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AVALIACAO DA MORFOLOGIA INTERNA DE SEMENTES
DE Acca sellowiana O. Berg POR MEIO
DE ANALISE DE IMAGENS!

VANESSA NEUMANN SILVA?, MARCELO BENEVENGA SARMENTO?,
ANA CAROLINA SILVEIRA*, CLARISSA SANTOS SILVAS, SILVIO MOURE CICERO®

RESUMO- Acca sellowiana O. (Berg) Burret ¢ uma fruteira nativa da regido Sul do Brasil e do Uruguai,
que apresenta grande potencial de uso na recuperacdo de areas degradadas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a morfologia interna de sementes de Acca sellowiana O. Berg por meio da andlise de imagens de
raios X e relacionar os resultados com a germinacao das sementes. Sementes de Acca sellowiana O. Berg,
representadas por trés lotes, foram analisadas pelo teste de raios X e, posteriormente, conduzidas ao teste de
germinacdo, com avaliagdo aos 44 dias apds a semeadura. As imagens de raios X foram analisadas com o
software ImagelJ. A andlise das imagens radiograficas de sementes de Acca sellowiana permite a mensuragao
das areas internas livres, assim como a determinagao da relagao entre estas e a germinacao. Danos internos
detectados por meio de raios X afetam a germinacao das sementes.

Termos para indexacio: raios X, imagens, danos.

Acca sellowiana O. Berg SEED MORPHOLOGY
EVALUATION BY IMAGE ANALYSIS

ABSTRACT - Acca sellowiana O. (Berg ) Burret is a species native from southern of Brazil and Uruguay
which has great potential for use in the recovery of native forests and degraded areas. The aim of this study
was to evaluate the morphology of Acca sellowiana O. Berg seeds by analysis of X-ray images and correlate
the results with seed germination. Acca sellowiana O. Berg seeds, represented by three lots, were analyzed
by X-ray test and later the same seeds were submitted to the germination test, with assessment at 44 days
after sowing. X-ray images were analyzed with ImageJ software. X-ray test allows Acca sellowiana internal
morphology seeds visualization. Seed image analysis allows the measurement of internal seed areas and
assists in the study of relationships between seed morphology and germination. The seed internal free space
and the presence of damages can affect germination.

Index terms: X-ray, images, damage
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INTRODUCAO

Acca sellowiana O. Berg ¢ uma fruteira
nativa da regido Sul do Brasil e Nordeste do
Uruguai, conhecida regionalmente por goiabeira-
serrana ou feijoa e, no Uruguai, como guayabo
del pais (DUCROQUET et al., 2000), a qual vem
despertando grande interesse economico devido ao
sabor exotico de seus frutos. Além disso, apresenta
grande potencial de uso ornamental, paisagistico e
para recuperagao de areas degradadas.

Apesar da importancia desta espécie,
existem poucas informagdes a respeito de aspectos
fisiologicos, morfoldgicos ¢ demais caracteristicas
que influenciam sobre a germinagdo ¢ a qualidade
de sementes.

Atualmente, a analise de imagens de sementes
e plantulas tem-se mostrado eficiente para a avaliagdo
dos componentes fisiologicos e fisicos de sementes,
que influenciam na qualidade dos lotes. Dentre
as técnicas disponiveis, o teste de raios X tem-se
revelado eficiente na analise da morfologia interna
de sementes, possibilitando o estudo da relagio entre
essa caracteristica e o seu potencial fisiologico

O método consiste em expor as sementes
a uma fonte de baixa energia de raios X e a um
filme fotossensivel. Ao atravessarem as sementes €
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 absor¢@o de raios X em diferentes
quantidades pelos tecidos das sementes, em fungao
de sua estrutura, composi¢do ¢ densidade, além do
tempo de exposi¢ao a radiacao (ISTA, 2004).

