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RESUMO

A obtengao de sementes de abobora com alta qualidade fisiologica
¢ fundamental para colocar a producao nacional em condigdes de
competitividade com as sementes importadas. Uma técnica que vem
sendo utilizada recentemente para estudos relacionados a elucidacio
de varios aspectos do comportamento das sementes ¢ a analise de
imagens, incluindo as obtidas por meio do raio X. Esta técnica con-
siste em radiografar sementes com o objetivo de avaliar a morfologia
interna e, assim, estabelecer relacdes com o desempenho da semente.
O objetivo do presente estudo foi verificar se a técnica de raio X
pode ser utilizada com sucesso na detec¢@o de anormalidades e seus
reflexos na qualidade fisiologica de sementes de abobora. Foram
utilizadas sementes de abobora ‘Brasileirinha’ provenientes de frutos
com diferentes estadios de maturagdo (30, 40, 50 e 60 dias apos a
antese). Em cada época, as sementes foram extraidas imediatamente
apos a colheita ou apds o armazenamento dos frutos por 15 dias. No
teste de raio X as sementes foram submetidas a intensidade de 25 kV
por 40 segundos e, em seguida, foi conduzido teste de germinagio
sob temperatura alternada de 20-30°C. Apds quatro dias foi realizada
a primeira contagem e apos oito dias a tltima leitura, computando-
-se as porcentagens de plantulas normais, anormais e as sementes
mortas. Apos a obtencao do resultado do teste de germinagao foi feita
comparagdo desses resultados com imagens da morfologia interna
de cada semente, obtidas por meio do raio X. Foi constatado que a
técnica de raio X ¢ eficiente na detec¢do de sementes mal formadas
bem como de sementes vazias de abobora e estas afetam negativa-
mente sua germinagao.

Palavras-chave: Cucurbita moschata, maturagio, teste de raio-X,
germinagao.

ABSTRACT

Image analysis to associate morphological and physiological
characteristics in pumpkin seeds

Obtain pumpkin seeds with high physiological quality is critical
for the domestic seed production in terms of competitiveness with
imported seeds. One technique that has recently been used to elucidate
the various aspects of seed performance is the analysis of images,
including those obtained through X-ray. This technique involves
X-ray images of seeds to evaluate the internal morphology and
to establish the relationship with the seed performance. Thus, the
objective of this study was to determine whether the X-ray technique
may help to detect internal abnormalities and to assess the quality
of pumpkin seeds. ‘Brasileirinha’ pumpkin fruits were harvested at
different maturation stages (30, 40, 50 and 60 days after anthesis). In
each stage, seeds were extracted either immediately after harvesting or
after 15 days of fruit storage. In the X-ray test, seeds were subjected to
an intensity of 25 kV for 40 seconds and then a germination test was
carried out at alternate temperatures (20-30°C). The first count was
held after four days and the last reading after eight days, computing
the percentages of normal and abnormal seedlings and dead seeds.
After obtaining the results of the germination test, a comparison
of results was done with the images of the internal morphology of
each seed, obtained by means of X-ray. The use of X-ray technique
is effective in detecting malformed and empty pumpkin seeds and
these negatively affect germination.
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As aboboras, do ponto de vista socio
econémico, sdo importantes por
fazerem parte da alimentagao basica das
populagdes de varias regides do Brasil,
tendo alcangcado em 2008 o volume
comercializado de 90.606 toneladas
(Talamini & Ramos, 2011). Apenas no
segmento de abdbora japonesa (tipo
Tetsukabuto), o mercado de sementes
foi estimado, em 2007, em cerca de 14
t de sementes totalizando R$ 10 milhdes
(ABCSem, 2007). Parte da quantidade
de sementes de abdbora utilizadas no
Pais ¢ importada. Nesse aspecto, a
solucdo para problemas relacionados
a obtencdo de sementes de elevada
qualidade fisiologica ¢ fundamental
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para colocar a produg@o nacional em
condigdes de competitividade com as
sementes importadas. As informagdes
disponiveis sobre o assunto sdo escassas
e inconclusivas em relagdo a aspectos
importantes, como a melhor época para
a realizac¢do da colheita dos frutos, o
periodo necessario para que as sementes
atinjam a maturidade fisiologica e pro-
cedimentos adequados para a avaliag@o
da qualidade fisiologica das sementes.
Sabe-se que a partir da maturidade
fisioldgica, a deterioragdo ¢ continua
e irreversivel; assim, a determinagdo
do ponto de maturidade fisiologica da
semente assume grande importancia na
racionalizacdo da colheita que objetive

