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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DE EMBRIOES POR IMAGENS DE RAIOS
X E RELACAO COM A MASSA E A QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE
TECOMA STANS L. JUSS. ex KUNTH (BIGNONIACEAE)'

FABIO SOCOLOWSKI? SILVIO MOURE CICERO?

RESUMO —As imagens obtidas pelos raios X vém sendo utilizadas na anélise da qualidade de sementes
desde os anos 50 e, atualmente, vém se destacando por ser um método rapido, de boa precisdo e nao
destrutivo. Deste modo, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar as caracteristicas
morfologicas dos embrides de sementes de Tecoma stans L. Juss. ex Kunth pertencentes a diferentes
classes de massa através da analise de imagens obtidas pelo uso dos raios X, correlacionando-as com
a germinacdo e morfologia das plantulas. Foram utilizadas sete classes de massa com trinta sementes
em cada classe, que foram submetidas aos raios X para a obtencao das imagens dos embrides. Os
embrides, de cada uma das classes, foram separados de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas
em 4 categorias (embrides sem defeito, embrides com pequenos defeitos, embrides deformados e
sementes sem embrido). As sementes das diferentes classes de massa foram colocadas para germinar
(emissdo da raiz primaria) e ap6s dez dias foi observado o niimero de plantulas normais em cada uma
das categorias e classes de massa. A maioria das sementes das classes 1 e 2, mais leves, apresenta-se
com embrides deformados ou sem embrido, enquanto que as de maior massa (classes 3 a 7) apresentam
embrides sem defeitos, em sua maioria ou totalidade. Quase a totalidade das sementes com embrides
sem defeito germina, porém, nem todas ddo origem a plantulas normais.

Termos para indexagdo: germinagdo de sementes, massa da semente, analise de imagens

EMBRYO MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION BY X-RAY IMAGE AND RELATION
WITH MASS AND PHYSIOLOGICAL QUALITY OF SEEDS OF TECOMA STANS L. JUSS. EX
KUNTH (BIGNONIACEAE)

ABSTRACT — The images obtained by X-ray have been used to analyze seed quality since the
1950s and recently have gained prominence because it is a fast, accurate and non-destructive method.
Thus the objective of this study was to evaluate the morphological characteristics of the embryo
structure of Tecoma stans L. Juss. ex Kunth seeds with different mass, making use of X-ray images
and correlating these images with seed germination and seedling morphological aspects. To obtain
embryo images, seven classes of seed mass were used with thirty seeds in each class that were
X-rayed . The embryos of each class of seed mass were separated according to their morphological
characteristics in four categories (embryos without defect, embryos with small defect, deformed
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embryos and seeds without embryo). The seeds were placed to germinate (radicle protrusion) and

after ten days the normal seedling number was observed in each class of seed mass. Most of the seeds
in the 1st and 2" classes of seed mass, that were lighter, had seeds with embryo deformity or seeds
without embryo. Almost all or all the seeds with the highest mass (classes 3™ to 7™) had seeds with
embryos without defect. Almost all the seeds with embryos without defect germinated, buts not all

gave origin to normal seedlings.

Index terms: seed germination, seed mass, image analysis technique

INTRODUCAO

Tecoma stans L. Juss. ex Kunth é uma espécie arbustivo-
arborea com sementes anemocoricas (Lorenzi, 2000; Lorenzi
et al., 2003), provavelmente originaria do México (Sandwith
& Hunt, 1974), que ocorre naturalmente desde o Sudeste da
Florida e Sul do Texas nos Estados Unidos passando pela
América Central até o Nordeste da Argentina (Gentry, 1992).
Atualmente esta adaptada e naturalizada em muitas partes da
América Tropical onde € muito utilizada na ornamentacao, em
virtude de suas flores amarelas (Sandwith & Hunt, 1974). No
Brasil ¢ utilizada na ornamentag@o de parques e considerada
planta daninha de pastagem (Lorenzi, 2000; Lorenzi et al.,
2003) de dificil controle (Passini & Kranz, 1997).

