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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-graduacdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

CONDUTIVIDADE ELETRICA MASSAL, INDIVIDUAL E AVALIAQC)ES
CITOGENETICAS PARA DETERMINACAO DO VIGOR DE
SEMENTES DE TRIGO
AUTOR: VANESSA OCOM MENEZES
ORIENTADOR: SIDINEI JOSE LOPES
Local e Data: Santa Maria/RS, 25 de julho de 2013.

A qualidade das sementes utilizadas em qualquer cultivo agricola é um dos fatores importantes para
obtencdo de um numero de plantas ideal e alta produtividade. A avaliacdo do potencial fisiolégico das
sementes é essencial aos programas de controle de qualidade empregados por empresas produtoras e, essa
avaliacdo ¢ realizada através de testes de vigor. Estudos citogenéticos também fornecem informagdes sobre
a qualidade das sementes, permitindo identificar anomalias que comprometem o vigor. Para obtengéo de
resultados precisos em experimentes para qualidade de experimentos. Desse modo, 0s objetivos desse
estudo foram determinar e padronizar metodologias para os testes de condutividade elétrica massal e
individual visando a determinacdo da qualidade fisiologica de sementes de trigo; detectar alteracOes
citogenéticas e fisioldgicas que ocorrem durante o processo de deterioracdo das sementes submetidas ao
envelhecimento artificial; e determinar o tamanho de amostra, em nimero de sementes, para a estimacéo da
média de condutividade elétrica individual em diferentes tempos de embebicdo. Foram utilizadas cinco
cultivares de trigo: Fundacep Horizonte, Fundacep Campo Real, Quartzo, Mirante e Onix, subdivididas em
dois sublotes de sementes para cada cultivar (alto e baixo vigor) através da metodologia do envelhecimento
acelerado. Cada lote foi avaliado fisiologicamente pelas determinacfes do teste de germinacéo e testes de
vigor. Posteriormente, as sementes foram submetidas aos testes a serem padronizados: condutividade
elétrica massal e condutividade elétrica individual, por nove periodos de imersao (1, 2, 3,4, 5,6, 7,8 e 24
horas). Para as andlises citogenéticas, foram utilizadas sementes das cultivares Fundacep Campo Real e
Onix, submetidas ao processo de envelhecimento acelerado por zero, 24, 48, 72, 96 e 120 horas, & 42°C e
100% de UR. DeterminacOes fisioldgicas também foram efetuadas e as analises citogenéticas foram
realizadas através de técnicas convencionais, como observagdo dos cromossomos e indice mitético. Para
determinar o tamanho de amostra, realizou-se um processo interativo de reamostragem com 1000
reamostragens, com reposicao, utilizando diferentes tamanhos de amostras, iniciando com uma semente e
acrescentando uma semente em cada interacdo até o tamanho maximo de 400 sementes. Os resultados
obtidos revelaram que o teste de condutividade elétrica individual foi eficiente para a separacdo dos lotes
de sementes de trigo e a melhor combinacdo foi a utilizacdo de 25mL de solugdo de embebicdo e amostras
de 75 sementes, nos periodos de 8 e 24 horas e, que o teste de condutividade elétrica individual foi eficiente
para a determinag&o do vigor das sementes de trigo com a possibilidade de leitura com periodo reduzido de
uma hora de embebicéo das sementes. A deterioracdo das sementes causada pelo envelhecimento acelerado
tem relacdo com a diminuicdo do potencial germinativo e de vigor das sementes de trigo das cultivares
Campo Real e Onix; o estresse causado pelo envelhecimento acelerado nas sementes de ambas as cultivares
leva a drastica redugdo no indice mitético e, o envelhecimento acelerado leva ao aumento da frequéncia de
anomalias cromossOmicas, porém com respostas distintas para as cultivares analisadas, possivelmente,
vinculado a efeito genotipico. A amostragem, em nUmero de sementes de trigo, para avaliar a
condutividade elétrica individual ¢ de 44 sementes; para lotes em que ndo foram aplicados o
envelhecimento acelerado, é de 27 sementes; para lotes envelhecidos artificialmente, para amplitudes de 3 a
5 uS cm™ semente™, para tempos de embebic&o das sementes de uma a 24horas.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.. Testes de vigor. Condutividade elétrica massal. Condutividade
elétrica individual. Padronizacdo de metodologia. Analises citogenéticas. Tamanho de amostra.
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EVALUATIONS FOR VIGOR DETERMINATION OF WHEAT SEEDS
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ADVISOR: SIDINEI JOSE LOPES
Place and Date: Santa Maria/RS, July 25th, 2013.