a producdo de sementes de elevada
qualidade fisioldgica e, até certo ponto,
qualidade sanitaria. Sabe-se que, quanto
maior o tempo decorrido entre o ponto
de maturidade fisiologica e a colheita,
mais sujeita esta a semente as adversi-
dades climaticas e ao ataque de insetos e
microrganismos patogénicos. O momen-
to da maturidade fisiologica das semen-
tes varia acentuadamente em fungdo das
condi¢des ambientais predominantes, da
espécie ou cultivar utilizados, podendo,
em alguns casos, ser associado a modifi-
cagdes nas caracteristicas morfologicas
dos frutos e sementes, o que facilita a
sua identificagdo no campo. Em outros
casos, principalmente quando se trata de
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frutos carnosos, como € o caso da abo-
bora, o ponto de maturidade fisiologica
pode ser influenciado por um periodo de
repouso pos-colheita dos frutos, antes
da extracao das sementes. Nestes casos,
ha relatos de que sementes provenientes
de frutos imaturos podem apresentar
qualidade fisiologica comparavel a das
sementes extraidas de frutos maduros,
desde que estes frutos imaturos sejam
convenientemente armazenados antes
da extragao das sementes (Pedrosa et al.,
1987; Barbedo et al., 1994; Nascimento
et al., 2000, respectivamente para abo-
bora, pepino e berinjela).

O continuo progresso do conhe-
cimento sobre analise de sementes
envolve estudos nas areas de fisiologia,
bioquimica, biologia molecular e biofi-
sica. A analise de imagens também re-
presenta uma ferramenta relativamente
recente, com potencial indiscutivel para
estudos basicos ¢ aplicados, visando a
elucidagdo de varios aspectos do com-
portamento das sementes e o aprimora-
mento da metodologia para a avaliagdo
de diferentes atributos da qualidade de
sementes (Carvalho & Oliveira, 2006).

Os recursos utilizados para a analise
de imagens digitais, geralmente asso-
ciados a informatica, consistem funda-
mentalmente da captura de imagens de
sementes, de plantulas ou de suas partes
constituintes, por meio de camera foto-
grafica, filmadora ou “scanner”, com
objetivos de identificacdo, verificagdo de
sua integridade ou o estabelecimento de
relagdes com o desempenho da semente.
Esses procedimentos permitem apenas
a avaliagdo de imagens externas das
sementes, de modo que sua combinagao
com analises utilizando raio X permite
ampliar a diagnose. Os raios X ndo cau-
sam danos as sementes, sendo possivel
utiliza-las para a conducdo de testes fi-
sioldgicos, com o objetivo de confrontar
as observagdes da morfologia interna
com as plantulas (normais ou anormais)
ou sementes mortas resultantes dos
testes fisiologicos. Além disso, as ima-
gens obtidas poderdo ser catalogadas,
arquivadas e utilizadas posteriormente
para a definicdo de critérios de ava-
liagdo ndo subjetivos, padronizados e,
consequentemente, mais precisos que
os provenientes dos baseados apenas
na visdo humana (Menezes et al., 2005;
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ISTA, 2004).