Em geral, sementes maiores, produzidas por uma
determinada espécie, possuem embrides bem formados
e com maior quantidade de substancias de reserva, sendo,
consequentemente, as mais vigorosas (Carvalho &
Nakagawa, 2000). Esta maior quantidade de reserva aumenta
a probabilidade de sucesso no estabelecimento das plantulas
(Haig & Westoby, 1991).

A massadas sementes é apontada como uma caracteristica
que favorece a germinacdo e o crescimento inicial de suas
plantulas (Weis, 1982; Morse & Schmitt, 1985; Soltani et al.,
2002), fazendo com que as sementes maiores apresentem uma
emergéncia de plantulas mais rapida ¢ um maior tamanho
inicial (Parker et al., 2006).

Arapidaidentificagdo de danos mecanicos e deinfestagdes
causadas por insetos, pode auxiliar na identificagdo de
problemas que influenciam na qualidade fisica e fisiologica
das sementes e que, conseqiientemente, se refletem nos
indices de germinacao (Tonetti et al., 2006).

O teste de raios X para avaliar a qualidade das sementes
vem sendo utilizado desde as décadas de 50 (Simak &
Gustafsson, 1953) e de 70 com o trabalho de Kamra (1976),
que empregou os raios X para determinar a qualidade de
sementes de florestas tropicais quanto ao desenvolvimento

dos embrides, danos por insetos, danos mecanicos ¢ até
mesmo doengas.

A analise de imagens obtidas pelo uso dos raios X para
a determinacdo de danos em sementes destaca-se como
uma eficiente ferramenta, pois se trata de um método de
grande precisdo, que permite imagens detalhadas das areas
danificadas, além de ser um método ndo destrutivo (Cicero
et al., 1998).

Quando uma semente ¢ exposta aos raios X, a radiagao
absorvida pelos tecidos depende ndo s6 da espessura,
densidade e composicdo destes tecidos, mas também do
comprimento de onda da radiagdo (Bino et al., 1993). Nas
radiografias, as areas mais escuras sao aquelas em que a
radiagdo atravessou com mais facilidade e as mais claras,
partes mais densas (Simak, 1991).

A utilizacdo de raios X na deteccdo de defeitos nas
estruturas dos embrides de sementes de Tabebuia serratifolia
Vahlnich. e Tabebuia impetiginosa (Martius Ex A.P. de
Candolle) Standley apresentou-se eficiente, permitindo a
detec¢do de anomalias que se refletiram na qualidade do
lote de sementes (Oliveira et al., 2004). Do mesmo modo,
Machado & Cicero (2003) observaram a eficiéncia dos
raios X na detec¢do de anomalias em sementes de Lithraea
molleoides (Vell.) Engl., o que permitiu a melhora da
qualidade do lote pelo descarte das sementes mal formadas.

Este estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas
morfologicas dos embrides de sementes de Tecoma stans,
pertencentes a diferentes classes de massa, através da analise
de imagens obtidas pelo uso dos raios X, correlacionando-as
com a germinagdo e ao aspecto morfologico das plantulas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratdrios de
Andlisede Imagensede Andlise de Sementes do Departamento
de Produgdo Vegetal, Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz”, Universidade de Sdo Paulo (Piracicaba), ¢ no
Laboratorio de Fotomorfogénese de Plantas do Departamento
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de Botanica, Universidade Estadual Paulista (Rio Claro).

As sementes de Tecoma stans L. Juss. ex Kunth foram
colhidas de 18 individuos localizados no Campus da UNESP
de Rio Claro, em julho de 2003. Destes mesmos individuos
também foram colhidos 35 frutos secos, porém com as valvas
ainda fechadas, que foram colocados dentro de sacos de papel
em uma sala com temperatura de ambiente ndo controlada
até a abertura das valvas, para a determinagdo de dez classes
de massa segundo Fowler et al. (1998), como observadas na
tabela 1. Para isso, foram contadas e pesadas, em balanga de
precisdo de 0,0001 g, todas as sementes contidas em cada
fruto.