The quality of the seeds used in any agricultural cultivation is one of the important factors for the
obtaining of a number of ideal plants and high productivity. The evaluation of the physiological
potential of the seeds is essential to the quality control programs utilized by producing companies and
this evaluation is realized through vigor tests. Cytogenetic studies also provide information about the
quality of the seeds, allowing to identify anomalies that compromise the vigor. For the obtainment of
precise results in agricultural experiments, the determination of the samples’ size to be used is one of
the main quality components of the experiments. Thereby, the objectives of this study aimed to
determine and standardize the methodologies of the mass and individual electric conductivity tests for
the physiological quality of the wheat seeds; detect cytogenetic and physiological alterations that
occur during the deterioration process of the seeds submitted to the artificial aging and estimate the
sample size, in number of seeds, for the average estimation of individual electric conductivity in
different times of soaking. Five varieties of wheat seeds were used: Fundacep Horizonte, Fundacep
Campo Real, Quartzo, Mirante and Onix, subdivided into two subgroups of seeds for each variety
(high and low vigor) through the methodology of accelerated aging. Each group was evaluated
physiologically by the determinations of germination tests and vigor tests. Later on, the seeds were
submitted to the tests to be standardized: mass electric conductivity and individual electric
conductivity, in nine soaking periods (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, and 24 hours). For the cytogenetic analysis,
the seeds from the varieties Fundacep Campo Real and Onix were used. They were submitted to the
accelerated aging process by zero, 24, 48, 72, 96 and 120 hours, at 42°C and 100% of relative air
humidity. Physiological determinations were also effectuated and the cytogenetic analyses were
realized through conventional technigues, as chromosome observation and mitotic index. To
determine the sample size, an interactive process of resampling was conducted with 1000 resamplings,
with restitution, using different sample sizes, starting with one seed and adding a seed to each
interaction until the maximum size of 400 seeds. The obtained results reveal that the individual electric
conductivity test was effective for the separation of the groups of wheat seeds and the best
combination was the utilization of 25 ml of soaking solution and samples of 75 seeds, during the
periods of 8 and 24 hours. The individual electric conductivity test was efficient for the vigor
determination of the wheat seeds with the possibility of reading with reduced period of one hour of
seed soaking. The seed deterioration caused by the accelerated aging has relation with the reduction of
the germination potential and the vigor of the wheat seeds from the varieties Campo Real and Onix;
the stress caused by the accelerated aging on the seeds from both varieties leads to a drastic reduction
on the mitotic index and the accelerated aging leads to an increase of anomalies frequency, possibly,
related to a genotypic effect. The sampling, in number of wheat seeds, to evaluate the individual
electric conductivity is of 44 seeds; for groups in which the accelerated aging was not applied, it is 27
seeds; for groups artificially aged, the amplitudes are from 3 to 5 uS. cm™ seed™, for soaking time
from one to 24 hours.

Key-words: Triticum aestivum L.. Vigor tests. Mass electric conductivity. Individual electric
conductivity. Methodology standardization. Sample size. Cytogenetic analyses.
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INTRODUCAO GERAL

O trigo é uma cultura de extrema importancia, ocupando, aproximadamente, 20% das
areas cultivadas no mundo e, detendo 30% da produgdo de grdos. Em regides de clima
temperado, a triticultura tem relevancia econémica, no Brasil, principalmente na regido Sul, o
cultivo desse cereal contribui de maneira significativa para a sustentabilidade do agronegocio
(GULLO, 2005).

Dentre os aspectos de cultivo que demandam atencdo por parte dos produtores, esta a
qualidade das sementes utilizadas. A utilizacdo de sementes com alto potencial fisiologico,
capazes de germinar uniforme e rapidamente mesmo sob ampla variacdo ambiental, é
imprescindivel para o sucesso do estabelecimento do estande desejado e, fornece a base para a
obtenc&o de elevadas produtividades (MARCOS FILHO, 2005).

Assim, a avaliacdo do potencial fisiologico das sementes é um componente essencial
dos programas de controle de qualidade empregados por empresas produtoras de sementes,
permitindo a adocdo de préaticas destinadas a garantir nivel satisfatério de qualidade
fisiologica das sementes, tanto durante o armazenamento quanto, posteriormente, na
semeadura no campo. Isso leva a necessidade de aperfeicoamento dos testes que determinam
o potencial fisioldgico das sementes, a fim de que esses fornecam informacdes seguras,
devendo separar lotes de sementes com germinagdo semelhante.

A avaliacdo da qualidade das sementes é realizada, rotineiramente, através do teste de
germinacdo, o qual possui metodologia padronizada para inUmeras espécies (BRASIL, 2009),
permitindo dessa forma, a comparacao de resultados entre os diferentes laboratérios de analise
de sementes. Entretanto, pelo fato desse teste ser conduzido em condicGes ideais, diferente
das que normalmente ocorrem no campo, possui algumas limitagdes, tais como, superestimar
o potencial fisioldgico das sementes, além de, ndo permitir a estratificagdo de lotes com
percentual de germinagédo semelhante.

Essas limitacdes do teste de germinacao levaram a necessidade de desenvolvimento de
metodologias complementares, denominados testes de vigor. O vigor da semente pode ser
definido como um indice do grau de deterioracao fisioldgica e/ou integridade mecanica de um
lote de alto poder germinativo, representando sua extensa habilidade de estabelecimento no
ambiente (ISTA, 1995); ou ainda, o vigor é uma propriedade das sementes, o qual determina o

potencial para uma rapida e uniforme emergéncia e para o desenvolvimento de plantulas
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normais sob uma ampla faixa de condi¢cdes ambiente (AOSA, 1983). Entretanto, diferente do
teste de germinagao, ndo existem testes de vigor padronizados para a cultura do trigo.

O processo de deterioracao das sementes e o vigor estao fisiologicamente interligados,
Ou seja, sdo aspectos reciprocos da qualidade das mesmas, assim, a medida que a deterioragédo
avanga, 0 vigor, consequentemente, decresce (MARCOS FILHO, 2005). No momento da
maturidade fisioldgica da semente, a sua qualidade é maxima, portanto, seu vigor também e, a
partir desse estado a qualidade e o vigor decrescem progressivamente devido ao processo
natural de deterioracdo. A deterioracdo € definida como qualquer modificagdo degenerativa,
seja de origem fisica, bioquimica, fisiologica ou citogenética, culminando na perda do poder
germinativo da semente (POPINIGIS, 1985).

Os testes de vigor complementam as respostas obtidas pelo teste de germinacdo, e
possibilitam a obtencdo de informagbes consistentes sobre a qualidade fisiologica das
sementes. Além disso, muitos testes de vigor possuem metodologias simples e rapidas, que
permitem obter informacgdo da qualidade fisiologica das sementes de forma antecipada em
relacdo ao teste de germinacdo, dentre esses, se destaca o teste de condutividade elétrica
(FICK; HIBBARD, 1925).