Considerando-se que as espécies florestais
sdo caracterizadas por grande ocorréncia de
predacgdo, sementes vazias ¢ ma-formagao do
embrido, bem como apresentam grande variabilidade
genética e demandam longo tempo para a obtengdo
dos resultados do teste de germinagdo (MASETTO
et al., 2008), o teste de raios X, por ser rapido e ndo
destrutivo, pode ser uma alternativa interessante para
avaliar a qualidade de sementes destas espécies.

Viarias pesquisas tém demonstrado que a
analise de imagens deraios X possibilita aidentificacdo
de danos que afetam a qualidade de sementes de
espécies florestais, como Ginkgo biloba (SALINAS
et al., 2012), Tabebuia heptaphylla (AMARAL et
al., 2011), Xylopia aromatica (SOCOLOWSKI et
al., 2011), Tecoma stans (SOCOLOWSKI et al.,
2008), Eremanthus erythropappus (FEITOSA et
al., 2009), Cedrela fissilis (MASSETO et al., 2008),
Platypodium elegans (SOUZA et al., 2008), Cecropia
pachystachya (PUPIM et al., 2008), Eugenia

pleurantha (MASSETO et al., 2007) e Tabebuia
serratifolia e Tabebuia impetiginosa (OLIVEIRA
et al., 2004), entre outras.

Além disso, outra caracteristica passivel
de avalia¢do por meio de analise de imagens de
raios X, que possivelmente esta relacionada com
o desempenho das sementes, ¢ o tamanho do
embrido, que pode ser definido com a relagdo entre
desenvolvimento embrionario e o espaco disponivel
na cavidade interna da semente. Socolowski e Cicero
(2008) verificaram que a capacidade germinativa
das sementes de Tecoma stans ¢ maior naquelas
com embrides mais desenvolvidos ou com pequenos
danos. Em outras pesquisas, também foi verificada
a eficiéncia da analise de imagens de raios X para
a avaliacdo da morfologia interna de sementes ¢ a
associac@o destes resultados com a germinagdo e o
vigor, como para sementes de aroeira (MACHADO;
CICERO, 2003), Cecropia pachystachya Trec.
(PUPIM et al., 2008), pimentao (GAGLIARDI;
MARCOS FILHO, 2011), berinjela (SILVA et
al., 2012), meldo, abdbora ¢ melancia (GOMES
JUNIOR et al., 2012), entre outras. Porém, na
maioria dos casos, essa classificagdo é realizada de
forma visual, sendo necessarios pardmetros mais
precisos para desenvolver modelos mais consistentes
de avaliagdo, para definir categorias de extensdo
do desenvolvimento embrionario ou espago livre
no interior das sementes (MARCOS FILHO et al.,
2010).

Neste contexto, Dell’Aquilla (2007)
verificou que sementes de pimentdo com areas
internas livres maiores que 2.7% tiveram aumento
progressivo de plantulas anormais e sementes mortas
no teste de germinag@o. No entanto, para sementes de
Acca sellowiana O. Berg, ndo existem informagdes
na literatura quanto a este aspecto.

Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a morfologia interna de sementes de
Acca sellowiana O. Berg por meio da analise de
imagens de raios X e relacionar os resultados com a
germinacdo das sementes.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida nos Laboratdrios de
Analise de Imagens, do Departamento de Producdo
Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” da Universidade de Sdo Paulo, em
Piracicaba-SP e¢ no Laboratério de Sementes do
Instituto Biotecnoldgico de Reprodugdo Vegetal da
Universidade da Regido da Campanha, em Bagé-RS .

Foram utilizados trés lotes de sementes de
Acca sellowiana O. Berg, obtidos do Banco de
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Germoplasma da Empresa de Pesquisa Agropecuaria
¢ Extensao Rural de Santa Catarina (Epagri), os quais
estavam armazenados em sacos de papel em camara
fria (15-18°C/45-50%UR). As sementes foram
analisadas pelo teste de raios X e, posteriormente,
foram conduzidas ao teste de germinagio, doze meses
apos a colheita dos frutos e a extrag@o das sementes.