TABELA 1. Classe de massa, amplitude de classe (mg),
numero de sementes por classe e freqiiéncia
relativa das sementes (%) de Tecoma stans
L. Juss. ex Kunth. UNESP, Rio Claro, SP,

2004.
Classede Amplivde IR Tire
classe sementes
1 02-1,7 89 4,34
2 1,8-3,3 178 8,69
3 3,4-49 117 5,71
4 50-6,5 297 14,49
5 6,6 — 8.1 337 16,45
6 82-9,7 439 21,43
7 9,8 11,3 376 18,35
8 11,4-129 172 8,39
9 13,0- 14,5 43 2,10
10 14,6 — 16,1 1 0,05

Apds a determinagdo das classes de massa, novas
sementes foram colhidas de frutos abertos, colocadas para
secaratemperaturade ambiente ndo controlado e armazenadas
em recipientes de vidro a 10°C até o inicio dos experimentos,
8 meses depois. Como a freqiiéncia das sementes nas classes
8,9 e 10, observadas nos frutos fechados, foi baixa (Tabela
1), ndo foi possivel coletar sementes destas classes para a
avaliacdo dos testes programados para os experimentos.
Assim, foram utilizadas somente as sementes das sete
primeiras classes.

O teor de agua de cada uma das sete classes de massa
foi determinado pela metodologia descrita nas Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 1992), com vinte sementes de
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cada classe.

Para a defini¢do dos tempos e intensidade de radiacdo
que possibilitassem uma visualizagdo nitida do embrido e
caracterizag@o precisa das estruturas internas das sementes
foram testadas intensidades de radiacdo que variaram entre
10 e 25 kV e tempos de exposicao de 30 a 360 segundos.

Trinta sementes, previamente identificadas (numeradas)
de cada uma das sete classes de massa, foram colocadas
em células de uma placa de acrilico para a obtencao das
radiografias. Foram utilizados filmes radiograficos (Kodak
MIN-R 2000, tamanho 18 x 24 c¢m) a uma distdncia de
40 cm da fonte de radiagdo, em um aparelho de raios X
FAXITRON X-Ray (MX-20). Os filmes foram revelados em
uma processadora automatica Hope X-Ray (319 Micromax).
Posteriormente, as imagens foram digitalizadas uma a uma
por um scanner Umax (PowerLook 1100).

Dentro de cada classe de massa, as sementes foram
classificadas de acordo com a anatomia interna do embrido:
embrido sem defeito (ESD) - semente contendo o embrido
codiforme e com os “lébulos” bem desenvolvidos; embrido
com pequenos defeitos (EPD) - embrido com formato um
pouco irregular ou com seus lobulos pouco desenvolvidos;
embrido deformado (ED) - embrido atrofiado muitas vezes
apresentando material pouco denso ou mesmo embrido
com rachaduras; semente sem embrido (SSE) - aquela que
apresenta um resquicio embriondrio, ou nem mesmo isso, em
seu interior.

Para avaliar os possiveis efeitos dos danos ou defeitos
observados através da analise das imagens, todas as sementes
utilizadas nas radiografias foram colocadas para germinar
em células de forma de gelo, forradas com papel de filtro
adequadamente umedecidas com agua destilada, dentro
de bandejas tampadas com vidro transparente, numa sala
climatizada a 25 + 2°C. O acompanhamento da germinacao,
dada com a emissdo da raiz primaria, foi diario. Apos dez
dias da semeadura, foi avaliada a formagdo de plantulas,
categorizadas como; normais, anormais € sementes mortas,
que em seguida foram fotografadas. Foram consideradas
plantulas normais as que apresentaram cotilédones
expandidos, verdes e sem manchas, além de raizes primarias
e secundarias; plantulas anormais aquelas que ndo tinham
seus cotilédones expandidos e nem mesmo raizes secundarias
e sementes mortas aquelas que ndo germinaram.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de dgua variou entre as diferentes classes de massa
das sementes de Tecoma stans L. Juss. ex Kunth, tendo a
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classe 1 apresentado 9,1% de umidade e as demais §,5%,
8,1%, 7,7%, 7,1%, 6,9% e 7,0%, respectivamente da classe 2
a7. A melhor combinacdo de intensidade de radiagdo e tempo
de exposicao foi a de 10 kV por 180 segundos, por permitir a
nitida visualizagdo das estruturas internas das sementes.