A mensuracdo da qualidade das sementes de forma rapida e eficiente consiste em
exigéncia das empresas sementeiras, de modo a permitir e agilizar tomadas de decisdes, em
especial, relativas as operacdes de colheita, processamento e comercializacdo (LOPES;
FRANKE, 2010). Em funcdo do teste de germinacdo demandar um tempo consideravel, tem
sido crescente o interesse pelo potencial das propriedades fisiologicas e bioquimicas das
sementes como indices de vigor e, testes rapidos de vigor estdo diretamente interligados com
0s acontecimentos iniciais do processo de deterioracdo das sementes, como a degradacédo das
membranas celulares.

A determinacdo da condutividade elétrica da solucdo de embebigdo da semente, como
teste de vigor, ja esta recomendada para sementes de ervilha e sugerida para as de soja
(AOSA, 2002) e, atualmente, ja se destaca como um dos principais testes, pois, mesmo que a
perda da capacidade germinativa seja um indicativo relevante da perda de qualidade, esta é a
ultima consequéncia, ou seja, a etapa final do processo de deterioracdo das sementes. O teste
de condutividade elétrica baseia-se na integridade do sistema de membranas celulares, ou
seja, na sua estruturacdo ou desestruturacdo. O teste € fundamentado na menor velocidade de
estruturacdo das membranas por sementes menos vigorosas ou mais deterioradas, quando
embebidas em &gua, tendo como consequéncia maior liberagdo de exsudatos para o exterior

da celula e, portanto, maior condutividade elétrica que aquelas mais vigorosas e com menor
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nivel de deterioracdo (MARCOS FILHO, 2005). Dessa forma, o vigor das sementes €
inversamente proporcional a leitura da condutividade elétrica (VIEIRA; KRZYZANOWSKI,
1999).

O teste de condutividade elétrica pode ser conduzido de forma massal (FICK;
HIBBARD, 1925) ou individual (STEERE et al., 1981). Através do método massal, €
determinada a média de condutividade elétrica de uma amostra de sementes, assim, esse
método tem como restricdo uma possivel alteracdo dos resultados se uma semente da amostra
estiver com algum tipo de dano. O método individual seria alternativo ao massal e, a
determinacdo ocorre por sementes individuais, em que se tem um valor médio para o lote de
sementes.

Além da avaliacdo da integridade das membranas celulares, alteracdes citogenéticas
também sdo indicativas do avanco no processo de deterioracdo das sementes. O estudo do
ciclo celular é uma ferramenta impar na citogenética, a qual permite o acesso a informacGes
extremamente relevantes relativas a estrutura organizacional dos cromossomos, assim como, a
maneira como eles se comportam nas diferentes fases da divisdo celular (MORAES-
FERNANDES, 1985; GRANT, 1994).

Dessa forma, utilizando-se de técnicas convencionais de citogenética, podem-se
identificar anomalias que possam promover uma baixa qualidade das sementes e um vigor
comprometido. O numero basico de cromossomos do trigo, o qual é, razoavelmente, baixo
(x=7) e seu tamanho grande, promove a facilidade de desenvolvimento de boas preparagdes
meidticas ou mitdticas, o que tornam as andlises citogenéticas amplamente importantes e
informativas.

Metodologias que simulam a deterioragdo natural das sementes em laboratdrio, como
o teste de envelhecimento acelerado, o qual tem como base o aumento da taxa de deterioracdo
das mesmas a medida que a sua exposicdo a condigdes adversas de temperatura e umidade
relativa também aumentam, tém sido empregadas como ferramenta de diferenciacdo de vigor
entre lotes de sementes e, consequentemente, viabiliza o estudo citogenético das sementes
submetidas a esse fator de estresse.

Sementes envelhecidas artificialmente podem apresentar diminuicdo do indice
mitotico e diferenciacdo na frequéncia e na natureza das mutagdes cromossomicas das células
de ponta de raiz (AKHTER et al, 1992). Segundo Natarajan (2002), alteracOes
cromossémicas sdo conhecidas como importantes consequéncias de agdes genotoxicas de
agentes quimicos, no entanto, através da técnica de envelhecimento acelerado pode-se

verificar o mesmo efeito causado, porém, por um mecanismo fisioldgico.
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Tendo em vista a importancia que a cultura do trigo representa e a demanda pela
producdo de sementes de elevada qualidade, é necessario o desenvolvimento e a padronizacdo
de testes eficientes na avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes de trigo. Da mesma
forma, as analises citogenéticas fornecem respostas a nivel celular, que podem ser
empregadas de maneira substancial na diferenciacdo de lotes de sementes quanto a sua
qualidade.

Ainda, Pouco se conhece sobre tamanho amostral para pesquisas na area de sementes
e, principalmente com relacéo ao teste de condutividade elétrica individual. Quando o teste de
condutividade elétrica é conduzido de forma massal j& existem diversos tamanhos de amostras
testados e recomendados, no entanto, quando o teste de condutividade elétrica € realizado
atraves da metodologia individual, como a leitura dos dados é feita com o auxilio de um
analisador automatico de sementes e, este aparelho dispde de um tamanho de amostra padrao
por repeticdo, o nUmero de sementes utilizadas torna-se um fator relevante a ser analisado.

Assim, o0s objetivos desse trabalho foram padronizar a metodologia dos testes de
condutividade elétrica massal e individual para a determinacdo da qualidade fisioldgica de
sementes de trigo, detectar alteracGes citogenéticas e estimar o indice mitético no ciclo celular
que ocorrem durante o processo de deterioracdo das sementes de trigo e estimar o tamanho de
amostra, em numero de sementes, necessario para a estimagdo da média de condutividade

elétrica individual de sementes de trigo em diferentes tempos de embebicéo.



