eficaz esse radical durante o estresse oxidativo (HASANUZZAMAN et al.
2012). Borba et al. (2014) verificaram maior atividade dessa enzima na parte aérea e radicular
de plantulas de milho indicando que essa alta atividade estava relacionado ao fato das
plantulas serem oriundas de sementes que se encontravam em processo de deterioracao, e

portanto, de menor qualidade fisioldgica.
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Figura 8. Atividade da enzima ascorbato peroxidade (APX) em sementes de tomate,
hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap06s a
polinizacdo. Brasilia, DF.

Silva (2014) com sementes de abdbora, Nakada et al. (2011) com pepino e Silva (2006)
com soja verificaram que a atividade de enzimas antioxidativas foi mais intensa nas sementes
imaturas, havendo decréscimo de ambas, com 0 avanco da maturacdo. No entanto, estas
sementes tém maior capacidade de acumulo de reservas que as de tomate e, portanto, a baixa

atividade enzimatica observada em sementes imaturas, colhidas aos 30 e 40 DAP, em
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comparagdo com as colhidas aos 50 DAP, pode estar relacionada ao baixo contetdo de
reservas.
Verifica-se que, em sementes imaturas (30 e 40 DAP), a atividade da POX foi bem

menor em relacdo as sementes colhidas em estadio de maturacdo mais elevado (figura 9).
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Figura 9. Atividade da enzima peroxidase (POX) em sementes hibridas de tomate, BRS
Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap0s a polinizacdo. Brasilia,
DF.

A peroxidase desempenha um papel critico no metabolismo das sementes, por utilizar
peréxidos como aceptor de hidrogénio, podendo contribuir para 0 aumento dos mecanismos
de defesa e prevencdo de perda na qualidade reduzindo a exposicdo dos sistemas de
membranas aos efeitos negativos dos radicais O,” (USHIMARU et al., 2001; MARCOS-
FILHO, 2015). Portanto, a reducdo da atividade dessa enzima proporciona maior exposi¢ao
dos sistemas de membranas aos efeitos do peroxido e em decorréncia do nivel de danos, o
oxigénio atua de forma mais intensa, promovendo oxidacdo dos compostos (BEWLEY;
BLACK, 1994).

Vidgal et al (2009) verificaram gque sementes de pimenta de alta qualidade fisioldgica, de
frutos colhidos a partir de 60 dias ap6s a antese, apresentaram menores valores de
condutividade elétrica e maior atividade da enzima superdxido dismutase. No entanto ndo foi
possivel estabelecer relacdo entre a atividade da peroxidase ao estadio de desenvolvimento

das sementes.
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A grande maioria dos trabalhos consultados relacionam a influéncia de estresses
abioticos e bidticos com as mudancgas que ocorrem na atividade de enzimas antioxidantes
SOD, APX e CAT em diferentes culturas como, alfafa (CAKMAK et al. 2010), cevada (MEI;
SONG 2010), Jatropa curcas (CAI et al. 2011), trigo (CHAUHAN et al. 2011), cebola
(DEMIRKAYA et al. 2010), Melanoxylon brauna (BORGES et al., 2015) e Caesalpinia
echinata (ARAUJO et al., 2017), e nesses casos a menor atividade dessas enzimas remetem
sementes de baixa qualidade e vigor.

Sementes colhidas aos 30 e 40 DAP apresentam um metabolismo desordenado e isso
pode ser em decorréncia dos processos inevitaveis de formacéo de radicais livres e espécies
reativas de oxigénio através de desequilibrios no transporte de elétrons da cadeia respiratéria
durante a secagem (KRANNER; BIRTIC, 2005), pois, sementes imaturas, mesmo as
ortodoxas, podem ter falhas nos sistemas antioxidantes em sua fase intolerante a dessecacéo
(BARBEDO et al., 2013).

Apesar das sementes oriundas de frutos colhidos aos 50 DAP apresentarem um sistema
de membranas praticamente bem estruturado, verificou-se que essas sementes estdo mais
propensas a deterioracdo, devido a colheita antecipada em relacdo a maturidade fisioldgica.
Porém, armazenou reservas suficientes para desencadear processos e atuar na linha de defesa
contra a deterioracdo. Os resultados obtidos neste trabalho reforcam a necessidade de se
conhecer 0 ponto de maturidade fisiolégica, bem como a melhor época de colheita para

obtencdo de sementes com maxima qualidade.
2.4. CONCLUSOES

A atividade das enzimas antioxidativas em sementes de tomate com estadio de maturacao
mais avancado (50, 60 e 70 DAP), apresentou comportamento mais ordenado, sendo mais
eficientes na remocdo de compostos reativos. No entanto, indicou que aquelas colhidas aos 50
DAP estdo em estado de deteriora¢do mais avancado devido a alta atividade enzimatica.

As atividades respiratorias e enzimaticas constituem bons indicativos das diferengas da

qualidade fisioldgica das sementes de tomate em diferentes estadios de maturacao.
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CAPITULO III

ANALISE DE IMAGENS NA AVALIACAO DO VIGOR DE SEMENTES DE
TOMATE DURANTE O DESENVOLVIMENTO E MATURACAO

BORGES, S. R. B; SILVA, P. P.; ARAUJO, F. S; SOUZA, F.F.J. and NASCIMENTO, W. M
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RESUMO

O potencial fisiologico das sementes esta diretamente relacionado a normalidade do processo
de formacédo delas, sob ponto de vista morfoldgico, estrutural e funcional. Deste modo, 0s
objetivos deste trabalho foram avaliar a morfologia interna de sementes de tomate do hibrido
BRS Nagai, em varios estadios de desenvolvimento e maturacdo, por meio da analise de
imagens de raios-X bem como relacionar os resultados com a germinacdo e o vigor das
sementes. As sementes foram obtidas a partir de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias
apos a polinizacdo (DAP). Posteriormente, sementes foram radiografadas tendo suas imagens
analisadas visualmente para a classificacdo da morfologia do embrido e mensuracdo do
espaco livre entre 0 embrido e endosperma, com auxilio do programa de analise de imagens
ImagelJ. Estes resultados foram comparados com a qualidade fisioldgica através do teste de
germinagdo e vigor. As correlagbes envolvendo a andlise de imagem de raios-X mostraram
gue as sementes que possuem embrides classificados como normais tendem a apresentar alto
vigor, e produzir plantulas normais. E aquelas que apresentam maior area livre interna tendem
a apresentar menor acimulo de massa seca, menor vigor e produziram maiores percentuais de
plantulas anormais.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L., Morfologia da semente, Raios-X.
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ABSTRACT

The physiological potential of seeds is directly related to normal formation process them
under morphological, structural and functional point of view. The objectives of this study
were to evaluate the internal morphology of tomato seeds of the hybrid BRS Nagai, at
different stages of development and maturation, through the X-ray image analysis and relate
the results with the germination and vigor seeds. The seeds were from fruits harvested at 30,
40, 50, 60 and 70 days after pollination (DAP). Subsequently, seeds were x-rayed with their
images analyzed visually for the embryo morphology classification and measurement of
clearance between the embryo and endosperm, with the help of the ImageJ image analysis
software. These results were compared with the physiological quality by germination and
vigor test. The correlations involving the analysis of X-ray picture showed that the seeds have
embryos classified as normal tend to have higher force and produce normal plantlets. And
those with greater internal free area tend to have lower accumulation of dry mass, the less
force and produced higher percentage of abnormal seedlings.

Key words: Solanum lycopersicum L., Seed morphology, X-ray.
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3.1. INTRODUCAO

Muitas cultivares de tomate apresentam o habito de crescimento indeterminado com
floracdo continua e desuniforme o que provoca irregularidade na maturacdo de frutos e
sementes (RAMIREZ-ROSALES et al., 2004). Sementes colhidas em diferentes estadios de
maturacdo podem mostrar diferencas estruturais, incluindo anomalias no embrido, que podera
afetar diretamente a germinacdo e vigor (SILVA et al., 2013).

O ponto de maturidade fisiologica das sementes tem sido identificado em geral por meio
de diferentes caracteristicas, tais como coloragdo do fruto (VALDES; GRAY, 1998), teor de
agua e acimulo maximo de matéria seca nas sementes (NASCIMENTO et al, 2006). Este tem
sido associado ao nimero de dias decorridos da antese até a maturidade do fruto. Entretanto,
estas variaveis podem sofrer modificacdes devido a fatores climaticos e genéticos, ndo se
constituindo em indicadores seguros do ponto de colheita (DIAS et al., 2006).

Atualmente, a analise de imagens de sementes e plantulas tem-se mostrado eficiente para
a avaliacdo dos componentes fisioldgicos e fisicos que influenciam na qualidade dos lotes de
sementes. Dentre as técnicas disponiveis, 0 teste de raios-X tem-se revelado eficiente na
analise da morfologia interna de sementes, possibilitando o estudo da relacdo entre essa
caracteristica e o seu potencial fisiologico, e identificando sementes danificadas e/ou
malformadas de forma rapida e precisa (SILVA et al., 2013).

O potencial fisioloégico das sementes esta diretamente relacionado a normalidade do
processo de formacao das sementes, sob ponto de vista morfolégico, estrutural e funcional. As
relacdes entre a morfologia, a estrutura e o desempenho das sementes tem sido identificadas e
esclarecidas com o uso de técnicas de analise de imagens de sementes e plantulas, com
destaque para informacGes obtidas na conducdo de testes de raios-X (MARCOS-FILHO,
2015).

Diversas pesquisas tém demonstrado a relagdo estreita entre a integridade das sementes,
germinacdo e vigor, a partir da analise de imagens de raios-X. Esta técnica possibilita a
identificacdo de danos que afetam a qualidade de sementes de vérias espécies; uma das
caracteristicas passiveis de avaliacdo por meio de andlise de imagens de raios-X, que
possivelmente esta relacionada com o desempenho das sementes, € o tamanho do embrido,
que pode ser definido como a relacdo entre o desenvolvimento embrionario e a area livre no
interior da semente (SILVA et al. 2012; MARCOS-FILHO, 2015).

Socolowski; Cicero (2008) observaram que a capacidade germinativa das sementes de

Tecoma stans € maior naquelas com embrides mais desenvolvidos ou com pequenos danos. A
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eficiéncia da andlise de imagens de raios-X, também foi verificada na avaliacdo da morfologia
interna de sementes e a associagdo destes resultados com a germinagéo e o vigor em sementes
de Cecropia pachystachya Trec. (PUPIM et al., 2008), pimentdo (GAGLIARDI; MARCOS-
FILHO, 2011), berinjela (SILVA et al., 2012), abobora (SILVA et al. 2014), Physalis
peruviana L (FERNANDES et al., 2016) entre outras.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar a morfologia interna de sementes
de tomate do hibrido BRS Nagai, em varios estadios de desenvolvimento e maturacdo, por
meio da analise de imagens de raios-X bem como relacionar os resultados com a germinacao

e 0 vigor das sementes.