Para o teste de raios X, foram utilizadas
cinco repetigdoes de 20 sementes, colocadas sobre
uma fita adesiva transparente (dupla face) e fixadas
em lamina plastica transparente; as sementes foram
numeradas de acordo com a posi¢do ocupada na
lamina, de maneira que pudessem ser identificadas
em determinagdes posteriores. A lamina plastica
foi colocada no interior do equipamento digital de
raios X, marca Faxitron®, modelo MX-20 DC-12,
acoplado a um computador Core 2 Duo (3.16 GHz,
2 GB de memoria RAM, disco rigido de 160 GB) ¢
monitor MultiSync (LCD1990SX de 17 polegadas)
e submetida a radiag@o por 20 segundos a 20 kV. Em
seguida, as imagens geradas foram salvas no disco
rigido do computador para sua analise. As sementes
foram retiradas da lamina transparente e transferidas
para bandeja acrilica com células individuais,
numerando-se na mesma ordem em que estavam nas
imagens de raios X. Apos esse procedimento, foram
conduzidas ao teste de germinacgao.

O teste de germinagdo foi realizado sobre
papel toalha umedecido com agua destilada na
proporcdo equivalente a 2,5 vezes a massa do
papel. As sementes, previamente numeradas, foram
desinfestadas com solug@o de hipoclorito de sodio
a 1% de cloro ativo, por trés minutos, enxaguadas
com agua destilada e, entdo, distribuidas sobre duas
folhas de papel germitest e cobertas com mais uma
folha dentro de caixas plasticas (110x110x35mm) e
levadas ao germinador a 20 °C, com 16 horas de luz;
a avaliagdo foi realizada 44 dias ap6s a semeadura
(SARMENTO, 2012). As plantulas normais,
anormais e as sementes mortas foram retiradas do
substrato e fotografadas com auxilio de uma camera
fotografica digital. As imagens foram salvas no disco
rigido do computador para posterior analise.

As imagens das sementes radiografadas
foram salvas no formato fiff ¢ analisadas com o
software Imagel, adaptando-se metodologia de
analise anteriormente utilizada em outras pesquisas
para medi¢ao de area foliar (SOUZA NETO, 2009),
conforme exemplo ilustrado nas Figuras 1 e 2. As
etapas da analise no referido programa foram assim
executadas: abertura da imagem (Figura 1A), que
deve estar preferencialmente no formato #iff, e sua
conversdo para o tipo escala de cinza (Figura 1B);
deve-se proceder a seleg@o da area de interesse para

a analise, e neste caso realizou-se a analise de cada
semente de forma individualizada, delimitando-se
cada uma, para que o programa efetuasse a analise
(Figura 1C) e logo apos realizou-se a selegdo
da escala que foi utilizada para a calibragdo da
imagem (Figura 1D), sendo que, neste trabalho, foi
considerado o valor de pixels em cada imagem como
referéncia, que foi de 2368 X 2340 pixels (Figura
1E); apds, foi realizada a escolha dos parametros
a serem mensurados (Figura 1F), sendo escolhidos
como a area do objeto, o perimetro e a area percentual
( fraction area), a qual representa as areas livres
internas das sementes (Figura 2A); ap6s, foi realizado
o ajuste de cores, para a separagdo das areas de
interesse dos demais contituintes da imagem (Figuras
2B, 2C ¢ 2D); por fim, foi efetuada a mensuragéo dos
parametros (Figura 2E) e a obtengao dos resultados
(Figura 2F). Todos os procedimentos (Figura 2A
a 2F) foram executados manualmente para cada
semente das amostras.