A situacdo atual do conhecimento
sobre o uso potencial da analise de
imagens em diversos segmentos da
avaliacdo da qualidade de sementes
ainda € muito restrita diante da ampla
diversidade de espécies produzidas,
sistemas de producgdo e de problemas
que exigem procedimentos mais eficien-
tes para solugdo. Assim, este trabalho
teve como objetivo basico focalizar o
tema analise de imagens de raio X no
estudo sobre morfologia interna e mo-
nitoramento da formagdo de sementes.
Independentemente do fator de variagao,
ameta fundamental foi verificar até que
ponto e em que situagdes essas técnicas
de analise digitais processadas em com-
putador viabilizam o estabelecimento de
diagndsticos associados ao desempenho
de amostras de sementes. Utilizou-se
para isso, a espécie abobora (Cucurbita
moschata) como modelo. As informa-
¢oes obtidas neste estudo poderdo ser
estendidas ou utilizadas para outras
espécies de cucurbitaceas ou mesmo
para outras olericolas.

MATERIAL E METODOS

Estudo da maturacio das semen-
tes - Sementes de abobora ‘Brasilei-
rinha’ foram produzidas na Embrapa
Hortaligas, Brasilia-DF. Por ocasido do
florescimento, flores em antese foram
selecionadas e etiquetadas, ao acaso.
As colheitas dos frutos foram realizadas
aos 30, 40, 50 e 60 dias apos a antese
(DAA). Em cada época, os frutos, apos
a colheita, foram armazenados em
laboratério a 25°C, por zero (extracao
das sementes imediatamente a colhei-
ta) ou por 15 dias. As sementes foram
extraidas dos frutos e a mucilagem foi
removida utilizando cal hidratada. Em
seguida, as sementes foram lavadas em
agua corrente, secadas a temperatura
ambiente por 24 h e, posteriormente,
transferidas para uma cdmara com
ventilagdo, a 32°C por mais 24 h. Apos
asecagem, as sementes foram beneficia-
das em soprador pneumatico e realizada
a determinagdo do grau de umidade, de
acordo com as Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009).

Utilizacao de raio X e digitalizaciao

de imagens na avaliacio da morfolo-
gia interna das sementes - Os testes
foram realizados no Laboratério de
Analises de Imagens e no Laboratorio
de Analise de Sementes da ESALQ em
Piracicaba-SP. O teste de raio X foi
realizado com quatro repeti¢oes de 25
sementes de cada tratamento (frutos
colhidos aos 30, 40, 50 ¢ 60 DAA). As
sementes foram colocadas em alvéolos
de uma placa de acrilico e numeradas
de acordo com a posi¢do ocupada, de
maneira que pudessem ser identificadas
nas determinagdes posteriores. A placa
de acrilico contendo as sementes foi
colocada diretamente sobre um filme
de raio X (Kodak MIN-R EV 2000,
tamanho 18x24 cm). As imagens foram
obtidas com intensidade de 25 kV e 40
segundos de exposi¢do, utilizando-se
equipamento FAXITRON X-Ray, mo-
delo MX-20. A revelagao foi efetuada
em uma processadora Hope X-Ray,
modelo 319 Micromax. As imagens dos
filmes de raio X foram capturadas por
um Scanner Umax, modelo Power Look
1100, para ampliagdo e visualizagdo em
computador.

Apos a revelagdo das radiografias,
as sementes foram classificadas de
acordo com sua morfologia interna em
a) sementes cheias [aquelas com areas
vitais (tecidos essenciais) normalmente
estruturadas]; b) sementes mal forma-
das; ¢) sementes vazias.

Teste de germinac¢do para avalia-
cdo de caracteristicas e desempenho
de sementes de abobora - Foi realizado
o teste de germinagdo com as sementes
previamente radiografadas e identifi-
cadas, determinando-se a porcentagem
inicial de germinac¢do (primeira con-
tagem) e final (Ultima contagem). As
sementes foram colocadas em grupo
de 25, sendo cinco fileiras de cinco se-
mentes distribuidas sobre duas folhas de
papel germitest, cobertas com mais uma
folha e enroladas. As folhas de papel
foram previamente umedecidas com
quantidade de dgua equivalente a 2,5
vezes a massa do substrato (papel). Os
rolos foram mantidos em germinadores
tipo BOD em temperatura alternada de
20-30°C. Apos quatro dias, foi realizada
a primeira contagem e ap6s oito dias,
a contagem final, onde foram compu-
tadas as plantulas normais, anormais e
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as sementes mortas. Apos a obtengdo
do resultado de germinacao, foi feita
a comparacao desse resultado com as
imagens de raio X.