3.2. MATERIAL E METODOS

Sementes do hibrido BRS Nagai foram produzidas na Embrapa Hortalicas, Brasilia-DF
no periodo de fevereiro a maio de 2015. Os parentais foram cultivados em vasos mantidos em
ambiente protegido seguindo as recomendac6es usuais para tomate tutorado. Os botdes florais
de plantas do parental feminino foram emasculados manualmente antes da maturidade da
abertura da flor e o p6len das flores de plantas do parental masculino foi coletado por meio de
um vibrador. A polinizacdo foi realizada diariamente sendo devidamente identificadas com
etiquetas contendo a data de realiza¢do do cruzamento.

Aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apos a polinizacdo (DAP) foram colhidos aproximadamente
40 frutos tendo as sementes extraidas por processo manual e colocadas para fermentar por um
periodo de 48 horas. Decorrido este tempo as sementes foram lavadas em éagua corrente,
secadas a temperatura ambiente por aproximadamente 24 h e, posteriormente, transferidas
para uma camara com ventilacdo a 32°C por mais 24 h. Apos a secagem, as mesmas foram
acondicionadas em embalagens de aluminio e armazenadas em camara fria a 7°C até a
realizacdo dos testes. No Laboratério de sementes foi determinado o grau de umidade das
sementes e 0s testes de germinacdo, primeira contagem e indice de velocidade de germinacao
(IVG).

3.2.1. Obtencao das imagens radiograficas

As imagens foram obtidas no Laboratorio de Andlise de Sementes da ESALQ em
Piracicaba-SP. O teste de raios-X foi realizado com cinco repeti¢cdes de 20 sementes de cada
tratamento (frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 DAA). As sementes foram fixadas em

sobre uma fita adesiva em lamina plastica transparente; as sementes foram numeradas de
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acordo com a posicdo ocupada, de maneira que pudesse ser identificadas nas determinacoes
posteriores. A lamina pléstica foi colocada no interior do equipamento digital de raios-X,
marca Faxitron®, modelo MX-20 DC-12 e submetida a radiacdo por 20 segundos a 20 kV, as
imagens geradas foram capturadas por um Scanner Umax, modelo Powerlook 1100, para
ampliacdo e visualizagdo em computador. Ap6s a andlise de raios-X as sementes foram
submetidas ao teste de germinagéo, respeitando a ordem das imagens de raios-X.

As imagens de raios-X foram utilizadas para avaliacdo da morfologia do embrido e a
presenca de endosperma e para avaliacdo da area livre no interior da semente. Os embrides
foram classificados como normal ou anormal, adaptando-se a metodologia descrita por Burg
et al. (1994). Um embrido anormal apresentava-se fortemente dobrado, amassado, quebrado
ou néo totalmente formado. J& um embrido considerado normal continha dois cotilédones em
perfeito estado, apresentando duas configuracGes basicas, geralmente encontrada em tomate,
que sdo: enrolada, onde os cotilédones sdao laminados no mesmo sentido e em dculos, em que

os cotilédones estdo em sentidos opostos.
3.2.2. Teste de germinacao

As sementes radiografadas foram distribuidas sobre duas folhas de papel mata-borrdo
umedecidas com agua destilada na quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco,
distribuidas em caixas de acrilico tipo ‘“gerbox” mantidas em germinador na faixa de
temperatura alternada de 20-30 °C. As leituras ocorreram aos 5 e 14 dias, conforme as regras
para andlise de semente (RAS). Foram avaliadas as seguintes variaveis: indice de velocidade
de germinacdo - contagens diarias do nimero de plantulas normais até o 14° dia apds a
semeadura, sendo calculando conforme Maguire (1962); primeira contagem de germinagdo —
contabilizacdo das plantulas normais no quinto dia apds a semeadura, sendo os valores
expressos em porcentagem (BRASIL, 2009); No quinto e no décimo quarto dia apos a
semeadura foram contabilizadas as plantulas normais, anormais e sementes mortas (BRASIL,
2009) e os resultados foram expressos em porcentagem. Durante a contagem foram feitas
imagens de todas as plantulas, com camera fotogréafica digital (pixel) e salvas em computador

para posterior analise.
3.2.3. Andlise da cavidade interna da semente

As imagens das sementes radiografadas foram salvas no formato tiff e analisadas com o
software ImageJ, adaptando-se a metodologia utilizada por Silva et al. (2013). As etapas da

analise das imagens no programa foram executadas da seguinte forma: abertura da imagem,
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conversdo para o tipo escala de cinza (8 bit), selecdo da area de interesse para analise, e neste
caso realizou-se a andlise de cada semente de forma individualizada, delimitando-se cada
uma, para que o programa efetuasse a analise e logo apds, realizou-se a selecdo da escala que
foi utilizada para a calibracdo da imagem, sendo que, neste trabalho, foi considerado o valor
de pixels em cada imagem como referéncia de 2368 X 2340 pixels; em seguida, determinou-
se a area do objeto, o perimetro e a area percentual (fraction area), a qual representa as areas

livres internas das sementes (figura 1).
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Figura 1. Exemplo de analise de imagens de sementes de tomate no programa ImageJ,
mostrando as etapas de: abertura da imagem (A); conversédo da imagem (B); escolha da area
de interesse (C e D); escolha da escala de medi¢do (E e F), e escolha dos parametros para

mensuracao (G e H). Brasilia-DF.
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Em seguida, foi realizado o ajuste de cores, para a separacdo das areas de interesse dos

demais constituintes da imagem; e por fim, foi efetuada a mensuracdo dos parametros

supracitados e a obtencdo dos resultados (figura 2).
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Figura 2. Exemplo de analise de imagens de sementes de tomate no programa ImageJ,
mostrando as etapas de: ajuste da escala de cor (I, J e L); mensuracdo dos parametros

escolhidos (M) e a obtencédo dos resultados (N e O).

3.2.4. Procedimento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco

repeticGes. Para as analises estatisticas todos os dados, IVG e biomassa de semente, foram
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transformados em arc sen (x/100)Y2

e em seguida submetidos a analise de variancia, tendo as
médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade através do programa Sistema para
Anadlise de Variancia-SISVAR (FERREIRA, 2011). Também foi calculada a correlacéo linear
de Pearson (r) entre todas as variaveis estudadas através do software estatistico SPSS

Statistics 22.
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 3 apresenta as imagens obtidas nas sementes oriundas dos diferentes

tratamentos mostrando embrides morfologicamente anormais e normais.

Figura 3. Imagens de raios-X de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, mostrando

embrido anormal (A, B e C), normal em 6culos (D e E) e normal enrolado (F). Brasilia-DF.

O grau de umidade das sementes, colhidas em diferentes estadios de maturacdo, apds a
secagem, variou de 5,7 a 6,0%. Este é um fator de grande importancia visto que diferencas
entre o grau de umidade pode influenciar a qualidade das imagens e quanto menor o teor de
agua maior sera a densidade Gtica da semente, facilitando assim a diferenciagdo das estruturas
através da radiografia (SIMAK, 1991; CARVALHO et al., 2009; SILVA; NASCIMENTO,
2010). Porém, em alguns casos, como em pimentdo, sementes muito secas (6% de umidade),
a visualizacéo e interpretacdo foram dificultadas, e a quantidade minima de adgua necesséria
para melhorar a imagem da radiografia sem promover aumentos na deterioragdo das sementes
foi determinada em 12% (GAGLIARD; MARCOS-FILHO, 2011).
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O periodo de exposicdo das sementes a radiacao de 20 segundos e a intensidade de 20 kV
possibilitaram uma visualizagdo adequada das sementes de tomate nas radiografias. A
tonalidade observada na analise de imagens radiograficas € definida em funcdo do nivel de
absorcdo da radiacdo em regides distintas da semente, que é determinada pela espessura,
densidade e composicao dos tecidos da semente (ISTA, 1993).

Na Tabela 1 encontram-se os resultados referentes a germinacéo de sementes de tomate
colhidas em diferentes estadios de maturacdo, na qual é possivel observar que aquelas
colhidas com 30 e 40 DAP ndo produziram plantulas normais, indicando que nesse estadio

elas ndo possuem capacidade germinativa.

Tabela 1. Valores médios de plantulas normais (%), sementes mortas (%), primeira
contagem de germinacéo (%), velocidade de germinacio (indice) e massa seca (mg semente™)
de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e

70 dias apos a polinizagdo. Brasilia, DF.

Periodo de colheita (DAP)

Variaveis CV%
30 40 50 60 70

Plantula normal 0d 0d 30c 52Db 70a 1,38
Plantulas anormais Ob 5b 40 a 30a 20a 1,26
Semente morta 100 a 9% a 30b 18 bc 10c 141
Primeira contagem Oc Oc 19b 65 a 68a 2,41
Velocidade de germinacgéo Oc 0,l1c 1,1b 2,3a 28a 1,18
Massa seca da semente 0,9d 2,7¢c 32D 3,6a 36a 240

Médias seguidas de letras iguais entre linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Em muitos casos, quando se trata de frutos carnosos, o ponto de maturidade fisioldgica
pode ser influenciado por um periodo de repouso pos-colheita dos frutos, antes da extracéo
das sementes (SILVA et al., 2014). Sementes oriundas de frutos de tomate da variedade Kada
colhidos aos 40 dias ap6s a antese (DAA) também apresentaram germinacdo nula, mas o
armazenamento dos mesmos por um periodo de 12 dias promoveu 98% de germinacgéo
(VIDGAL et al. 2006). Estes autores sugerem que 0 processo de maturacdo das sementes
colhidas antecipadamente pode ser completado com o armazenamento temporario dos frutos.

Quando os frutos foram colhidos com 50 e 60 DAP as sementes produziram plantulas

normais, contudo, a porcentagem apresentada foi baixa em relacdo as sementes colhidas em
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frutos com 70 DAP. Além de apresentarem o maior percentual de plantulas normais, as
sementes colhidas neste periodo também apresentaram os maiores valores de massa seca,
primeira contagem e velocidade de germinacdo em relacdo as sementes colhidas em periodos
inferiores a 50 DAP. Esses resultados indicam que estas sementes estavam préximas ou
atingiram o ponto de maturidade fisioldgica.

Resultados semelhantes foram obtidos por Ribeiro (2004), onde constatou que a maxima
qualidade fisioldgica das sementes de tomate ocorreu em frutos colhidos aos 70 DAA, ocasido
em que a maioria dos frutos apresentava 90% do pericarpo vermelho. Este autor verificou,
ainda, que frutos de tomate colhidos em inicio de amadurecimento e armazenados até estarem
completamente maduros produzem sementes de melhor qualidade.