Pelo exame das imagens das sementes de Tecoma stans,
foi observado que somente a classe 1 apresentou sementes
sem embrido (SSE) (Tabela 2), como pode ser observado na
radiografia de uma semente que possui apenas um resquicio
embriondrio no interior de sua cavidade embriondria (Figura
1A), resultando em semente morta ao final do experimento
de germinacdo (Figura 1B).

TABELA 2. Porcentagem de sementes de Tecoma stans
L. Juss. ex Kunth em cada classe de massa,
classificadas de acordo com a analise
radiografica: embrides sem defeito (ESD);
embrides com pequenos defeitos (EPD);
embridoes deformados (ED) e sementes sem
o embrido (SSE). UNESP, Rio Claro, SP,

2004.
Classede  ggp  EpD ED SSE
1 0,00 000 6333 3667
2 1333 667 80,00 0,00
3 6334 1667 1333 0,00
4 96,67 0,00 333 0,00
5 100,00 0,00 0,00 0,00
6 100,00 0,00 0.00 0,00
7 100,00 0,00 0,00 0,00

FIGURA 1. Semente de 7ecoma stans sem embriio (A)
e respectiva semente morta (B) observada
na classe 1. Cavidade embrionaria (c.e.),
resquicio embrionario (r.e.) e semente morta
(s.m.). ESALQ/USP, Piracicaba, SP, 2004.

S.m.

Sementes com embrides deformados (ED) foram mais
comuns nas classes 1 (63,33%) e 2 (80%) (Tabela 2). Na
Figura 2A pode ser observada a imagem radiografica de
uma semente da classe 1 com embrido defeituoso. Pode-se
visualizar ai a formagao de tecido embrionario membranaceo,
sem um desenvolvimento pleno, visto como uma mancha
mais clara no interior da cavidade embrionaria, com a ponta
da radicula de cor branca indicando maior densidade da
massa neste local, resultando em semente morta no final
do experimento de germinagdo (Figura 2B). Na Figura 3A
observa-se um embrido deformado de uma semente da classe
2, com sua embriogénese incompleta, apresentando-se com
formato irregular; além disso, pode ser observado pelas partes
escuras na radiografia que o embrido possui tecidos com
diferentes densidades, resultando no fim dos experimentos
de germinagdo em semente morta (Figura 3B).

FIGURA 2.Semente de Tecoma stans com embrido
deformado (A) e respectiva semente morta
(B) observada na classe 1. Cavidade
embrionaria (c.e.), embrido deformado
(e.d.), radicula (r.) e semente morta (s.m.).
ESALQ/USP, Piracicaba, SP, 2004.

FIGURA 3.Semente de Tecoma stans com embrido
deformado (A) e respectiva semente morta
(B) observada na classe 2. Cavidade
embrionaria (c.e.), embridio deformado
(e.d.) e semente morta (s.m.). ESALQ/USP,
Piracicaba, SP, 2004.

Revista Brasileira de Sementes, vol. 30, n°2, p.200-208, 2008



204 F. SOCOLOWSKI et al.

Por outro lado, as sementes com embrides deformados
(ED) das classes 3 (13,33%) e 4 (3,33%) apresentaram
embrides mais desenvolvidos do que os observados nas
classes anteriores (Figura 4A) evidenciado pela germinagéo
das sementes nestas classes (Tabela 3). Entretanto, nesta
condi¢do, as sementes que germinaram deram origem
a plantulas anormais (Figura 4B). Diferentemente, em
Tabebuia impetiginosa, Oliveira et al. (2004) observaram a
formagdo de plantulas normais (10%) oriundas de sementes
deformadas.