O experimento foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repetigoes. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, sendo
a comparagao de médias efetuada pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes apresentaram teor de
aguade 6,52a7,2%. O teor de dgua é um
fator de grande importancia no estudo
de raio X, pois ira refletir diretamente

PP Silva et al.

na qualidade da imagem. Assim, a pa-
dronizagdo do teor de dgua das sementes
antes da realizacdo do teste de raio X é
uma pratica que deve ser enfatizada. Por
exemplo, o minimo de 12% de umidade
das sementes foi indicado para uma
maior visualizagdo das imagens obtidas
pelo raio X em pimentdo (Gagliardi &
Marcos Filho, 2011).

A regulagem do aparelho de raio X
depende da espessura, densidade e com-
posi¢do da semente e do aparelho utili-
zado (Bino et al., 1993; ISTA, 2004).
O periodo de exposigao das sementes a
radiagdo de 40 segundos ¢ a intensidade
de 25 kV possibilitaram uma visualiza-
¢do adequada das sementes de abobora
nas radiografias; nestas condicdes, foi

Tabela 1. Numero de sementes cheias (SC), mal formadas (SM) ou vazias (SV) de abobora
(Cucurbita moschata) ‘Brasileirinha’ provenientes de frutos colhidos em diferentes estadios
de maturagdo (DAA) e extraidas em duas épocas [number of full seeds (SC), damaged (SM)
or empty seeds (SV) of ‘Brasileirinha’ pumpkin (Cucurbita moschata), at different periods
of maturation and extraction]. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 2011.

Extracio o o o
Frutos (DAA) (dias apés a colheita) SC (%)  SM (%) SV (%)
0 0 0 100
30
.................................. 12 S S 100
0 0 5 45
40
.................................. 12 S I o 6
50 0 25 71 4
.................................. 12 S SO !
60 0 38 60 2
15 62 38 0

Tabela 2. Primeira contagem de germinacao (PC) e germinagio (G) de sementes de abobora
(Cucurbita moschata) ‘Brasileirinha’ provenientes de frutos colhidos em diferentes estadios
de maturagdo (DAA) e extraidas em duas épocas. [‘Brasileirinha’ pumpkin (Cucurbita
moschata) first count (PC) and germination (G) of seeds from fruits at different periods of
maturation and extraction]. Brasilia, Embrapa Hortaligas, 2011.

Extracio o o
Frutos (DAA) (dias apés a colheita) PC (%) G (%)
0 Oc Oc
30
........... 1) ) 0 i
0 Oc Oc
40
........... 13 ) A =L
50 0 Oc 3d
........... 1) ) LT . S
60 0 Oc 13cd
15 27a 65ab
CV (%) 20,25 9,12

Meédias seguidas pela mesma letra em cada coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade (means followed by the same letter in each column do not differ by
Tukey test at 5% probability).
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possivel visualizar o desenvolvimento
da estrutura das sementes de abobora.
A tonalidade observada na analise de
imagens radiograficas ¢ definida em
fungao do nivel de absor¢ao da radiagao
em regides distintas da semente, que €
determinada pela espessura, densidade
e composicao dos tecidos da semente
(Simak, 1991; ISTA, 1993). Com isso,
sementes que ndo possuem tecido em-
brionario, por ndo apresentarem resis-
téncia a passagem dos raios X, fornecem
imagens escuras.

Observou-se que somente os tra-
tamentos representados por sementes
provenientes de frutos colhidos aos 60
DAA e armazenados por 15 dias ndo
apresentaram sementes vazias. Com
relacdo as sementes classificadas como
mal formadas, somente aquelas oriun-
das de frutos colhidos aos 30 DAA nao
apresentaram esse tipo de semente, uma
vez que todas essas sementes foram
classificadas como vazias (Tabela 1).
As sementes cheias foram observadas
em varios tratamentos. Como esperado,
quanto maior o tempo de maturagao dos
frutos, maior foi o nimero de sementes
cheias.