A Figura 4 mostra imagens radiograficas de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai,
colhidos aos 50, 60 e 70 DAP, cujo embrido é morfologicamente normal e suas respectivas

plantulas normais.

Figura 4. Imagens radiograficas de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, colhidas aos
50 (A), 60 (B) e 70 (C) dias apds a polinizacdo, com embrido morfologicamente normal e

suas respectivas plantulas normais, Brasilia-DF.

Demir; Samit (2001) verificaram que sementes de tomates extraidas de frutos colhidos
aos 70 DAA, com coloracdo vermelha e firmes, apresentaram méaxima qualidade fisioldgica e
vigor, o que ndo ocorreu quando os frutos foram colhidos aos 50 DAA ou a partir de 80 DAA.
Na Tabela 2 estdo dispostos os resultados referentes a analise de imagem de raios-X de
sementes de tomate colhidas em diferentes estadios de maturacdo. Verifica-se que o maior
percentual de embriGes normais foi obtido em sementes colhidas aos 70 DAP, assim como 0s

menores percentuais de embrides anormais e area livre total da cavidade interna.
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Tabela 2. Valores médios de embrides normais (%), embrides anormais (%) e area livre
total (%) de semente de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40,

50, 60 e 70 dias apds a polinizacao. Brasilia, DF.

Periodo de colheita (DAP)

Variaveis
30 40 50 60 70 CV%
Embrido normal 0d 2d 36¢C 56 b 75a 1,39
Embrido anormal 100 a 98 a 64 b 44 c 25d 0,30
Area livre total 49 a 35a 24 b 16 c 15 d 1,13

Médias seguidas de letras iguais nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Em sua maioria, as sementes que apresentaram maiores percentuais de area livre
demonstravam anormalidades no embrido, principalmente nos cotilédones: fortemente
dobrado, amassado, quebrado ou ndo totalmente formado. As sementes ndo apresentavam
sinais de deterioracdo, no entanto, algumas das que foram colhidas aos 30 e 40 DAP
apresentavam intensa area livre e o embrido ndo bem formado, provavelmente devido a isso,

néo foram capazes de produzir plantulas normais (Figura 5).

Figura 5. Imagens radiogréficas de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, colhidas aos
30 (A) e 40 (B) DAP com extensa area livre e embrido anormal e suas respectivas sementes

mortas. Brasilia-DF.

Eventualmente, mesmo as sementes apresentando embrido morfologicamente normal,

esta gerou uma plantula anormal como pode ser observado na Figura 6.
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Figura 6. Imagens radiogréficas de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, colhidas aos
50, 60 e 50 DAP, com embrido morfologicamente normal e suas respectivas plantulas

anormais, Brasilia-DF.

Conforme Burg et al., (1994) algumas sementes bem formadas e aparentemente sem
nenhum problema podem dar origem a plantulas anormais ou sementes mortas, pois o teste de
raios-X ndo consegue detectar determinados problemas fisiologicos, como, por exemplo, fases
intermediarias do processo de deterioracdo, que poderiam estar afetando o processo de
germinacao.

Os resultados das correlacdes entre as varidveis estdo apresentados na Tabela 3, onde se

verifica que a maioria dos coeficientes obtidos foram altos (r > 0,8) e significativos.
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Tabela 3. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre variaveis avaliadas em sementes
de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a

polinizacdo. Brasilia, DF.

PN PA SM EN EA IVG PC MS
AL -0,88" -0,67 0,90" -0,89 089" -087" 082"  -092"
PN 053  -0,93" 0,98 0,97 0,97 0,94 0,72”
PA 0,80" 0,61" 0,61 057" 0,48" 0,66~
SM 0,94 094"  -092" 085"  -0,80"
EN -1,00” 0,98 0,94” 0,74
EA 0,987  -0,94" -0,73"
IVG 0,98™ 0,72
PC 067"

ns (ndo significativo); * e ** (significativo pelo teste t a 5 e 1% de probabilidade,
respectivamente).

As correlacdes envolvendo a analise de imagem de raios-X mostraram que as sementes
que possuem embrides classificados como normais tendem a apresentar alto vigor (IVG; PC),
e produzir plantulas normais, ocorrendo o inverso quando possuem embrifes anormais.

Soma-se a isto que aquelas sementes que apresentam maior area livre interna tendem a
apresentar menor acumulo de massa seca, menor vigor (IVG; PC) e produziram maiores
percentuais de plantulas anormais.

A distribuicdo das sementes quanto a area livre dentro de cada tratamento pode ser
visualizada na Figura 7. Observa-se que as sementes colhidas aos 60 e 70 DAP apresentaram
valores de area livre inferiores a média geral que foi de 28%, enquanto nas demais épocas de
colheita foram observados valores de areas livres de até 60%. As sementes colhidas aos 30 e
40 DAP apresentaram area livre superior e ndo germinaram.

A média de area livre cujas sementes produziram plantulas normais foi de 20%. Este
resultado pode indicar que sementes de tomate do hibrido BRS Nagai, com éarea livre superior
a este valor, possuem embrides imaturos e com incapacidade de germinar.

Esse fendbmeno também pode estar relacionado a menor quantidade de reservas
armazenadas, as quais sao essenciais para o fornecimento de energia para 0s processos iniciais
de germinacdo, a sintese de proteinas e a atividade respiratéria inicial envolvem componentes

armazenados durante a maturacao das sementes (NONOGAKI et al., 2010).
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Sementes com areas livres internas também mostraram-se parcialmente formadas e néo
foram capazes de originar plantulas normais como demonstraram em Cecropia pachystachya
Trec (PUPIM et al., 2008) e em Lithraea molleoides (MACHADO; CICERO, 2003).

Estudos realizados por Downie et al. (1990) mostraram que a extensdo do espaco livre
ndo pode ser considerada por si sO para estimar a capacidade germinativa das sementes. No
entanto, a reducdo da area ocupada pela cavidade interna do embrido e endosperma em
sementes de pimentdo aumentou a porcentagem de plantulas anormais e sementes néo
germinadas (GAGLIARDI; MARCOS-FILHO, 2011), indicando que essa relagdo pode ser
utilizada para estimar a germinacao de algumas espécies.

Para pimentéo, Dell’ Aquila (2007) constatou que quando as sementes tinham areas livres
maiores que 2,7%, em relacdo a sua area total, na maioria dos casos, originaram plantulas
anormais ou ndo germinaram. Amaral et al. (2011) utilizando analise de raios-x mostrou que a
maioria das sementes de ipé roxo com danos ao eixo embrionario e cotilédones produziram
plantulas anormais e quando a area livre foi superior a 50% da érea total de sementes, quase

ndo houve sementes germinadas.
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Figura 7. Distribuicdo de area livre no interior de cada semente de tomate, hibrido BRS
Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30 (A), 40 (B), 50 (C), 60 (D) e 70 (E) dias apos a

polinizacdo, numa amostra de 100 sementes, Brasilia-DF.

Em sementes de milho, Cicero; Banzatto, (2003) verificaram que quando os danos de
quebras transversais graves foram visiveis, a translocacdo do nutriente do endosperma para o

eixo embrionario foi prejudicada e por isso 0 nimero de plantulas anormais aumentou.
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Conforme Menezes et al. (2012) é possivel que o efeito dos danos na germinagcdo ocorra em
funcgéo da interrupgédo na translocagéo de nutrientes do endosperma para o embri&o.

Diante destes resultados, verifica-se que a analise de imagens radiograficas se apresenta
como uma ferramenta alternativa para estudos de maturidade fisiologica de sementes de
tomate, através da identificacdo de caracteristicas internas nas sementes, como a morfologia
do embrido e presenca de &reas livres, as quais podem reduzir o potencial fisioldégico dos
lotes.

E importante ressaltar que sementes colhidas aos 70 DAP passaram pelo processo de
limpeza durante a etapa de beneficiamento, antes do armazenamento, diferente das demais
sementes, e isso pode ter contribuido para elas apresentarem menor nimero de plantulas

anormais.
3.4. CONCLUSOES

A analise de imagens através de raios-X se mostra complementar para o estudo de
maturacao fisiologica de sementes de tomate.

A andlise de raios-X pode predizer a performance das sementes atraves da morfologia do
embrido, permitindo a selecdo de sementes de alta qualidade.
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CAPITULO IV

AVALIACAO DO VIGOR DE SEMENTES DE TOMATE EM DIFERENTES
ESTADIOS DE MATURACAO POR MEIO DA ANALISE
COMPUTADORIZADA DE PLANTULA
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RESUMO

Anélise computadorizada de imagens de plantulas ¢ uma das técnicas mais recentes para
detectar diferencas de vigor entre lotes de sementes. No entanto, ainda sdo poucos 0s
trabalhos mostrando o uso da técnica no estudo de maturacdo. Por isso, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a qualidade fisiologica de sementes hibridas de tomate, BRS Nagai,
oriundas de frutos colhidos em diferentes estddios de desenvolvimento, com o auxilio da
analise computadorizada de imagens de plantulas pelo SVIS®. Sementes do hibrido BRS
Nagai foram produzidas através de polinizacdo manual em telados do campo experimental da
Embrapa Hortalicas. Aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap0s a polinizacdo (DAP) foram colhidos
frutos tendo suas sementes extraidas e colocadas para fermentar por um periodo de 48 horas.
Posteriormente elas foram lavadas e secas a temperatura ambiente por 24 horas e transferidas
para uma camara com ventilacdo a 32°C por mais 24 h. Apos a secagem, as mesmas foram
acondicionadas em embalagens de aluminio e armazenadas em camara fria a 7°C até a
realizacdo dos testes. No laboratorio de sementes da Embrapa Hortalicas foi determinada a
umidade e realizado os testes de germinacdo, primeira contagem de germinacéo,
envelhecimento acelerado com solucdo saturada de sal e emergéncia de plantulas. A analise
computadorizada de imagens com o SVIS® foi realizada no Laboratério de Anélise de
Imagens do Departamento de Producdo de Cultivos do Colégio Agricola "Luiz de Queiroz" da
Universidade de Séo Paulo, localizado em Piracicaba, SP, Brasil. Os dados foram submetidos
a analise de variancia e posteriormente regressdo. A umidade das sementes colhidas nos
diferentes estadios de maturacdo ndo revelou diferencas significativas, externando a
uniformidade da secagem das mesmas, variando de 5,7 a 6,0 %. A andlise de regressao
mostrou efeitos significativos em todas as varidveis testadas. A qualidade das sementes
colhidas aos 40 DAP é baixa, ndo sendo possivel obter resultado para os indices de analise de
imagens obtidos pelo SVIS, pois, elas ndo germinaram até o momento de realizacdo do teste.
A anélise de imagens de pléantulas apresentou eficiéncia similar com os demais testes de vigor
concordando quanto ao periodo de colheita para a ocorréncia de maxima qualidade fisioldgica
das sementes de tomate (entre 60 e 70 DAP). No entanto, houve divergéncia na avaliacdo das
sementes colhidas nos dois ultimos estadios de maturacéo.