CAPITULO |

CONDUTIVIDADE ELETRICA MASSAL E INDIVIDUAL PARA
AVALIACAO DO VIGOR DE SEMENTES DE TRIGO

Resumo

O trigo € uma graminea de grande importancia econémica, cultivado, preferencialmente, em
regides de clima temperado. Dentre os fatores que interferem na produtividade da cultura esta
a qualidade das sementes utilizadas na implementacao da lavoura, assim, torna-se importante
a avaliacdo do potencial fisiolégico das sementes, por meio de metodologias répidas e
eficientes. Os objetivos desse trabalho foram determinar e padronizar as metodologias dos
testes de condutividade elétrica massal e individual para a determinacdo da qualidade
fisioldgica de sementes de trigo. Foram utilizadas cinco cultivares Fundacep Horizonte,
Fundacep Campo Real, Quartzo, Mirante e Onix, as quais foram subdivididas em dois
sublotes de sementes para cada cultivar (alto e baixo vigor). Inicialmente os lotes foram
caracterizados pelos seguintes testes e determinacGes teor de agua, teste de germinacéo,
primeira contagem de germinacéo, teste de frio, envelhecimento acelerado, emergéncia a
campo, indice de velocidade de emergéncia, massa de mil sementes, comprimento e fitomassa
seca de plantulas. Posteriormente, procedeu-se a padronizacdo da condutividade elétrica
massal (CEM) e condutividade elétrica individual (CEI). Na CEM foram testadas as variacdes
de nimero de sementes (25, 50 e 75), volume de agua (25, 50 e 75mL) e periodo de imersao
(1,2,3,4,5,6, 7, 8 e 24 horas), com auxilio do condutivimetro marca Bel, modelo W12D. O
teste de CEI foi realizado com auxilio de analisador automatico de sementes SAD 9000-S,
utilizando-se cinco mL de agua e diferentes periodos de imersdo (1, 2, 3, 4,5, 6, 7,8 ¢ 24
horas). Os testes de CEM e CEI foram eficientes para a determinacgdo do vigor de sementes de
trigo. Para a CEM a melhor combinacdo foi 25 mL de solucdo de embebicdo, 75 sementes,
nos periodos de 8 e 24 horas. O teste de CEI indica a possibilidade de leitura com periodo
reduzido até com 1 hora de embebicao das sementes.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.. Testes de vigor. Qualidade fisioldgica.

Abstract

Wheat is a grass of huge economic importance, cultivated, preferentially, in temperate climate
regions. Among the factors which interfere on the productivity of the cultivation is the quality
of the used seeds on the implementation of the tilth, therefore, it is important to evaluate the
physical potential of the seeds, through fast and efficient methodologies. The objectives of
this work were to determinate and standardize the methodologies of the mass and individual
electric conductivity tests for the determination of the physiological quality of the wheat
seeds. Five varieties were used: Fundacep Horizonte, Fundacep Campo Real, Quartzo,
Mirante and Onix, which were subdivided into two groups of seeds for each variety (high and
low vigor). The groups were first characterized by the following tests and determinations:
water content, germination test, first counting of germination, cold test, accelerated aging,
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field emergency, field emergency index, mass of one thousand seeds, length and dry biomass
of seedlings. Afterwards, a mass electric conductivity (MEC) and individual electric
conductivity (IEC) standardizations have been proceeded. In the MEC, the variations of the
seeds number were tested (25, 50 and 75), water volume (25, 50 and 75mL) and immersion
period (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 24 hours), with the aid of the conductor Bel, model W12D.
The IEC test was performed with the help of the automatic seed analyzer SAD 9000-S. being
used five mL of water and different periods of immersion (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 and 24 hours).
The MEC and IEC tests were efficient for the vigor determination of the wheat seeds. For the
CEM, the best combination was 25 mL of soaking solution, 75 seeds, during the periods of 8
and 24 hours. The IEC test indicates the possibility of reading with reduced period even with
1 hour of seeds soaking.

Key-words: Triticum aestiyum L.. Vigor tests. Physiological quality.

1.1 Introducéo

1.1.1 A cultura do trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) pertence a familia Poaceae, tribo Triticeae (Hordeae),
sub-tribo Triticinae e ao género Triticum, que engloba, aproximadamente, 24 espécies
selvagens ou cultivadas, classificadas em trés grupos, conforme o seu nimero cromossdémico,
em que n=7, portanto, as espécies dipldides sdo constituidas por 14 cromossomos, as
tetrapldides por 28 e as hexapléides, por 42 cromossomos, sendo T. aestivum e T. durum, as
espécies mais cultivadas (SLEPER; POEHLMAN, 2006).

E um dos mais importantes cereais produzidos no mundo, procedente de climas frios,
tem como centro de origem o sudoeste asiatico e foi introduzido no Brasil por colonizadores
europeus, sendo encontrada desde a regido equatorial até a regido polar, devido a obtencao de
variedades de trigo derivadas de intensas pesquisas e melhoramento genético (GARCIA
JUNIOR, 2006; SLEPER; POEHLMAN, 2006). Contribui com, aproximadamente, 30% da
producdo mundial de gréos, tendo como maior produtor a China (HUBNER, 2008;
ABITRIGO, 2005), sendo considerado como uma comodity agricola, devido a sua
importancia econdmica, pois muitos alimentos sdo produzidos de forma direta ou indireta a
partir desse cereal.

A producdo mundial de trigo aumentou, substancialmente, a partir da década de 50 e,

atualmente, propriedades de pequeno e médio porte do Sul do Brasil tém o cultivo do trigo
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vinculado a sua sustentabilidade, onde este estd amplamente introduzido no esquema de
rotagcdo de culturas de milho e soja, no sistema de semeadura direta (FRANCESCHI, 2009;
CARDOSO, 2007). O estado do Parand é o principal produtor brasileiro, devido,
principalmente, as condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento da cultura; e, 0s
estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo também sdo contribuintes substanciais ao cultivo
do trigo nacional. A producgdo paranaense esta estimada em 2,62 milhdes de toneladas, sendo,
24,2% maior do que o volume de producédo de 2012/13, em funcéo, basicamente, do aumento
de 15,9% da area a ser cultivada (CONAB, 2013).