FIGURA 4. Semente de Tecoma stans com embriao
deformado (A) e respectiva pliantula

anormal (B) observada na classe 4. Cavidade
embrionaria(c.e.),embriao deformado (e.d.),
fissura (fi.), plintula anormal (p.a.) e raiz
primaria (r.p.). ESALQ/USP, Piracicaba,
SP, 2004.

TABELA 3. Porcentagem de sementes de 7ecoma stans L.
Juss. ex Kunth germinadas em cada classe de
massa, classificadas de acordo com a analise
radiografica da morfologia dos embrides:
embrioes sem defeito (ESD); embrides
com pequenos defeitos (EPD); embrides
deformados (ED); sementes sem o embriio
(SSE). UNESP, Rio Claro, SP, 2004.

Classede  pgp  gpp  ED  SSE
1 - - 0,00 0,00
2 100,00 50,00 0,00 ]
3 100,00 80,00 25,00 ]
4 96,55 ; 100,00 -
5 100,00 ; ; ;
6 100,00 ; ] ]
7 100,00 ; ; ;
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Embrides com pequenos defeitos (EPD) foram
observados somente nas sementes das classes 2 e 3, sendo
mais freqiientes nesta ultima (Tabela 2). Alguns embrides
desta categoria de desenvolvimento apresentaram a emissao
da raiz primaria (Tabela 3). Porém, nas sementes da classe
2, 50% delas deram origem a plantulas anormais ¢ 50%
a sementes mortas. Ja na classe 3, 80% deram origem a
plantulas anormais e os 20% restantes a sementes mortas
(Tabela 4). Na Figura 5A pode-se observar uma semente da
classe 2 com embrido com pequeno defeito (EPD) no que diz
respeito ao desenvolvimento dos l6bulos de seus cotilédones
e pela saliéncia da radicula; nesta situagdo a germinagdo da
semente deu origem a uma plantula anormal (Figura 5B). Na
Figura 6A observa-se que o embrido ndo apresentou simetria
no desenvolvimento dos lobulos dos cotilédones, resultando,
também, em plantula anormal (Figura 6B).

FIGURA 5 . Semente de 7ecoma stans com embrido com
pequeno defeito (A) e respectiva plantula
anormal (B) observada na classe 2. Cavidade
embriondria (c.e.), embrido com pequeno
defeito (e.p.d.), plantula anormal (p.a.),
radicula (r.) e raiz primaria (r.p.). ESALQ/
USP, Piracicaba, SP, 2004.

FIGURA 6. Semente de 7Tecoma stans com embrido com
pequeno defeito (A) e respectiva plantula
anormal (B) observada na classe 3. Cavidade
embrionaria (c.e.), embriio com pequeno
defeito (e.p.d.), raiz primaria (r.p.) e plantula
anormal (p.a.). ESALQ/USP, Piracicaba, SP,
2004.
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TABELA 4 .Porcentagem de plantulas normais, de plintulas anormais e de sementes mortas provenientes de sementes
de Tecoma stans L. Juss. ex Kunth, em cada classe de massa, de acordo com as caracteristicas de seus
embrides: embrides sem defeito (ESD); embrides com pequenos defeitos (EPD); embridoes deformados
(ED); sementes sem o embridao (SSE). UNESP, Rio Claro, SP, 2004.

Classe de massa  Caracteristicas dos embrides Plantula normal Plantula anormal Semente morta
%