Palavras-chave: BRS Nagai, maturacao, Solanum lycopersicum, SVIS.
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ABSTRACT

Computerized analysis of seedlings images is one of the most recent techniques for detecting
differences in vigor between seed lots. However, there are still few studies showing the use of
the technique in the maturation study. Therefore, the objective of this work was to evaluate
the physiological quality of tomato hybrid seeds, BRS Nagai, from fruits harvested at
different stages of development, with the aid of SVIS ® computerized image analysis of
seedlings. The seeds were produced through manual pollination on the screen of the
experimental field of Embrapa Vegetable Crops. At 30, 40, 50, 60 and 70 days after
pollination (DAP) fruits were harvested having their seeds extracted and placed to ferment for
a period of 48 hours. Afterwards they were washed and dried at room temperature for 24
hours and transferred to a chamber with ventilation at 32 ° C for a further 24 h. After drying,
they were packed in aluminum containers and stored in a cold room at 7°C until the tests were
performed. In the seed laboratory of Embrapa Vegetable Crops the humidity was determined
and the tests of germination, first germination count, accelerated aging with saturated solution
of salt and emergence of seedlings were carried out. The computerized image analysis was
performed at the Image Analysis Laboratory of the “Luiz de Queiroz” Agricultural College of
the University of Sdo Paulo, Piracicaba, SP, Brazil. Data were submitted to analysis of
variance and later regression. The water content of the seeds harvested at the different
maturation stages showed no significant differences, indicating the uniformity of drying of the
seeds, varying from 5.7 to 6.0%. Regression analysis showed significant effects on all
variables tested. The quality of the seeds harvested at the 40 DAP is low, and it is not possible
to obtain results for the image analysis indices obtained by the SVIS, since they did not
germinate until the moment of the test. Seedling analysis showed similar efficiency with the
other vigor tests agreeing on the harvest period for the highest physiological quality of tomato
seeds (between 60 and 70 DAP). However, there was divergence in the evaluation of the
seeds harvested in the last two stages of maturation.

Key words: BRS Nagai, maturation, Solanum lycopersicum, SVIS.
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4.1. INTRODUCAO

O uso de sementes com alto potencial fisiologico € indispensavel para o sucesso na
producdo agricola e contribui significativamente para o estabelecimento rapido do suporte e 0
desenvolvimento inicial de mudas vigorosas no campo (MARCOS-FILHO, 2015).

Tradicionalmente, o vigor das sementes tem sido avaliado por testes fisioldgicos,
bioquimicos e de tolerancia ao estresse (CHIQUITO et al., 2012; MARCHI; CICERO, 2017).
No entanto, ainda ha oportunidades para incluir alternativas inovadoras como a analise
informatizada de imagens de plantulas, favorecendo a padronizagéo, precisdo, objetividade e
reducdo no tempo necessario para a realizagdo de testes (ROCHA; SILVA; CICERO, 2015),
pois, respostas rapidas e precisas do vigor sdo altamente desejaveis nos programas de controle
de qualidade das empresas produtoras de sementes para decidir sobre o destino de lotes
(GOMES- JUNIOR; CHAMMA; CICERO, 2014; WENDT et al., 2017).

Alguns testes de vigor sdo baseados em determinagOes de velocidade e uniformidade do
crescimento de plantulas ou medicdo manual de suas partes (SILVA; CICERO, 2014). Os
testes de comprimento de plantula com base na medi¢do manual apresentam duas limitacdes
pelo menos como, por exemplo, os resultados podem variar de laboratério a laboratorio
devido a natureza da matéria e levar tempo excessivo para adquirir resultados. Portanto, ao
automatizar essas tarefas através do uso de programas de computador de processamento de
imagem, estas duas limitacdes podem ser descartadas (HOFFMASTER et al., 2003; SILVA;
CICERO, 2014).

A viabilidade do uso de andlise de imagem computadorizada foi demonstrada pela
primeira vez por McCormac et al. (1990) que determinaram o comprimento médio das raizes
primarias das mudas de tomate, alface e couve-flor, evidenciando que o teste oferece a
perspectiva de previsdes mais precisas e menos dispendiosas sobre vigor das sementes
(BAALBAKI et al., 2009). Mais recentemente o uso da analise de imagem computadorizada
tem permitido obter informacGes objetivas em um periodo de tempo relativamente curto e
com menos interferéncia humana na avaliacdo do vigor das sementes em Vérias espécies
(MARCOS-FILHO et al., 2006).

Até o momento, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos demonstrando que uso da
técnica é eficiente para estratificar lotes de sementes em diferentes niveis de vigor, como,
tomate (SILVA; CICERO, 2014) algoddo (ALAVARENGA; MARCOS-FILHO, 2014), soja
(YAGUSHI et al., 2014) cenoura (MARCHI; CICERO, 2016), cebola (GONCALVES et al.,

2017), Crambe abyssinica (LEAO-ARAUJO et al., 2017).
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Silva et al. (2017) verificaram que o teste de analise de imagens foi eficiente no estudo de
maturacdo e desenvolvimento de sementes de abdbora. Sementes colhidas em diferentes
estadios de maturacdo podem mostrar diferencas estruturais, incluindo anomalias no embrido,
que afetard diretamente a germinacdo e vigor (SILVA et al., 2013). Estas anomalias
comprometem diretamente o desempenho das sementes, que ao emergirem podem apresentar
plantulas anormais. Contudo, a analise de imagem através do software SVIS® podera
corroborar com os estudos sobre a maturagéo e desenvolvimento de sementes.

Conforme Silva e Cicero (2014) ainda nao se tem muitos trabalhos relacionadas ao uso
desta técnica para avaliagfes da qualidade de sementes de tomate e até 0 momento ndo se
encontrou estudos utilizando-se o SVIS® para avaliar sementes de tomate em diferentes
estadios de maturacdo. Partindo desses pressupostos objetivou-se com esta pesquisa avaliar a
qualidade fisiologica de sementes hibridas de tomate BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos

em diferentes estadios de desenvolvimento, com o auxilio da analise de imagens de plantulas.

4.2. MATERIAL E METODOS
4.2.1. Producédo das sementes

As sementes do hibrido BRS Nagai foram produzidas na Embrapa Hortalicas, Brasilia-
DF no periodo de fevereiro a maio de 2017. Os parentais foram cultivados em vasos mantidos
em ambiente protegido seguindo as recomendacdes usuais para tomate tutorado. Os botbes
florais de plantas do parental feminino foram emasculados manualmente antes da maturidade
da abertura da flor e o p6len das flores de plantas do parental masculino foi coletado por meio
de um vibrador. A polinizagéo foi realizada diariamente sendo devidamente identificadas com
etiquetas contendo a data de realiza¢do do cruzamento.

Aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apos a polinizacdo (DAP) foram colhidos aproximadamente
60 frutos tendo as sementes extraidas por processo manual e colocadas para fermentar por um
periodo de 48 horas. Decorrido este tempo as sementes foram lavadas em &gua corrente, secas
a temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas e, posteriormente, transferidas para
uma camara com ventilacdo a 32°C por mais 24 horas. Apos a secagem, as mesmas foram
acondicionadas em embalagens de aluminio e armazenadas em camara fria a 7°C até a
realizacéo dos testes.

Os testes de analise de imagens de plantulas foram realizados nos laboratorios de Analise

de Sementes e de Analise de Imagens da Escola Superior de Agronomia — ESALQ, em
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Piracicaba-SP e os demais testes no Laboratério de Sementes da Embrapa Hortalicas, Brasilia
- DF.

4.2.2. Andlises fisioldgicas

A qualidade fisiologica das sementes foram determinadas por meios dos seguintes testes:

4.2.2.1. Umidade
Utilizou-se o método da estufa a 1053 °C, por 24 horas com trés amostras de sementes
de 1,0 g para cada época e os resultados foram expressos em porcentagem (base Umida),
conforme Brasil (2009).

4.2.2.2. Germinagdo

Quatro repeticdes de 50 sementes de cada época colhida foram distribuidas sobre duas
folhas de papel de germinacdo umedecidas com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a
massa seca do substrato, no interior de caixas de plastico e expostas a 20-30°C, com
fotoperiodo ajustado para 8 horas de luz e 16 horas de escuro. As avalia¢des foram realizadas
aos 14 dias ap6s a semeadura (Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem

de plantulas normais.
4.2.2.3. Primeira contagem de germinacéo

Realizada conjuntamente com o teste de germinacdo, contabilizando-se o nimero de
plantulas normais presentes no quinto dia apés o inicio do teste. Os resultados foram

expressos em porcentagem.
4.2.2.4. Indice de velocidade de germinacio (IVG)

Determinado conjuntamente ao teste de germinacédo, por meio da contagem do nimero de
sementes germinadas, diariamente, a partir da emissdao da radicula, até a estabilizacdo do

estande e calculado segundo a equacao abaixo proposta por Maguirre (1962).

ni
ve- (3
ti
ni = numero de sementes germinadas na primeira, na segunda e na tltima contagem; N1, N,
ti = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda e Gltima contagem.

4.2.25. Envelhecimento acelerado

Duzentas sementes de cada época foram uniformemente distribuidas sobre uma tela de

aluminio, dispostas em caixas plasticas tipo “gerbox”, contendo no fundo, 40mL de solugdo
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de cloreto de sédio (NaCl) 40%. As caixas foram fechadas e mantidas a 41°C, por 72 horas
em camara de envelhecimento. Apds esse periodo, as sementes foram submetidas ao teste de
germinacdo, conforme descrito anteriormente e as avaliacGes feitas aos cinco dias apos a

semeadura.
4.2.3. Andlise computadorizada

Para a obtencédo das plantulas foi adotada a exposicéo de 25 sementes a 20-30°C, em rolo
de papel toalha umedecidos com quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa seca do
papel, por quatro dias, conforme (SILVA; CICERO, 2014). Posteriormente, as plantulas
foram transferidas do papel toalha para uma folha de cartolina com coloracdo preta e as
imagens obtidas com scaner modelo HP Scanjet 2004, montado de maneira invertida no
interior de uma caixa de aluminio com resolucdo de 100 dpi. Em seguida, as imagens de
plantulas foram analisadas com o uso do software Seed Vigor Imaging System (SVIS®)
instalado em computador operado por sistema Windows XP Professional. Ap6s a anélise e a
avaliacdo de cada plantula, o software forneceu valores referentes aos indices de vigor (V) e
de uniformidade de crescimento (IUC) variando de 0 a 1000 e comprimento de plantulas
(CP). Os dados de comprimento de plantulas foram fornecidos pelo programa em pixels e,
apos a tabulagdo, foram transformados para cm, considerando-se que um pixel equivale a
0,02645 cm.