O Brasil vem ganhando espaco diante daqueles paises produtores e exportadores,
porém a taxa de importacdo de trigo ainda é alta, principalmente da Argentina, sendo a
producdo bastante inferior a demanda interna, porque a producao é decorrente de altos custos
e de dificuldades de comercializacdo frente a facilidade de importacdo desse cereal (CUNHA,
2009). Assim, o Brasil ndo figura entre os principais paises produtores de trigo, com a
participacdo brasileira, do total da producdo mundial, variando entre 0,5 a 1%, apesar de sua
area.

Segundo dados da CONAB (2012), o Brasil apresentou area cultivada de 2,17 milhdes
de hectares na safra 20011/12, portanto, 0,8% maior do que na safra 2010/11. Os Estados de
Minas Gerais, Distrito Federal, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul apresentaram crescimento de
2,2; 11,6; 6,1 e 17,6%, respectivamente. A produtividade do trigo, safra 2011/12, foi de 2,67
kg.ha, representando um decréscimo de 2,3% em relacdo & safra passada e, a producéo
nacional do trigo, na safra 2011/12, foi de 5,79 milhGes de t, ou seja, 1,6% menor do que foi
colhido na safra anterior. A queda maior ocorreu no Parana que colheu 814 milhdes de t a
menos do que na safra anterior (CONAB, 2012).

Entre os fatores que afetam o rendimento da cultura no pais, esta a qualidade das
sementes utilizadas. A demanda brasileira potencial e efetiva pelas sementes de trigo na safra
de 2010/2011 foi contabilizada em 293 mil t e 203 mil t, respectivamente, e a do estado do
Rio Grande do Sul foi de 119 mil t e 80 mil t (potencial e efetiva, respectivamente) para o
mesmo ano agricola (ABRASEN, 2011). H& interesses sdcio-econdmicos no aumento da
producdo de trigo, pois, além do atendimento ao consumo nacional, o cultivo de trigo também
traz melhorias ao solo com a incorporagdo dos restos culturais e fornece palhada para as
culturas de clima quente, como a soja e 0 milho, assim, auxiliando na viabilizacdo econémica
da propriedade (ABITRIGO, 2005). No entanto, qualquer pratica cultural ou de
melhoramento genético pode esbarrar na qualidade das sementes que, se ndo for adequada,

configura um fator limitante a producéo, pois a semente contribui de maneira decisiva para o
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sucesso do estabelecimento do estande desejado, fornecendo, assim, a base para a producao
agricola.

Dessa forma, a demanda por sementes com alta qualidade € imprescindivel e exige das
empresas produtoras padrdes de qualidade rigidos, congregados a sistemas produtivos
especializados e lucrativos. Para isso, tais corporagbes tém investido em programas de
controle de qualidade interno, monitorando cada etapa do sistema de producdo de sementes,
uma vez que essa atividade necessita cuidados em todas as etapas do processo produtivo
(PINHO; SALGADO, 2006).

1.1.2 Qualidade das sementes

De modo a garantir uma populacdo de plantas uniformes e vigorosas, em amplas
condicbes ambientais e o aproveitamento do potencial produtivo de uma cultura, €
imprescindivel o uso de sementes de alta qualidade, pois, 0 bom desempenho das culturas esta
relacionado a qualidade das sementes utilizadas, considerando-se que esta transporta todo o
potencial genético de uma espécie, cultivar ou de um lote (GUIMARAES et al., 2006).

Sementes de alta qualidade sdo aquelas que resultam do somatorio de quatro atributos:
genéticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios, que afetam a capacidade de originar plantas de alta
produtividade. A qualidade fisioldgica das sementes significa a capacidade para desenvolver
funcdes vitais, abrangendo germinacéo, vigor e longevidade (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; POPINIGIS, 1985).

A avaliagdo do potencial fisiologico das sementes € fundamental como base para 0s
processos de producdo, distribuicdo e comercializagdo dos lotes de sementes. Assim, as
empresas produtoras sementeiras e os laboratorios de analise de sementes, devem fazer uso de
testes que oferecam resultados reproduziveis, seguros e que indiqguem, com confiabilidade, a
qualidade de um lote de sementes, principalmente, quando se refere ao vigor das mesmas,
(FRIGERI, 2007).

O potencial fisioldgico dos lotes de sementes &, rotineiramente, avaliado pelo teste de
germinagdo, no entanto, como esse teste € feito em condigdes ideais de laboratdrio, com
luminosidade, temperatura e substrato adequados, tais fatores podem superestimar ou
favorecer os resultados, os quais, consequentemente, podem ndo se correlacionar com 0s

resultados obtidos através do teste de emergéncia das plantulas em campo e/ou no
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armazenamento, ou seja, em condi¢fes de ambiente, geralmente, adversas (LIMA, 2005).
Essas diferencas podem ser explicadas pelo fato de que as primeiras alteragdes nos processos
bioquimicos associados a deterioracdo das sementes, normalmente, ocorrem antes do declinio
na capacidade germinativa. Assim, os testes de vigor sdo importantes, pois, permitem uma
avaliacdo mais criteriosa, levando a identificagdo de diferencas entre lotes de sementes com
geminacdo semelhante (DELOUCHE; BASKIN, 1973; MATTHEWS; POWELL, 1981,
TOLEDO; MARCOS FILHO, 1977; MEDINA; MARCOS FILHO, 1990).