ESD - - -

| EPD - - -
ED 0,00 0,00 100,00
SSE 0,00 0,00 100,00
ESD 100,00 0,00 0,00

5 EPD 0,00 50,00 50,00
ED 0,00 0,00 100,00
SSE - - -
ESD 90,47 9,53 0,00
EPD 0,00 80,00 20,00

3 ED 0,00 0,00 100,00
SSE - - -
ESD 75,86 24,14 0,00
EPD - - -

4 ED 0,00 100,00 0,00
SSE - - -
ESD 73,33 26,67 0,00
EPD - - -

5
ED - - -
SSE - - -
ESD 86,67 13,33 0,00

6 EPD - - -
ED - - -
SSE - - -
ESD 76,67 23,33 0,00
EPD - - -

7
ED - - -
SSE - - -
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A maioria das sementes da categoria de embrides sem
defeitos (ESD) foi observada nas classes 4 (96,67%), 5
(100%),6(100%) e 7 (100%) (Tabela2), indicando que quanto
mais pesadas as sementes, maior foi o desenvolvimento do
embrido. Na Tabela 3 observa-se que todas as sementes que
apresentaram embrides sem defeito germinaram (100%),
com excecao da classe 4 (96,55%). Todas as sementes da
classe 2, desta categoria, deram origem a plantulas normais.
Porém, nem todas as sementes com embrides sem defeito
da classe 3 deram origem a plantulas normais (Tabela 4).
A classe 4 apresentou 96,67% dos embrides sem defeito
(Tabela 2), sendo que 75,86% destes deram origem a

plantulas normais e o restante originando plantulas anormais
(Tabela 4). Exemplo do desenvolvimento desses embrides
pode ser observado na figura 7A, que nesta condi¢o resultou
em plantula normal (Figura 7B). Observa-se que a massa
das sementes ¢ um importante indicador de sua qualidade
fisiologica e que a retirada das sementes pertencentes as
classes 1, 2 e 3 melhoraria consideravelmente a formagéo de
plantulas normais. Porém, imagens de raios X sdo importantes
para a observagdo da qualidade fisica das sementes, como
observado nas imagens de sementes de Eugenia pleurantha
O. Berg (Masetto et al., 2007).

FIGURA 7. Semente de Tecoma stans com embrido sem defeito (A) e respectiva plintula normal (B) observada na
classe 6. Cavidade embrionaria (c.e.), embriio sem defeito (e.s.d.), cotilédone (cot.) e raiz primaria (r.p.).
ESALQ/USP, Piracicaba, SP, 2004.

Sementes de Eremanthus erythropappus (DC.) Mac.
Leish separadas nos teste de raios X em semente cheia, mal
formada e vazia tiveram influéncia direta nos resultados de
protrusdo da raiz primaria e formagdo de plantula normal,
com as sementes mal formadas apresentando potencial
germinativo reduzido quando comparados com as sementes
cheias (Tonetti et al., 2006).

De acordo com Oliveira et al. (2003), a morfologia
interna das sementes pode ser um indicativo do potencial
de wviabilidade. Entretanto, devido a varia¢do natural,
sementes que apresentam boas caracteristicas visualizadas
nas radiografias podem ndo germinar, provavelmente
devido as infecg¢des causadas por microrganismos ou por
estarem mortas (Burg et al., 1994). Assim, as sementes que
emitiram a raiz primaria e ndo formaram plantulas normais
poderiam estar em estadio inicial de perda de viabilidade.
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Neste contexto, fazer inferéncias a respeito da qualidade das
sementes baseado somente no exame radiografico pode ser
questionavel (Machado & Cicero, 2003), necessitando, dessa
maneira, de testes fisiologicos.

As imagens de raios X permitiram visualizar o grau de
desenvolvimento dos embrides de Tecoma stans dentro de
cada classe de massa das sementes, possibilitando observar
anomalias embrionarias, caracteristicas de determinadas
classes de massa, que provavelmente tiveram origem durante
a maturacao dos frutos.

Também foi possivel observar que a emissdo da raiz
primdria ocorreu de maneira mais contundente do que a
formagdo de plantulas normais, ja que nem todas as sementes
que emitiram a raiz primdria originaram plantulas normais.
Isso indica a maior eficiéncia da avaliacdo de toda a plantula
em relagdo apenas a simples avaliagdo da protrusdo da raiz
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primaria.
CONCLUSOES

A analise das imagens de raios X permite visualizar os
processos de ma formagao dos embrides de acordo com as
classes de massas das sementes ¢ a identificagdo de danos
internos nas sementes de Tecoma stans L. Juss. ex Kunth.

A capacidade germinativa das sementes de Tecoma
stans L. Juss. ex Kunth ¢ maior nas classes onde se verificam
embrides mais desenvolvidos ou com pequenos danos,
detectados pelas imagens de raios X.
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