4.2.4. Procedimento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Incialmente os dados foram
analisados quanto a normalidade de distribuicdo de residuos e uniformidade da variancia e
aqueles que ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidades foram transformados em
arc sen (x/100)"2. Posteriormente foram submetidos & anélise de variancia a 5% de
probabilidade pelo teste “F” e as estimativas dos parametros de regressdo foram analisadas
pelo teste “t” a 5% de probabilidade através do programa Sistema para Anélise de Variancia-

SISVAR (FERREIRA, 2011).
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A umidade das sementes colhidas nos diferentes estadios de maturacdo nao revelou
diferencas significativas, externando a uniformidade da secagem das mesmas, variando de 5,7

a 6,0 %. Isto é importante, considerando que uma grande diferenca entre os lotes quanto ao
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teor de umidade, poderia influenciar os resultados de vigor (TEKRONY, 2003;
ALAVRENGA; MARCOS-FILHO, 2014).

A tabela 1 apresenta o resumo da analise de variancia (ANOVA) das variaveis
fisioldgicas e do indice de vigor, indice de uniformidade e comprimento de plantulas, obtidos
a através do SVIS®. Verifica-se que houve diferenca significativa em todas as variaveis
analisadas.

Tabela 1. Resumo da ANOVA da qualidade fisioldgica de sementes de tomate, hibrido
BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacéo,
através da anélise computadorizada de imagens de plantulas pelo SVIS®. Brasilia, DF.

Quadrado médio

v G PC IVG EAS EP vV IUC CP
Epoca 58,15 6769,200 2,62°  6694,05  57,52° 850,28 836,18 1,42
Residuo 0,86 4,40 0,02 15,32 041 049 0,44 0,002
CV% 1358 4,62 7,78 8,43 11,24 453 429 3,92

FV - Fontes de variagdo; G - Germinagdo; PC - Primeira contagem de germinagéo; IVG -
indice de velocidade de germinaco; EAS - Envelhecimento acelerado em solugdo saturada;
EP - Emergéncia de plantulas; IV - indice de vigor; IUC - indice de uniformidade no
crescimento; CP - Comprimento de plantulas; ™ - ndo significativo, ~ - significativo a 5%

respectivamente pelo teste F.

A tabela 2 apresenta o resumo da analise de regressdo demonstrando efeitos
significativos para a maioria das variaveis testadas, exceto no quadratico para o indice de
vigor, indice de crescimento e comprimento de plantulas e no cubico para o indice de

velocidade de germinacao.
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Tabela 2. Resumo da analise de regressdo do potencial fisioldgico e analise de imagens de
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70

dias apds a polinizacdo. Brasilia, DF.

) _ Quadrado médio
Parametros avaliados

Linear Quadratico Cubico
Porcentagem de germinacéo 236,37 54,77 10,17
Primeira contagem de germinacéo 237,17 41,7 82"
indice de velocidade de germinacao 6,9 0,9” 03 "™
Envelhecimento acelerado 206,4" 19,0" 76"
Emergéncia de plantulas em campo 23280,6" 385,87  1960,0
indice de Vigor 184771217 66822,3" 151413,0"
indice de Crescimento 1621651,3" 115600,0™ 1633284
Comprimento de Plantulas 47" 0,0™ 0,8"

"™ e ™ corresponde a significativo a 1 e 5% respectivamente pelo teste t.

Observando a figura 1, verifica-se que sementes colhidas aos 30 DAP ndo possuem
capacidade germinativa, sendo totalmente inviaveis (figura 1). A germinag&o inicia-se aos 40

DAP (27 %) apresentando um aumento expressivo a partir de entéo.

100 -
90 A
80 A
70 A
60
50 -

Germinacéo (%)

40 1
30 1
20

10 -

§ =-0,0032x% + 0,4164x? - 13,693x + 122,19
R2=0,98

30 40 50 60 70
Dias apos a polinizagdo

''''' ©-- Linha descritiva Linha de tendéncia

Figura 1. Porcentagem de germinacgdo de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas
de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacdo. Brasilia-DF.
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Sementes colhidas aos 50, 60 e 70 dias ap6s a polinizacdo apresentaram 0s maiores
percentuais de germinacdo, 82, 92 e 91%, respectivamente, valores estes, superiores ao
especificado como padrdo minimo (80%) para sementes fiscalizadas e certificadas de tomate.
O valor maximo de germinacdo (95%) ocorre entre 60 e 70 DAP, evidenciando que sementes
maduras e bem formadas, tém percentual de germinacdo maior que sementes imaturas
(BARBEDO et al., 2004).

A indicacdo do momento em que o vigor das sementes foi maximo, conforme o modelo
ajustado foi de aproximadamente 64 dias ap6s a polinizacdo, sendo concordante entre 0s
testes.

Nota-se que, assim como na germinagdo, o vigor, representado pelos testes de primeira
contagem (figura 2 A), velocidade de germinacdo (figura 2 B) e envelhecimento acelerado
(figura 2 C), foi maior para as sementes colhidas aos 50, 60 e 70 dias apds a polinizacao.
Sementes colhidas aos 40 DAP tem velocidade de germinagdo reduzida e ndo toleram
estresse, como mostra os testes de primeira contagem, IVG e envelhecimento acelerado. O
vigor das sementes colhidas aos 50 DAP reduziu drasticamente, no teste de emergéncia de
plantulas, diferenciando-se daquelas colhidas aos 60 e 70 DAP (figura 2 D). Observando
ainda os testes de primeira contagem, IVG e emergéncia, verifica-se leve tendéncia de
diminuicdo do vigor quando as sementes sdo colhidas aos 70 DAP.
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Figura 2. Primeira contagem de germinacdo (A), indice de velocidade de germinacdo (B),
envelhecimento acelerado com solucdo saturada (C) e porcentagem de emergéncia de
plantulas (D) de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30,

40, 50, 60 e 70 dias apos a polinizacédo. Brasilia-DF.

Com relagdo aos resultados da analise de imagens de plantulas obtidos pelo SVIS®, foi
observado que a medida que as sementes adquirem maturidade, com o aumento dos dias para
a colheita dos frutos, o indice de vigor (IV) e de uniformidade de crescimento (IUC)
aumentam (figura 3 A e B). E importe ressaltar que sementes colhidas aos 40 DAP tem uma
germinacdo lenta, como observado nos testes anteriores, contudo, aos quatro dias apos a
semeadura, momento da realizacdo do teste, ndo havia nimero suficientes de sementes
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germinadas capaz de produzir resultados, por isso, os valores dos parametros foram
considerados zero, na analise dos dados.

Pelas linhas de tendéncia ajustadas verifica-se que os IV e IUC maximos ocorrem aos 68
e 66 dias ap06s a polinizacdo, respectivamente, proximo dos obtidos pelos testes de vigor
supracitados. No entanto, esses dois parametros mostraram tendéncia de crescimento linear no

vigor das sementes, sugerindo que aquelas colhidas aos 70 DAP seriam possivelmente mais

vigorosas.
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Figura 3. indice de vigor (A) e de uniformidade no crescimento (B) de sementes de tomate,
hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apo0s a

polinizagdo. Brasilia-DF.

Para soja, a Ohio Crop Improvemente Association, entidade certificadora de sementes
nos Estados Unidos da América, desenvolveu uma escala onde lotes sdo classificados com
vigor excepcional (800-1000), alto (600-799), bom (400-599) e baixo (200-399) através da
analise de imagens de plantulas pelo SVIS® (WENDT et al., 2017; MARCOS-FILHO, 2015),
no entanto, ainda ndo existe uma escala para avaliar o vigor em sementes de tomate. Os
valores do indice de vigor foram de 388, 754 e 894 para sementes colhidas aos 50, 60 e 70
DAP, respectivamente. Ja os valores do indice de uniformidade no crescimento foram de 445,
719 e 824, para sementes colhidas nas mesmas épocas. Nota-se, portanto, que as sementes

colhidas aos 70 DAP sdo aparentemente mais vigorosas. Silva; Cicero (2014) verificaram que
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lotes de sementes de tomate com maior vigor apresentavam valores de IV entre 604 e 642, e
de IUC entre 566 a 594.

E importante ressaltar que as empresas que produzem sementes tém a necessidade de
desenvolver testes especificos que garantam analises rapidas e adequadas para identificar lotes
com maior nivel de qualidade e esse tipo de informacéo tecnoldgica, pode ser incluida como
uma chave para a agricultura global de precisdo e sustentabilidade, e para a transferéncia
padronizada de dados para analistas de sementes com intuito de auxiliar na tomada de deciséo
(DELL'AQUILA, 2009).

A avaliagdo do crescimento de plantulas para analise do vigor é indicada pelas normas
internacionais para analise de sementes (ISTA, 2011) e varios trabalhos de pesquisa utilizando
a analise computadorizada de imagens relatam sua eficiéncia para separar lotes em diferentes
niveis de vigor como em meldo (MARCOS-FILHO et al., 2006), canola (TOHIDLOO;
KRUSE, 2009), pepino (CHIQUITO, et al., 2012), tomate (SILVA; CICERO, 2014), brécolis
(ABUD et al., 2017) e soja (MARCOS-FILHO et al., 2009; WENDT et al., 2017).

Em soja, Wendt et al., (2017) observaram que os indices de vigor e uniformidade de
crescimento determinado pela anélise de imagens de plantulas com o SVIS® possui maior
capacidade em predizer o estabelecimento de plantulas em campo. No entanto, em amendoim,
Marchi et al. (2011) verificaram que a uniformidade de crescimento ndo foi um parametro
eficiente na avaliacdo do potencial fisioldgico, apresentando resultados similares aos testes de
envelhecimento acelerado e emergéncia de plantulas em campo.

Considerando o indice de comprimento de plantulas (CP) (figura 4), observa-se que
sementes colhidas aos 50 DAP obtiveram os menores valores de CP (0,4 cm), aumentando
progressivamente até os 60 DAP. Ha, portanto, tendéncia de diminuicdo do vigor das
sementes colhidas aos 70 DAP, concordando com os resultados obtidos nos testes de primeira
contagem, IVG e emergéncia de plantulas. O CP maximo estimado pelo modelo ocorre em
torno de 60 dias.

Para Nakagawa (1999), a avaliagdo do comprimento da plantula é considerada
eficiente para detectar diferencas no potencial fisioldgico das sementes de varias espécies.
Simultaneamente, além desta sensibilidade, esses resultados podem mostrar relagdo com o
surgimento de mudas no campo (VANZOLINI et al., 2007).
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Figura 4. Comprimento de plantulas obtidas pelo SVIS de sementes de tomate, hibrido
BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacao.
Brasilia-DF.