Um exemplo de analise no ImageJ pode ser
observado na Figura 3A. Para facilitar a discussao
dos resultados, foi calculado o valor médio da area
livre da cavidade interna das sementes na amostra
de 100 sementes ¢ o desvio-padrao para cada lote.
Com base nestes resultados, foram atribuidas trés
categorias para classificar as sementes, conforme
descricdo a seguir: a) categoria 1: sementes com area
livre inferior ao valor da média menos um desvio-
padrio; b) categoria 2: sementes que tiveram area
livre compreendida entre a média menos um desvio-
padrio e a média; c) categoria 3: sementes com area
livre maior que a média mais um desvio-padrao.
Como poucas sementes tiveram danos (malformagao
de suas partes e/ou tecidos deteriorados), optou-
se por fazer o estudo focado na relacdo entre o
preenchimento da cavidade interna de sementes
¢ a germinagdo, ¢ apresentar os casos isolados de
danos. Para auxiliar no entendimento da relacdo
entre morfologia de sementes e a germinagdo, foi
calculada a correlagdo entre a area livre das sementes
e o percentual de plantulas anormais obtidas no teste
de germinacao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das imagens de raios X permitiu
observar a morfologia das sementes de Acca
sellowiana e identificar areas livres internas,
assim como danos, os quais podem prejudicar a
germinagio. Areas livres ou vazias no interior das
sementes foram visualizadas nos trés lotes avaliados,
como no exemplo da Figura 3B. As areas escuras
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representam auséncia de tecidos ou baixa densidade
dos mesmos, os quais impdem menor restri¢ao
a passagem dos raios X e, com isso, provocam o
escurecimento da imagem.

A analise das imagens radiograficas com
o software Imagel possibilitou a mensuragdo das
areas livres internas das sementes e, desta forma,
permitiu a separacdo das sementes em diferentes
categorias, auxiliando no estudo da relagdo entre a
morfologia interna das sementes ¢ a germinacao. Esse
resultado ¢ interessante, pois até o presente momento
somente dois softwares sdo indicados na literatura
para esse tipo de andlise, o Tomato Analyzer®
(MARCOS FILHO etal., 2010) e o Image ProPlus®
(DELL’AQUILA, 2007; SILVA et al., 2012),
sendo que o Tomato Analyzer ¢ mais indicado para
sementes que ndo possuem endosperma (MARCOS
FILHO et al., 2010); portanto, os resultados do
presente trabalho indicam mais uma alternativa
para pesquisas nesta linha de estudo, o que é muito
interessante, pois métodos computadorizados que
utilizam alta velocidade de captura e processamento
de imagens sdo as técnicas mais avancadas que
podem prover alto nivel de eficiéncia para analise
de qualidade de sementes (DELL’AQUILA, 2009).

Com base nos resultados obtidos na analise
das imagens com o software ImageJ, constatou-se que
as sementes dos lotes 1 e 2 tiveram 4rea livre interna
média de 7% em relagdo a area total da semente,
ao passo que, nas sementes do lote 3, esse valor foi
maior, sendo de 9% (Tabela 1). A distribuicdo das
sementes quanto a area livre dentro de cada lote pode
ser visualizada na Figura 4, na qual se observa que a
maioria das sementes dos lotes 1 e 2 tiveram valores
de area livre inferiores a 10% em relagao a area total
da semente, ao passo que, no lote 3, varias sementes
tiveram valores de areas livres acima de 10% e, em
alguns casos, chegando aos 20%.

As diferengas de area livre nas sementes
dentro de cada lote podem ocorrer devido a
desuniformidade de maturagao de sementes, comuns
em espécies florestais, especialmente considerando-
se as espécies nativas, as quais, na maioria dos casos,
nao sofreram intenso processo de melhoramento
genético e domesticacdo, e, portanto, possuem
florescimento e produgao de frutos e sementes muito
desuniformes. Segundo Ducroquet e Hickel (1991), a
maturagao dos frutos de Acca sellowiana inicia-se no
final de fevereiro e estende-se até o inicio de junho
no Estado de Santa Catarina, local de produgéo das
sementes utilizadas nesta pesquisa.