A técnica de raio X auxilia na
avaliacdo da viabilidade das sementes
(Swaminathan & Kamra, 1961; Oliveira
et al.,2003). Para se obter um resultado
confiavel ¢ preciso estabelecer uma re-
lagdo entre as estruturas internas das se-
mentes, observadas na radiografia, com
as respectivas plantulas ou sementes
mortas. De um modo geral, observou-
-se pelo teste de germinagdo que os
tratamentos com maior porcentagem
de sementes cheias proporcionaram um
resultado superior em relagdo aos outros
tratamentos (Tabela 2). Resultados se-
melhantes foram obtidos por Carvalho
et al. (2009) em sementes de abobora,
onde foi observado que os lotes com
maior nimero de sementes cheias, apre-
sentaram maior porcentagem de ger-
minagdo e que as sementes danificadas
fisicamente interferiram negativamente
na germinagao.

Verificou-se, ainda, que os resul-
tados obtidos no teste de germinag@o
foram concordantes com a classificagdo
de sementes no teste de raio X, sendo
constatada, no entanto, a presenca
de plantulas normais e anormais nas
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Dias apés a antese No dia da colheita 15 dias apos a colheita
| . . .
| . . .
| . l .
| . l .

Figura 1. Imagens radiograficas de sementes de abdbora (Cucurbita moschata) ‘Brasileirinha’ e suas respectivas plantulas no final do
periodo de germinacdo. Sementes ndo germinadas de frutos com 30 DAA (0 e 15 dias de armazenamento); plantulas anormais de frutos
com 40 DAA (0 e 15 dias de armazenamento) e 50 DAA (0 e 15 dias de armazenamento); e plantulas normais de frutos com 60 DAA (0 e
15 dias de armazenamento) [ X-ray images from ‘Brasileirinha’ squash (Cucurbita moschata) seeds and seedlings at the end of germination
period. Non germinated seeds from fruits at 30 DAA (0 and 15 days after storing); abnormal seedlings from fruits of 40 DAA (0 and 15
days after storing) and 50 DAA (0 and 15 days after storing); and normal seedlings from 60 DAA (0 and 15 days after storing)]. Brasilia,
Embrapa Hortalicas, 2011.
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sementes classificadas como cheias
(Figura 1). E importante destacar que
no teste de raio X € possivel visualizar,
detalhadamente, a morfologia interna
da semente, ou seja, se a semente esta
bem formada ou se apresenta problemas,
como injurias mecanicas, causadas por
insetos, presenca de tecidos em estado
avangado de deterioragdo, entre outros.
Entretanto, algumas sementes bem
formadas e aparentemente sem nenhum
problema podem dar origem a plantulas
anormais ou sementes mortas, pois o
teste de raio X ndo consegue detectar
determinados problemas fisioldgicos,
como, por exemplo, fases intermedid-
rias do processo de deterioracdo, que
poderiam estar afetando o processo de
germinacao (Burg ef al., 1994).

A maior parte das sementes conside-
radas cheias originou plantulas normais
e a maioria das classificadas como mal
formadas originou plantulas anormais.
Por outro lado, 100% das sementes
consideradas vazias ndo germinaram.
Resultados semelhantes foram obtidos
por Pupim et al. (2008) em sementes de
embauba. Carvalho et al. (2009), ana-
lisando sementes de abobora também
observaram que os lotes que possuiam
maior numero de sementes cheias
originaram maior nimero de plantulas
normais.

Os resultados obtidos no presente
estudo confirmam as afirmag¢des de que
a morfologia interna das sementes ¢
um indicativo do seu potencial de via-
bilidade. Dessa forma, a identificagdo
¢ a posterior eliminagdo de sementes
que apresentam ma formagao durante
a produgdo e, ou problemas durante o
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processo de extracdo e beneficiamento,
passiveis de serem visualizados nas
radiografias, poderiam promover a me-
lhoria da qualidade fisica e fisiologica
de lotes de sementes. A utilizagdo da
técnica de raio X mostrou-se eficiente
na detec¢do de sementes mal formadas
e de sementes vazias de abobora que
afetam negativamente sua germinagao.
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