Quanto ao periodo em que ocorre maximo vigor (entre 60 e 70 DAP), houve
concordancia entre todos os testes, incluindo os de andlise de imagens de plantulas pelo
SVIS®. Porém, na avaliacdo da qualidade fisiolgica, verifica-se que os indices de vigor e
uniformidade de crescimento foram concordantes somente com o teste de emergéncia, para
distinguir a baixa qualidade das sementes colhidas aos 50 DAP, enquanto que o indice
comprimento de plantulas revelou informacBes mais coerentes tanto com o teste de
emergéncia quanto com as dos demais testes de vigor, permitindo identificar diferencas
significativas no desempenho das sementes.

Vale salientar, portanto, que o uso do SVIS® no se restringe apenas & comparagao
direta do vigor de diferentes lotes através da analise do crescimento das plantulas, mas
envolve a possibilidade de sua introdu¢do como complemento de outros testes (SEKHARAM
et al., 2005; SILVA; CICERO, 2014 ).

Rocha et al. (2015) verificaram que lotes de sementes de girassol apesar de apresentarem
mesma classificagdo no teste de germinacdo, os testes de vigor corriqueiros foram
concordantes com os de anélise de imagens de plantulas pelo SVIS® demonstrando diferencas
de desempenho dos lotes. No entanto, Silva et al (2012) verificaram que, em sementes de
crotaléria, somente o teste de condutividade elétrica mostrou concordancia com os resultados

da analise de imagens de plantulas obtidos pelo SVIS®. Isso reforca a premissa de que o
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potencial fisiolégico deve ser avaliado por mais de um teste, baseando-se em principios
diferentes, possibilitando assim uma informagdo mais completa sobre o potencial de
desempenho das sementes (ROCHA; SILVA; CICERO, 2015).

No caso dos estudos sobre maturacdo, os testes de vigor tém o intuito de auxiliar na
identificacdo da qualidade das sementes, contribuindo ainda para a tomada de decisdo sobre 0
momento adequado para a realizacdo da colheita de modo a se obter sementes com méxima
qualidade fisiologica. Ademais, observa-se que os testes de analise de imagens foram
complementares para detectar diferencas na qualidade das sementes de tomate, principalmente
daquelas colhidas aos 50 DAP, que apesar de apresentar germinagdo acima de 80 %, o vigor
das sementes colhidas nesta época € reduzido.

Silva et al. (2017) avaliando a qualidade fisiologica de sementes hibridas de abdbora, em
diferentes estadios de maturacéo, verificaram eficiéncia no uso software SVIS® para avaliar a

qualidade das sementes.
4.4. CONCLUSOES

A andlise de imagens de plantulas apresentou eficiéncia similar com os demais testes de
vigor concordando quanto ao periodo de colheita para a ocorréncia de maxima qualidade
fisioldgica das sementes hibridas de tomate (entre 60 e 70 dias apds a polinizacdo). No
entanto, houve divergéncia na avaliacdo das sementes colhidas nos dois ultimos estadios de

maturacao.
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CAPITULO V

RESPOSTA FISIOLOGICA DE SEMENTES DE TOMATE EM DIFERENTES
ESTADIOS DE MATURACAO SUBMETIDAS AO CONDICIONAMENTO
OSMOTICO
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RESUMO

Considerando que sementes colhidas em distintos estadios de maturagdo apresentam
diferencas no potencial fisiologico, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos
do condicionamento osmotico em sementes hibridas de tomate (BRS Nagai) oriundas de
frutos colhidos em diferentes dias apds a polinizacdo (DAP). As sementes foram produzidas
em telados no campo experimental da Embrapa Hortalicas através de cruzamento manual.
Aos 30, 40, 50, 60 e 70 DAP foram colhidos frutos tendo suas sementes extraidas e colocadas
para fermentar por um periodo de 48 horas. As sementes foram posteriormente lavadas e
secas a temperatura ambientes durante 24 horas, sendo posteriormente transferidas para uma
camara com ventilacdo a 32°C por mais 24 horas. Ap0s a secagem, as mesmas foram
acondicionadas em embalagens de aluminio e armazenadas em camara fria a 7°C,
permanecendo armazenadas por aproximadamente 15 meses até a realizacdo dos testes. Em
condicdo de laboratorio, as sementes foram submetidas ao condicionamento osmotico, em
sistema aerado, utilizando-se solucéo de nitrato de potassio (KNO3) a 0,3 mol L™ durante sete
dias. Apds o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente por dois minutos,
e colocadas para secar em BOD a 20°C durante dois dias. O grau de umidade inicial foi
determinado e também apds a secagem. Em seguida, foi realizado o teste de germinacéo,
primeira contagem de germinacdo, indice de velocidade de germinacdo (IVG), tempo médio
de germinacdo e massa seca de plantulas. Antes das sementes serem armazenadas, 0
percentual de germinacdo nos estadios 30, 40, 50, 60 e 70 DAP foi de 0, 33, 86, 96 e 97%,
respectivamente. Apds o periodo de um ano (quando as sementes foram entdo submetidas ao
condicionamento osmatico) esses valores foram de 0, 8, 54, 91 e 84%, indicando o avanco do
processo de deterioracdo. A umidade das sementes apds o condicionamento variou de 7,2 a
7,9% entre os diferentes estadios de maturacdo, nao sendo, portanto, um fator limitante para o
desempenho nos testes. Sementes colhidas aos 50, 60 e 70 DAP aumentaram
significativamente a velocidade. O tempo meédio para germinacdo total das sementes foi
reduzido de trés dias paras aquelas colhidas aos 40 e 50 DAP e de cinco dias para as sementes
colhidas aos 60 e 70 DAP. Em sementes de tomate com estadio de matura¢do mais avancado,
0 condicionamento osmético ndo influenciou na germinacdo, porém, promoveu maior
velocidade e uniformidade. Em sementes imaturas (40 DAP), por sua vez, o condicionamento
osmotico, além de aumentar a velocidade de germinagdo, propiciou maior
transferéncia/mobilizacdo de matéria seca durante o crescimento das plantulas.

Palavras-chave: BRS Nagai, maturacao fisiol6gica, semente hibridas, Solanum lycopersicum.
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ABSTRACT

Considering that seeds harvested at different maturation stages display differences in their
physiological potential, this study aimed to evaluate the effects of osmotic conditioning on
hybrid tomato (BRS Nagai) seeds obtained from fruits harvested at different times. The seeds
were produced under plastic house conditions in the experimental field of Embrapa Vegetable
Crops by manual crossing. Fruits were harvested at 30, 40, 50, 60 and 70 days after
pollination (DAP). Seeds were extracted and placed for fermentation together with fragments
of the locular fruit jelly during 48 hours. The seeds were then washed and dried at room
temperature for 24 hours, and then transferred to a chamber with ventilation at 320C for
additional 24 hours. After drying, seeds were packed in aluminum foil envelopes and stored in
a cold room at 7°C, remaining stored for approximately 15 months until testing. In the
laboratory, the seeds were submitted to priming in an aerated system using 0.3 mol L™
potassium nitrate solution (KNO3) for seven days. After conditioning, seeds were washed in
running water for two minutes, and placed to dry in BOD at 20 °C for two days. The seed
moisture content was determined at once and also after drying. Then, the germination test, the
first germination count, the germination speed index (IVG), the mean germination time and
the dry mass of the seedlings were carried out. Before the seeds were stored, the percentage of
germination at stages 30, 40, 50, 60 and 70 DAP was 0, 33, 86, 96 and 97%, respectively.
After the period of one year (when the seeds were submitted to priming) these percentages
were 0, 8, 54, 91 and 84%, indicating the advancement of the deterioration process. Seed
moisture content after conditioning ranged from 7.2 to 7.9% among the different stages of
maturation, not being, therefore, a limiting factor for the performance of the tests. Seeds
harvested at 50, 60 and 70 DAP significantly increased the speed. The mean times for total
seed germination was reduced from three days for those harvested at 40 and 50 DAP and from
five days for the seeds harvested at 60 and 70 DAP. In tomato seeds with more advanced
stage of maturation, the priming did not influence the germination, however, it promoted
greater speed and uniformity. On the other hand, in immature seeds (40 DAP), the osmotic
conditioning, in addition to increasing the germination speed, allowed for a greater dry matter
transfer/mobilization during the growth of the seedlings.

Key words: BRS Nagai, physiological maturation, hybrid seeds, Solanum lycopersicum.
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5.1. INTRODUCAO

Na producdo de tomate (Solanum lycopersicum L.), o periodo compreendido entre a
semeadura e a emergéncia das plantulas representa uma das fases mais criticas do ciclo da
cultura. Portanto, os tratamentos para inducdo das sementes (antes da semeadura), visando
obter uma emergéncia rapida e uniforme (FRETT et al., 1991; PILL et al., 1991) sdo
desejaveis, especialmente no caso de hibridos (MAUROMICALE; CAVALLARO, 1995).

Diferentes tratamentos tém sido estudados no sentido de melhorar a qualidade das
sementes e propiciar um rapido e uniforme estabelecimento de plantulas no campo e/ou na
estufa. Entre esses tratamentos destaca-se o condicionamento osmdtico, que consiste na
hidratacdo controlada das sementes, suficiente para promover atividades pré-metabdlicas,
sem, contudo, permitir a emissdo da raiz primaria (HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER,
1973; NASCIMENTO 2004). Em geral, esse tratamento consiste em embeber as sementes em
uma solugdo osmotica por determinado periodo e apds isso, seca-las para o grau de umidade
original (NASCIMENTO, 1998), possibilitando, desta forma, 0 manuseio e a armazenagem
das sementes tratadas (NASCIMENTO, 2005).

O condicionamento osmdtico proporciona uma ampla gama de beneficios bioquimicos
tais como, aumento na expressdo das proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant)
(SOEDA et al., 2005), aumento na atividade de enzimas antioxidantes (CHE; ARORA, 2011,
KIBINZA et al., 2011), aumento na quantidade de adenosina trifosfato (ATP) (CORBINEAU
et al., 2000), bem como um estimulo para a divisdo celular até a fase G2 (CATRO et al.,
2000). Além disso, o condicionamento osmético induz mudangas no metabolismo de reservas
e na homeostase celular (FAROOQ et al., 2010). Esses beneficios possibilitam um melhor
potencial fisioldgico, refletido através do aumento da velocidade de germinacao,
uniformidade e vigor das plantulas (VARIER; VARI; DALANI, 2010).