A presenca de areas livres no interior da
semente pode prejudicar o potencial germinativo,
pois estas podem significar menor quantidade de

substancias de reservas armazenadas, as quais sdo
essenciais para o fornecimento de energia para os
processos iniciais de germinacdo, pois a sintese de
proteinas ¢ a atividade respiratoria inicial envolvem
componentes armazenados durante a maturago
das sementes (NONOGAKI et al., 2010). Varios
trabalhos de pesquisa relatam que sementes
parcialmente formadas, com areas livres internas, ndo
foram capazes de originar plantulas normais no teste
de germinag@o, como para Cecropia pachystachya
Trec (PUPIM et al., 2008) e aroeira (MACHADO;
CICERO, 2003). Para pimentio, Dell’ Aquila (2007)
constatou que, quando as sementes tinham areas
livres maiores que 2,7%, em relagdo a sua area total,
na maioria dos casos, originaram plantulas anormais
ou ndo germinaram.

Mas a maior area livre interna nem sempre
prejudicou a germinacdo de sementes, como a de
berinjela (SILVA et al., 2012).

A relagdo entre a morfologia interna das
sementes de Acca sellowiana, considerando-se
as areas internas livres, ¢ a germinagdo ocorreu
de forma diferenciada para os trés lotes avaliados
(Tabela 2); para o lote 1, areas livres maiores que
7,05% prejudicaram o potencial germinativo das
sementes; porém, para os lotes 2 ¢ 3, areas livres
acima de 3,84% ¢ 5,6%, respectivamente, ja foram
suficientes para reduzir a germinacdo das sementes.

E possivel que o menor volume de tecidos
de reserva possa prejudicar a germinagdo, como foi
relatado por Socolowski et al. (2011) para sementes
de Xylopia aromatica. Esses autores verificaram,
por meio da analise de imagens de raios X, que
sementes de maior massa possuiam endosperma
bem formado e que houve relagdo direta entre esta
caracteristica ¢ os resultados de emergéncia de
plantulas. Constataram, ainda, que as sementes de
maior massa germinaram de forma mais rapida e
em maior propor¢ao que sementes de menor massa.

Entretanto, outros fatores nao relacionados
diretamente com a morfologia interna de sementes,
como balango hormonal e atividade enzimatica,
influenciam na reorganizacao das estruturas celulares
da semente durante a embebigdo, na sintese e na
degradagao de compostos durante a mobilizagio das
reservas armazenadas nas sementes, assim como na
expansdo, na divisdo e no crescimento celular, que
ocorrem durante a germinagdo (NONOGAKI et al.,
2010).

A maioria das sementes de Acca sellowiana
com menor area livre (categoria 1) originaram
maior percentual de plantulas normais (Tabela 2).
Entretanto, é necessario mencionar que houve baixo
percentual de sementes classificadas na categoria 1,

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 35, n. 4, p. 1158-1169, Dezembro 2013



1162

AVALIACAO DA MORFOLOGIA INTERNA DE SEMENTES DE Acca sellowiana...

nos trés lotes, e, portanto, a probabilidade de ocorrer
maior germinagdo das sementes desta categoria
¢ maior que nas demais. Observa-se que houve
correlagdio entre o niimero de sementes com areas
livres internas e o percentual de plantulas anormais
na categoria 1, nos lotes 1 e 2, assim como na
categoria 3, para os lotes 1 e 3; portanto, nem sempre
as areas livres no interior da semente provocaram a
geracdo de anormalidades nas plantulas (Tabela 2).

E importante enfatizar que o baixo percentual
de germinagdo das sementes das categorias 2 ¢ 3
pode ter ocorrido, também, em fungdo do potencial
fisiologico destas, independentemente da area livre,
j& que poucas sementes apresentaram danos, ao
contrario de outras pesquisas relatadas na literatura
para sementes de espécies florestais.