Diante dessa constatacdo, originou-se a necessidade do desenvolvimento de testes de
vigor de sementes, visando complementar e aumentar a eficiéncia da avaliagdo da qualidade
fisiologica de sementes. Porém, a maioria dos testes de vigor existentes ndo sdo ainda
selecionados e padronizados para culturas em especifico, o que dificulta sua utilizacdo no
momento da avaliacdo das sementes.

O vigor das sementes ndo é uma simples propriedade mensurdvel como a germinacgéo
e, sim um conceito, que descreve Varias caracteristicas, as quais estdo associadas com varios
aspectos do comportamento da semente durante a germinacdo e desenvolvimento das
plantulas (MARCOS FILHO, 2001; TEKRONY, 2003). O conceito de vigor ainda é bastante
discutido no meio cientifico, porém abrange caracteristicas tanto da semente, quanto do
ambiente. Segundo Marcos Filho (2005) e Hofs et al. (2004), o vigor compreende uma soma
de caracteristicas da semente que determina o potencial para a emergéncia e o rapido
desenvolvimento de plantulas normais sob ampla diversidade de condi¢bes ambientais.
Segundo Franco; Petrini (2002), a expressdo “vigor de sementes” foi utilizada durante anos,
porém, apenas a partir das ultimas décadas foi definido como um fator de qualidade e se
compreendeu os seus efeitos sobre 0 comportamento e emergéncia de sementes em campo.

Sabe-se que para os testes de vigor serem considerados adequados e promissores para
culturas especificas, os mesmos devem apresentar determinadas caracteristicas, tais como: a
reproducdo da germinagdo em campo, ou seja, a sua influéncia sobre o desempenho das
plantas e plantulas em campo, a deteccdo de diferencas entre lotes com germinacGes
semelhantes, porém com vigor distinto, além de aferir um potencial de armazenamento.
Assim, os testes de vigor se destacam por possibilitarem identificar diferencas de qualidade
entre lotes de sementes e, assim, complementando o teste de germinacéo, o qual fornece
informagdes sobre a viabilidade das sementes.

Exemplos de métodos de estimativa de vigor de sementes e complementares ao teste
de germinacdo s&o: o teste de primeira contagem, o envelhecimento acelerado, emergéncia de

plantulas em campo, o indice de velocidade de emergéncia, o crescimento de plantulas, teste
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de frio, entre outros. Além desses, existem também os testes de condutividade elétrica massal
e individual (ANDRADE et al., 1995; PINA-RODRIGUES et al 2004), os quais se destacam
ndo somente pela eficiéncia, mas também pela rapidez de execucéo e obtencdo de resultados.

Em estudo, realizado pelo Comité de Vigor da ABRATES (IRIGON; ROSSINI,
1992), foram amostradas sementes de trigo referentes a doze lotes, objetivando aferir
resultados, em laboratdrios diferentes, dos testes de: envelhecimento acelerado, massa seca,
velocidade de germinacdo e crescimento de plantulas. Devido a obtencdo de variacbes
significativas de resultados, as quais foram observadas entre os laboratérios onde os testes
foram realizados, concluiu-se pela necessidade de ratificagdo dos procedimentos adotados
para esses testes, considerando importante a uniformidade da temperatura do ar e das
sementes no interior do equipamento utilizado para a conducao do teste de envelhecimento
acelerado e o controle da umidade do substrato, luminosidade e temperatura, que requerem 0s
testes de crescimento de plantulas e de velocidade de germinacéo.

A avaliacdo do potencial fisioldgico das sementes € fundamental como base para os
processos de producdo, distribuicdo e comercializacdo dos lotes de sementes. Assim, as
empresas produtoras de sementes e laboratorios de analise de sementes, devem utilizar testes
que oferecam resultados reproduziveis, confidveis e que indiquem, com seguranca, a
qualidade de um lote de sementes, principalmente no que se refere ao vigor (FRIGERI, 2007).

Diante do exposto, fica claro, que o vigor de sementes, até mesmo pela sua
complexibilidade, ndo pode ser determinado apenas por um teste, mas pela combinacdo de
resultados de diversos testes de vigor para obtencdo de um diagnostico preciso, que garanta

um bom desempenho das sementes em campo e em condi¢Oes de armazenamento.

1.1.3 Deterioragéo das sementes

A deterioracdo das sementes é um processo determinado por uma série de alteragdes
fisioldgicas, bioquimicas, fisicas e citoldgicas, que tem inicio a partir do momento da
maturidade fisioldgica, ou seja, quando a semente atinge a sua méaxima qualidade, o qual
ocorre de maneira progressiva, determinando a queda da qualidade e culminando na perda
total do poder germinativo da semente.

Entre as principais alteragdes envolvidas no processo de deterioracdo das sementes,

destacam-se  efeitos que podem ser classificados em fisiologicos ou em
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metabolicos/bioquimicos (BRACCINI et al., 2001; MARCOS FILHO, 2005). Os
classificados como fisiologicos sdo mais evidentes e dentre eles estdo: a reducdo na
velocidade de emergéncia de plantulas, a reducdo no crescimento, a menor resisténcia as
condi¢des ambientais adversas, a maior suscetibilidade ao ataque de patdgenos, a diminuigédo
no potencial de armazenamento, o aumento do numero de plantulas com anomalias, a
desuniformidade e a perda do poder germinativo (CORTE, 2008).

Os efeitos metabolicos ou bioquimicos podem ser exemplificados pela reducdo da taxa
de respiracdo e na producao de ATP, alteracdes em sistemas enzimaticos e do metabolismo de
reservas, alteragcBes nos sistemas de membranas e producdo de espécies reativas oxigénio
pelas células (CARVALHO, 1994; MARCOS FILHO, 2005).