Varios fatores podem afetar a técnica do condicionamento osmotico e entre eles destaca-
se a qualidade das sementes. Tem-se sugerido o uso de sementes de alto vigo como pré-
requisito para se obter um bons resultados. Entretanto, o condicionamento osmético tem
“revigorado” lotes de sementes de baixa qualidade fisiologica, pois, 0 sucesso do tratamento
depende ainda do estadio de maturacdo em que as sementes se encontram, pois, sementes
imaturas terdo melhor resposta ao tratamento (NASCIMENTO, 2004).

Albuquerque et al. (2009) verificaram que o condicionamento osmotico com KNOs,
favoreceu a velocidade de emergéncia de sementes de pimentdo em diferentes estadios de

maturagdo, principalmente daquelas oriundas de frutos colhidos no inicio do amadurecimento.
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Deste modo, objetivou-se com este trabalho avaliar as respostas fisiologicas de sementes de
tomate hibrido BRS Nagai em diferentes estadios de maturacdo submetidas ao

condicionamento osmotico.
5.2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Sementes da Embrapa Hortalicas,
Brasilia, DF. Sementes do hibrido BRS Nagai foram produzidas de fevereiro a maio de 2016.
Os parentais foram cultivados em vasos mantidos em ambiente protegido seguindo as
recomendacdes usuais para tomate tutorado. Os botdes florais de plantas do parental feminino
foram emasculados manualmente antes da maturidade e da abertura da flor e o pélen das
flores de plantas do parental masculino foi coletado por meio de um vibrador. A polinizagédo
foi realizada diariamente sendo devidamente identificadas com etiquetas contendo a data de
realizagdo do cruzamento.

Aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apos a polinizacdo (DAP) foram colhidos aproximadamente
60 frutos (para cada época) tendo as sementes extraidas por processo manual e colocadas para
fermentar por um periodo de 48 horas. Decorrido este tempo as sementes foram lavadas em
agua corrente, seca a temperatura ambiente por aproximadamente 24 horas e, posteriormente,
transferidas para uma camara com ventilacdo a 32°C por mais 24 horas. Ap0s a secagem, as
mesmas foram acondicionadas em embalagens de aluminio e armazenadas em camara fria a
7°C, por aproximadamente 15 meses até a realizacdo dos testes. Antes do armazenamento
quantidades suficientes de sementes foram retiradas e caracterizadas quanto ao percentual de
germinacao incial.

Em condicdo de laboratério, as sementes foram submetidas ao condicionamento
osmotico, em sistema aerado, utilizando-se solucéo de nitrato de potéssio (KNO3) a 0,3 mol
L™ durante sete dias (NASCIMENTO, 2005). Ap6s o condicionamento, as sementes foram
lavadas em agua corrente por dois minutos, e colocadas para secar em temperatura
inicialmente em temperatura ambiente durante 24 horas e posteriormente, a temperatura de
20°C em BOD por mais 48 horas. O grau de umidade foi determinado inicial e posterior a

secagem. Em seguida, realizaram-se 0s seguintes testes:
5.2.1. Germinagéo
Quatro subamostras de 50 sementes foram distribuidas em caixas plasticas do tipo

gerbox, sobre duas folhas de papel filtro umedecidas com &gua destilada na proporcéo de 2,5
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vezes 0 peso do papel e mantidas sob 8 horas de luz, & temperatura de 30°C e, sob 16 horas de
escuro, a temperatura de 20°C, sendo que as avaliages foram realizadas aos quatorze dias,

seguindo-se a metodologia descrita em Brasil (2009).
5.2.2. Primeira contagem (PC)

Realizada conjuntamente com o teste de germinacdo, computando-se as porcentagens

médias de plantulas normais, no quinto dia apds a instalacdo do teste.
5.2.3. Indice de velocidade de germinacdo (1IVG)

Determinado conjuntamente ao teste de germinacédo, por meio da contagem do nimero de
sementes germinadas, diariamente, a partir da emissdo da radicula, até a estabilizacdo do

estande e calculado segundo a equagdo abaixo proposta por Maguirre (1962).

ni
ve- (%)
ti
ni = nimero de sementes germinadas na primeira, na segunda e na Ultima contagem; Ny,

ti = numero de dias de semeadura a primeira, segunda e Ultima contagem.
5.2.4. Tempo médio de germinacéo (TMG)

Obtido através de contagens didrias das sementes germinadas até o 14° dia apds a
semeadura e calculado através da equacdo abaixo, proposta por Labouriau (1983), tendo os
resultados expressos em dias.

> niti
Y ni

ni = nimero de sementes germinadas no intervalo entre cada contagem.

TMG =

ti = tempo decorrido entre o inicio da germinacéo e a i-ésima contagem.
5.2.5. Massa seca de plantulas (MS)

20 plantulas de cada repeticdo por tratamento, provenientes do teste de germinagdo foram
acondicionadas em sacos de papel e mantidas em estufa a 60°C, por 24h. Em seguida, as
plantulas foram pesadas em balanca de precisdo 0,001g e o valor obtido em cada repeticdo foi

dividido pelo nimero de plantulas utilizadas. Os resultados foram expressos em mg plantula™.
5.2.6. Procedimento estatistico

O delineamento experimental em bloco ao acaso. Inicialmente os dados foram analisados

guanto a normalidade de distribuicdo de residuos e uniformidade da variancia e aqueles que
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ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidades foram transformados em arc sen
(x/100)*2. Posteriormente foram submetidos & anélise de variancia a 5% de probabilidade pelo
teste “F” e as estimativas dos parametros de regressao, entre os fatores época de colheita (30,
40, 50, 60 e 70 DAP) e condicionamento osmotico (submetidas e ndo submetidas ao
condicionamento), foram analisadas pelo teste “t” a 5% de probabilidade através do programa
Sistema para Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2011).

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O grau de umidade ap6s o condicionamento variou de 7,2 a 7,9% entre as sementes dos
diferentes estadios de maturacdo ndo apresentando diferencas significativas e por isso nédo
foram um fator limitante para o desempenho dos testes.

A interacdo entre os fatores, época de colheita e condicionamento, apresentou diferenca
estatistica em todas as variaveis avaliadas, sendo influenciadas significativamente pelo

método de condicionamento osmético conforme demonstra a tabela 1.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia da resposta fisiologica de sementes de tomate,
hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap06s a
polinizacdo e submetidas ou ndo, ao condicionamento osmético com KNOj; (nitrato de

potassio). Brasilia, DF.

Quadrado médio

FV GL

G PC IVG T™MG MSP
Bloco 3 0,16™ 1,48™ 0,06  0,015™ 0,0006™
Epoca 4 127,85~ 67,54 13,297 8,433 13,1468
Método 1 1,59 123,53 18,227 4,863 0,0967
Epoca x Método 4 0,74 13,03 2,947 03387 0,0704"
Residuo 27 0,30 2,24 0,14 0,024  0,0018
CV% 8,93 14,13 10,90 8,51 3,96

FV - Fontes de variagcdo; GL - Grau de liberdade; G - Germinagdo (%); PC - Primeira
contagem de germinacdo (%); IVG - Indice de velocidade de germinacdo (adimensional);
TMG - Tempo médio de germinacéo (dias); MSP - Massa seca de plantulas (mg plantula™); ™

- ndo significativo, " - significativo a 1 e 5% respectivamente pelo teste F.
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Quando submetidas a analise de regressdo verificou-se que todas as variaveis ajustaram-
se a maioria dos modelos testados conforme demonstra a tabela 2. Portanto, o modelo
selecionado para cada variavel baseou-se na significancia dos parametros e nos valores do R?

(coeficiente de determinagédo) conforme Alvarez V. e Alvarez (2006).

Tabela 2. Resumo da analise de regressdo da germinacdo (G), primeira de germinacao
(PC), indice de velocidade de germinacédo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG) e massa
seca de plantulas (MSP) de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriudas de frutos
colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap6s a polinizacdo e submetidas ou ndo, ao
condicionamento osmatico com KNOjs (nitrato de potassio). Brasilia, DF.

Condicionamento Parametros Quadrado médio
osmético avaliados Linear Quadratico Cubico
G 221,217 35,927 850
PC 212,137 20,717 7,97™
Condicionadas IVG 47,45 220" 757
TMG 406" 457" 2,817
MSP 427" 1,72 0,397
G 210,72 18,40 6,09
i PC 37,89" 4,55" 18,727
Nao o *
o IVG 6,80 0,16" 0,60
condicionadas - o o
TMG 11,38 8,46 3,57
MSP 501" 1,347 0,01"

"™ e ™ corresponde a significativo a 1 e 5% respectivamente pelo teste t.

Antes do armazenamento as sementes foram caracterizadas, apresentando percentual de
germinacao, nos estadios 30, 40, 50, 60 e 70 dias ap6s a polinizacdo (DAP), de 0, 33, 86, 96
97%, respectivamente. Apds o periodo de 15 meses (antes das sementes serem submetidas ao
condicionamento osmostico) os valores de germinacdo apresentados foram de 0, 8, 54, 91 e
84, indicando avango do processo de deterioracdo principalmente das sementes colhidas aos
40, 50 e 70 DAP.

Verifica-se, na figura 1, o efeito benéfico promovido pelo condicionamento osmotico no
percentual de germinacdo e na primeira contagem, principalmente para aquelas sementes

oriundas de frutos colhidos aos 50 DAP, havendo um aumento de 35 e 47% respectivamente
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na germinagéo e na primeira contagem de germinacdo nas sementes condicionadas em relagéo
as ndo submetidas ao tratamento. Sementes imaturas, colhidas aos 30 DAP ndo possuem
capacidade de germinacao e, portanto, ndo responderam ao tratamento. As sementes colhidas
aos 40 DAP como também as colhidas aos 60 e 70 DAP ndo apresentaram respostas
significativas, na porcentagem de germinacao, ap6s o condicionamento osmético, no entanto
através de anélise descritiva verifica-se que os valores de germinacdo para as sementes
condicionadas foram superiores em todas as épocas de colheita. Observa-se ainda que o
condicionamento também propiciou um melhor desempenho, na primeira contagem de

germinacao, nas sementes colhidas aos 60 DAP.

100 - A 100 - B

<
< 60 - 60
l% ’\O\
On S
&g 50 - o 50
e o
5 40 A 40 -
o

30 A 30 A

20 1 20 A

10 A 10 A

0@ T T T ) 0 & - T T S
30 40 50 60 70 30 40 50 60 70
Dias ap6s a polinizagdo Dias apo6s a polimizacéo
—o— Condicionadas —o— Condicionadas
§ =-0,0068x3 + 0,9536x? - 39,274x + 502,01 $ =-0,0063x3 + 0,8904x? - 36,977x + 476,87
R2=0,94 R2=0,96
..... ©---- Sem condicionamento --@©--- Sem condicionamento
§ = -0,006x2 + 0,8691x2 - 37,752 + 510,77 § =-0,0057x3 + 0,8471x2 - 37,998x + 530,63
R2=0,99 R2=0,99

Figura 1. Porcentagem de germinagéo (A) e primeira contagem de germinacdo - PC (B) de
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70
dias apos a polinizacdo, submetidas ou ndo, ao condicionamento osmaético com KNOs (nitrato

de potassio). Brasilia-DF.