Contudo, deve-se mencionar que algumas
sementes apresentaram danos, que afetaram a
germinacdo, como pode ser visualizado na Figura
5. Observa-se que os danos na regido da radicula,
indicados pela seta nas Figuras 5B e 5C, resultaram
em anormalidade da raiz primaria nas plantulas
correspondentes (Figuras 5B’ ¢ 5C”), ao passo que
a semente que ndo possuia danos em sua estrutura,
originou uma plantula normal (Figura 5A’). Em

outras pesquisas, foi relatado que danos na estrutura
da semente podem prejudicar a germinacéo,
como em aroeira (MACHADO; CICERO, 2003),
Eugenia pleurantha (MASSETO et al., 2007),
Ocotea pulchella, Persea pyrifolia, Nectandra
grandiflora, Nectandra lanceolata ¢ Nectandra
nitidula (CARVALHO et al., 2009) e Tabebuia
heptaphylla (AMARAL et al., 2011). E possivel que
o efeito dos danos na germinacdo ocorra em fungao
da interrupgdo na translocacido de nutrientes do
endosperma para o embrido (MENEZES etal., 2012;
CICERO; BANZATTO JUNIOR, 2003).

Diante do exposto, verifica-se que a analise
de imagens radiograficas se apresenta como uma
alternativa interessante para a identificagdo de
possiveis danos e caracteristicas como a presenga de
areas internas livres nas sementes de Acca sellowiana,
as quais podem reduzir o potencial fisioldgico dos
lotes. O uso de sistemas de analise de imagens, como
o relatado no presente trabalho, pode contribuir para
o aprimoramento da qualidade de lotes, permitindo a
identificacdo de sementes com menor potencial e o
descarte destas antes da comercializagdo, auxiliando
no controle de qualidade.

TABELA 1 - Area livre média (ALM) e desvio-padrio (DP) em cada categoria (C) de morfologia interna
de sementes de Acca sellowiana O. Berg. Bagé-RS, 2012.

DP C
Lote ALM (%)
1 2 3
1 7,05 3,28 <3,77 3,7701-7,05 > 17,05
2 7,17 3,33 < 3,84 3,8401-7,17 >7,17
3 9,00 3,38 <5,62 5,6201- 9,00 > 9,001

TABELA 2 - Percentual de sementes (S) de goiabeira-serrana (4cca sellowiana O. Berg) em cada categoria
de morfologia interna (C), de acordo com o software ImageJ, e percentual de plantulas normais
obtido no teste de germinagdo (PN) e de plantulas anormais (PA). Bagé-RS, 2012.

Lote C S (%) PN (%) PA (%) Cor*
1 7 43 0 0,5
1 2 54 43 7 0,87
3 39 28 12 0,87
1 14 50 50 0,87
2 2 44 43 2 0,5
3 42 24 50 0,5
1 7 90 0 -1
3 2 45 45 38 0,5
3 48 40 4 1

* Correlagdo entre a area livre das sementes e o percentual de plantulas anormais obtidas no teste de germinagao.
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FIGURA 3 - Exemplo de analise de imagens de sementes de Acca sellowiana no programa Imagel (A), e
exemplos de sementes de Acca sellowiana O. Berg com diferencgas na area da cavidade interna

preenchida pelo embrido e endosperma, categoria 1 (B1), categoria 2 (B2) e categoria 3 (B3).
Bagé-RS, 2012.
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numa amostra de 100 sementes. Bagé-RS, 2012.
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FIGURASS - Exemplos de sementes de Acca sellowiana O. Berg sem danos (A), e com danos indicados pela
seta (B e C), e suas respectivas plantulas normais (A’), e anormais (B’ e C’). Bagé-RS, 2012.

CONCLUSAO

A analise das imagens radiograficas de
sementes de Acca sellowiana, com o software
Imagel, permite a mensuracdo das areas internas
livres, assim como a determinacdo da relagdo entre
estas e a germinagdo. Danos internos detectados por
meio de raios X afetam a germinagao das sementes.
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