As perdas de vigor e da viabilidade das sementes, devido ao processo de deterioracao,
também estdo associadas as alteracdes citogenéticas, resultando no comprometimento da
integridade do material genético das sementes. Entre 0s eventos que compdem o processo de
deterioracdo e que envolvem o material genético, estdo: a degradacdo no DNA, levando a
reducdo na capacidade de sintese de proteinas (BANERJEE et al., 1981), os danos no
metabolismo de DNA e RNA (VAZQUEZ-RAMOS, 1991), além de danos cromossdmicos
durante o envelhecimento das sementes (FONTES et al., 2001).

O processo de deterioracdo € inevitavel, porém seus efeitos podem ser amenizados
durante o periodo de armazenamento das sementes, como, por exemplo, diminuindo-se a
temperatura do ar e o teor de &gua, para, dessa maneira, reduzir as atividades metabolicas,
com reflexos sobre os niveis respiratorios do embrido (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).
O grau de hidratacdo das sementes, associado com a temperatura mais elevada, acarretam em
mudancas no estado energético da &gua, que culminam em mudancas no metabolismo
respiratorio da semente (BRADFORD, 1995).

O envelhecimento das sementes, causado pela deterioragdo, inicia com a
desestruturacdo das membranas, ou seja, leva a peroxidacéo lipidica das membranas celulares
e, consequentemente, a uma desorganizacdo e extravasamento de eletrolitos, devido ao
descontrole do metabolismo celular e das trocas de agua e soluto entre 0s meios intra e
extracelulares, refletido de maneira prejudicial sobre a qualidade fisioldgica das sementes
(ALVES et al., 2004). A causa da desestruturacdo das membranas seria a reacao dos lipidios
estruturais com o oxigénio molecular, levando a formacao de estruturas nocivas celulares, tais
como, radicais livres e peroxidos de acidos graxos (CARVALHO, 1994). Dentre os eletrélitos
lixiviados e liberados, encontram-se: agucares, aminoacidos, acidos graxos, enzimas e ions

organicos, como Na* K*, Ca™, e Mg™". Uma elevada taxa de lixiviacdo desses eletrdlitos das
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sementes caracteriza a primeira consequéncia da reducdo de vigor das sementes. Danos na
embebicdo também sdo consequentes da deterioracdo das sementes, assim, dessa forma, a
concentracdo de lixiviados na agua de imersdo aumenta gradativamente com o grau de
deterioracdo (MATTHEWS; POWELL, 2006).

Ao colocar a semente seca em contato com a agua, durante a imersdo, ocorre uma
rapida e intensa lixiviacdo de solutos de forma proporcional ao estado de desorganizagdo das
membranas e inversamente proporcional a velocidade de reorganizacdo das membranas, que
voltam a adquirir permeabilidade e a quantidade de eletrolitos lixiviados do conteudo celular
para 0 meio externo, decresce (VIEIRA, 1994).

Dessa forma, a integridade das membranas celulares, detectada através do grau de
deterioracdo das sementes, por intermédio de testes de vigor compreende uma ferramenta
importante e indispensavel na avaliacdo da qualidade fisioldgica, possibilitando a avaliacéo
rapida do vigor e auxiliando na tomada de decisdes quanto ao destino de um lote de sementes,
OU Seja, quanto ao Seu USO ou Seu descarte.

Testes que avaliam o vigor das sementes através da degradacdo das membranas
celulares e da quantidade de lixiviados liberados pela semente em solucdo aquosa, baseiam-se
na mensuracdo da condutividade elétrica desses eletrolitos e, sdo, atualmente, bastante
promissores, pela sua eficécia, precisdo, rapidez e baixo custo. Entre eles, estdo os testes de
condutividade elétrica massal e o individual, em que este Gltimo ainda € bastante incipiente e

necessita de maiores estudos com a cultura do trigo.

1.1.4 Teste de condutividade elétrica em sementes

O teste de condutividade elétrica foi proposto por Fick; Hibbard (1925) visando
estimar o vigor de sementes de ervilha, atraves da mensuracdo da corrente elétrica liberada
pelos eletrdlitos lixiviados pelas sementes colocadas em solucdo, durante o processo de
embebicdo. O condutivimetro é um aparelho que, através das suas propriedades eletroliticas,
mensura essa quantidade de solutos lixiviados (VIEIRA et al., 2002).

Esse teste esta, diretamente, relacionado a integridade das membranas celulares.
Membranas mal estruturadas e células danificadas estdo, geralmente, associadas com o
processo de deterioracdo da semente e, portanto, com sementes de menor vigor. Sementes

com maior grau de deterioracdo tém menor velocidade de reestabelecimento da integridade
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das suas membranas durante a imerséo, desse modo, liberam uma maior quantidade de solutos
citoplasmaticos para a solu¢do (MARCOS FILHO, 2005), resultando em alto valor de
condutividade elétrica (WOODSTOCK, 1973; BEDFORD, 1974) ou em elevadas
concentragbes de determinados ions, principalmente, K* (MARCOS FILHO et al., 1990;
PRETE, 1992).

Além do nivel de deterioragdo das sementes, outros fatores podem afetar os resultados
do teste de condutividade elétrica, tais como: o volume de &gua utilizada para a imersdo das
sementes, a temperatura, a duracdo do periodo de hidratacdo, o tamanho da semente, o teor de
agua inicial e o nimero de sementes testadas (OLIVEIRA, NOVEMBRE, 2005), desse modo,
a metodologia deve ser ajustada e testada para cada cultura em particular.