As respostas ao condicionamento estdo diretamente relacionadas ao estado fisioldgico
das sementes e, em algumas espécies, as sementes imaturas apresentam melhor resposta ao
tratamento (NASCIMENTO, 2004). Considerando isto e que as sementes colhidas aos 50
DAP ainda ndo haviam atingido a maturidade fisiologica, verifica-se, portanto, que o
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condicionamento osmatico proporcionou melhor desempenho para este grupo de sementes,
ndo sendo observadas respostas para sementes colhidas nos estadios anteriores (30 e 40 DAP).

Albuquerque et al (2009) verificaram que houve aumento na germinacgdo das sementes de
pimentdo oriundas de frutos colhidos em estadios mais avancados de desenvolvimento e o
favorecimento da germinacdo, ocasionada pelo condicionamento osmotico, deve-se ao
acumulo de solutos provenientes do inicio do metabolismo da semente, promovendo a
emergéncia da radicula e a formacao da plantula em menor espaco de tempo.

Na avaliacdo dos testes de vigor empregados verifica-se que houve aumento significativo
na velocidade de germinacdo das sementes como pode ser observado na figura 2. Sementes
colhidas aos 50, 60 e 70 DAP aumentaram significativamente a velocidade de germinacdo
(figura 2 A) e o tempo médio para germinacgdo total das sementes foi reduzido de trés dias

paras aquelas colhidas aos 40 e 50 DAP e de cinco dias para as sementes colhidas aos 60 e 70

DAP (figura 2 B).
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20 1
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=
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0 & 0 T T T )
30 30 40 50 60 70
Dias ap6s a polinizagdo Dias ap6s a polinizagao
—o— Condicionadas —o— Condicionadas
§ =-0,0029x3 + 0,4275x2 - 19,28x + 272,69 §=10,0007x3 - 0,1097x2 + 5,8313x - 94,016
R2=0,97 R2=0,99
''''' ©--+ Sem condicionamento weee@-+- Sem condicionamento
¥ =-0,0005x% + 0,0713x2 - 3,1552x + 43,722 §=0,0007x3 - 0,1202x2 + 6,4392x - 104,64
R?=0,99 R2=0,99

Figura 2. indice de velocidade de germinacéo - IVG (A) e tempo médio de germinagio -
TMG (B) de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos aos 30, 40,
50, 60 e 70 dias ap0s a polinizacdo, submetidas ou ndo, ao condicionamento osmotico com

KNOj3 (nitrato de potéssio). Brasilia-DF.
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A velocidade de germinacdo € um dos sintomas mais evidentes do declinio do potencial
fisiologico de uma semente (MARCOS-FILHO, 2015). A rapidez na germinacdo favorece o
estabelecimento da cultura, reduzindo os ricos, uma vez que as etapas de germinacdo e
emergéncia das plantulas podem ser marcadamente reduzidas pela acdo de microrganismos e
condigdes ambientais adversas (AGRIOS, 1988; NASCIMENTO, 2005; MENEZES et al.,
2006).

Segundo Nascimento (2005), as sementes de tomate osmoticamente condicionadas além
de germinarem mais rapidamente apresentam uma maior percentagem de germinacdo do que
aquelas ndo tratadas. Para Nakada et al. (2011) e Ricci et al (2013) a velocidade de
germinacao das sementes apresenta relacdo direta com a idade e maturacdo do fruto devido a
formacéo completa dos sistemas bioguimico, morfologico e estrutural.

Para Bradford (1986) o aumento na germinacdo e vigor das sementes apds o
condicionamento osmotico pode ser explicado pela retencdo de subprodutos resultantes da
degradacdo das reservas durante o tratamento, isto é, o condicionamento osmético levaria a
um actmulo de solutos (agUcares, acidos organicos e ions) provenientes do inicio do
metabolismo da semente, resultando em maior turgor na reidratacdo e promovendo a
emergéncia da radicula primaria em menor espaco de tempo.

Em sementes de pimentdo o condicionamento osmotico com KNOj; foi eficiente para
melhorar o desempenho de sementes, verificado nos testes de velocidade de germinacdo e
estresse (KIKUT; MINAMI, 2005). Em sementes de sorgo, Oliveira e Gomes-Filho (2010)
verificaram que o condicionamento osmético ndo influenciou na germinagdo, porém
promoveu beneficios no vigor das sementes, principalmente daquelas de qualidade fisioldgica
inferior, que foram envelhecidas artificialmente.

Na avaliacdo da massa seca de plantulas ndo foram observados diferencas significativas
nas sementes colhidas nos estadios mais avancados de desenvolvimento (figura 3).

No entanto, verifica-se que as sementes imaturas colhidas aos 40 DAP apresentaram
aumento acentuado no teor de massa seca de plantulas. Esses resultados indicam que o
condicionamento osmotico, de alguma forma, propiciou melhoria no vigor e por isso houve
maior transferéncia da matéria seca dos tecidos de reserva para o eixo embrionario, refletindo-
se no crescimento das plantulas. De acordo com Nakagawa (1994) e Seneme, et al. (2012),
sementes vigorosas proporcionam maior transferéncia de materia seca, originando plantulas
com maior massa. Em cenoura, Magalhées et al., (2004) verificaram que o condicionamento

osmotico com PEG 6000 e KNO3z também proporcionou aumento na massa seca de plantulas.

138



MSP (mg plantula®)
= n
ol o

P
o

o
]

o
o

30 40 50 60 70
Dias apos a polinizagdo
—o— Condicionadas

§ = 8E-05x3 - 0,0136x? + 0,8091x - 14,114
R2=0,99

''''' o+ Sem condicionamento

9 =-8E-05x% + 0,01x? - 0,3257x + 2,8371
R2=0,97

Figura 3. Massa seca de plantulas (MSP) de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai,
oriundas de frutos colhidos aos 30, 40, 50, 60 e 70 dias apds a polinizacdo, submetidas ou

ndo, ao condicionamento osmaético com KNOj3 (nitrato de potassio). Brasilia-DF.

Ao realizar o desdobramento do fator condicionamento, dentro de cada época de colheita
(tabela 3), constata-se que o condicionamento osmdtico apresentou efeito significativo e
positivo na germinacdo, na primeira contagem, na velocidade (IVG) e no tempo médio de
germinacdo das sementes colhidas aos 50, 60 e 70 DAP e que o vigor das sementes colhidas
aos 40 DAP melhorou, ap6s o condicionamento osmotico, como demonstra o IVG, 0 TMG e
a massa seca de plantulas, apresentando diferencas significativas entre as sementes

condicionadas e ndo condicionadas.
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Tabela 3. Valores médios de Germinagdo (G), primeira contagem de germinagdo (PC),
indice de velocidade de germinacgdo (IVG), tempo médio de germinacdo (TMG) e massa seca
de plantulas (MSP) de sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, oriundas de frutos colhidos ao
30, 40, 50, 60 e 70 dias apos a polinizacdo (DAP) e submetidas ou ndo ao condicionamento

osmotico com KNOjs (nitrato de potassio). Brasilia, DF.

DAP Condicionamento G PC VG T™MG MSP
C 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
% NC 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a 0,00 a
C 9,50 a 8,50 a 1,23 a 7,50 a 152 a
0 NC 9,00 a 0,50 a 0,50 b 3,90 b 0,65 b
C 83,00 a 75,00 a 10,76 a 7,76 a 1,97 a
>0 NC 54,00 b 10,50 b 2,95 b 4,19b 1,87a
C 92,00 a 87,00 a 28,27 a 6,87 a 2,22 a
®0 NC 84,00 b 39,00 b 585b 240b 2,10a
C 84,00 a 81,00 a 19,16 a 7,50 a 2,27 a
" NC 82,50 b 13,50 b 485b 3,26 b 2,10a

Médias seguidas de mesma letra na coluna, dentro de cada época de colheita, ndo difere
estatisticamente entre si pelo teste de Scott Knott a 5 % de probabilidade. C - condicionadas;

NC - ndo condicionadas.

5.4. CONCLUSOES

Em sementes de tomate com estadio de maturagdo mais avancado, o condicionamento
osmoético influenciou a germinagdo, promovendo ainda maior velocidade e uniformidade,
reduzindo o tempo para a germinacao.

Em sementes imaturas (40 DAP), o condicionamento osmdtico ndo influenciou a
germinacdo, porém, aumentou a velocidade, propiciando ainda maior transferéncia de matéria

seca durante o crescimento das plantulas.
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5.6. CONSIDERACOES FINAIS

o De modo geral, considerando as condi¢cGes em que o experimento foi realizado, as
sementes de tomate, hibrido BRS Nagai, apresentam qualidade fisiolégica maxima
poucos dias apdés 0 maximo acumulo de matéria seca, momento em que os frutos
apresentam pericarpo completamente vermelho e firme. Porém, essas caracteristicas
sdo influenciadas pelas condi¢bes ambientais.

o O numero de sementes por fruto encontra-se abaixo do minimo considerado normal
(40 sem. fruto™), logo, este pode ser considerado um dos gargalos apresentados no
processo de producdo das sementes deste hibrido, pois, contribui para elevar o preco
de venda das sementes. Com isso, sugere-se que novos trabalhos sejam desenvolvidos,
visando contribuir para melhorar o processo de producdo, como por exemplo,
investigar se ha ocorréncia de algum tipo de incompatibilidade entre os parentais;
avaliar a viabilidade dos estigmas e/ou influéncia do estadio de maturacdo da flor para
determinar o melhor periodo de realizacao da polinizacao.

o Colher os frutos em estadio de maturagdo adequado, além de proporcionar melhor
rendimento e qualidade fisiologica, observa-se que as sementes apresentam um
aparato enziméatico mais organizado capaz de proteger as células contra danos
causados pela formacdo inevitavel de radicais livres.

o Sementes colhidas imaturas, ou antes, da maturidade fisiolégica, estdo mais propensas
aos processos de deterioragédo, pois, 0 armazenamento por aproximadamente um ano
reduziu a germinacdo em 75 e 35% respectivamente para sementes colhidas aos 40 e
50 DAP. Enguanto que sementes colhidas em estadio de maturacdo mais avancado, a
germinacdo foi reduzida em apenas 5% para as colhidas aos 60 DAP e 13% para 70

DAP, denotando-se que a melhor época de colheita dos frutos ocorreu aos 60 DAP.
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