Dentre os fatores mencionados, o periodo de hidratacdo é o mais estudado. A maior
parte dos trabalhos indica o periodo de 24 horas de imersdo das sementes como o melhor para
a estratificacdo de lotes em diferentes niveis de vigor, porém, ja se encontra pesquisas que
apontam para a reducdo desse periodo de tempo, tornando o teste ainda mais promissor.
Como pode-se verificar em sementes de pimentdo, em que o aumento da concentracdo de
lixiviados ocorreu a partir de duas horas ap6s o inicio da hidratacdo (OLIVEIRA;
NOVEMBRE, 2005). Para sementes de maxixe (TORRES et al., 1998) e de couve flor
(KIKUTI, 2007) o periodo de hidratacdo foi reduzido para quatro horas, e para amendoim o
periodo de trés horas ja se mostrou eficiente (VANZOLINI; NAKAGAWA; 1999). Ainda,
para sementes de tomate (SA, 1999) e de berinjela (NOVEMBRE et al., 2002) foi possivel
diminuir o tempo de imersao de 24 horas para apenas seis horas.

Outros dois fatores muito estudados e relevantes sdo a combinacdo do volume de agua
utilizado para embebicdo e o nimero de sementes. Para sementes de milheto, a melhor
combinacdo utilizada para estimar o vigor foi de 100 sementes em 100mL de agua a 25°C
(GASPAR; NAKAGAWA, 2002), para sementes de cornichdo, 100 sementes em 250mL e
4gua a 20°C (ARTOLA; CARRILLO-CASTANEDA, 2005) e para sementes de berinjela e
pimentdo, 25 sementes em 25mL de &gua, porém, a 25°C e a 30°C, respectivamente
(NOVEMBRE et al., 2005).

Verifica-se que, para algumas espécies o resultado varia de acordo com a cultivar ou
gendtipo estudados. Fato constatado por Rodo et al. (1998) e SA (1999) para sementes de
tomate de gendtipos diferentes, através dos resultados oriundos da utilizagcdo de diferentes
combinagBes de nimero de sementes e volume de hidratacdo. Em estudos realizados com

sementes de trigo, foram testadas algumas combinacBes de temperatura e periodo de
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embebicdo, verificando que cada gendtipo gerava diferengas significativas nos valores da
condutividade elétrica (LIMA, 2005).

Ainda, o teor de agua inicial das sementes pode alterar o resultado do teste de
condutividade, sendo que, teores muito altos de umidade nas sementes elevam os valores de
condutividade elétrica e, valores muito baixos interferem na lixiviacdo dos eletrélitos para o
meio extracelular, consequentemente, diminuindo os valores de condutividade elétrica
(VASQUEZ, 1995). O ideal é um teor de agua inicial das sementes situado entre 11 e 17%
(AOSA, 1983).

O teste de condutividade elétrica ja estd estabelecido para avaliacdo do vigor de
sementes de ervilha (ISTA, 2006) e, sugerido para sementes de soja (AOSA, 2002). No
entanto, devido a importancia desse teste, ele tem sido estudado para demais culturas,
também, buscando a sua padronizacao.

Este teste foi eficaz ou promissor para discriminar lotes de sementes de trigo (MERTZ
et. al.,, 2012), soja (CARVALHO et. al., 2009), aveia preta (MENEZES et. al., 2007),
mamona (SOUZA et. al., 2009), feijao (ALBUQUERQUE, 2005), azevém (LOPES;
FRANKE, 2010), arroz (BARBIERI, 2011), girassol (HAESBAERT, 2013), entre outras
culturas.

Esse teste pode ser conduzido de duas formas, sendo a mais usual o teste de
condutividade elétrica pelo método massal, em que é determinada a média de condutividade
elétrica de uma amostra de sementes, assim, esse método tem como restricdo uma possivel
alteracdo dos resultados se uma semente da amostra estiver com algum tipo de dano. O
método individual (STEERE et al., 1981) seria uma alternativa ao massal, mas, de modo
geral, segue 0 mesmo principio do sistema massal, considerando, da mesma forma, os fatores
que podem interferir nos resultados.

As principais diferencas entre os testes de condutividade elétrica massal e individual
remetem a forma como é feita a hidratacdo das sementes e no tipo de aparelho utilizado para a
leitura dos resultados obtidos. No individual, as sementes s&o distribuidas individualmente em
bandejas com 100 células, nas quais é adicionada um determinado volume de &gua
deionizada. Ap0s cada periodo de imerséo, € realizada a leitura com analisador automatico, o
qual quantifica a corrente elétrica na agua de imerséo de cada célula, apresentando resultados
individuais para cada semente (COSTA; CARVALHO, 2006). O resultado é expresso em
microsiemens (US) por centimetro e por semente, dependendo da concentragcdo de ions da

solucdo de embebigdo. Existem varios modelos de analisadores automaticos, tais como, 0s
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chamados: G-2000, ASA (ASA-220, ASA-610, ASA-610S) e SAD (SAD 900-S, SAD 900-D
e SAD 9000-D).

O teste de condutividade elétrica individual mostrou eficiéncia na diferenciacdo de
lotes de sementes de soja (HAMMAN, et al., 2001; SALINAS et al., 2001) e em sementes de
trigo, a partir de trés horas de embebicdo (MERTZ et al., 2012). Silva (2009), em estudos com
feijdo, demonstrou que € possivel determinar o vigor pelo teste de condutividade elétrica
individual no periodo de uma hora de hidratacdo das sementes, utilizando eixos embrionarios.
Ainda, para feijdo, Albuquerque (2005) estratificou lotes em diferentes niveis de vigor,
através da metodologia individual, apds um periodo de 12 horas de imersdo. Haesbaert (2013)
concluiu que o teste de condutividade elétrica individual é promissor para a separacdo em
categorias fisioldgicas distintas para lotes de sementes de girassol e, que os periodos de 1 a 24
horas apresentam alta correlacdo entre emergéncia em campo e condutividade elétrica
individual. Sementes de arroz também foram classificadas em diferentes lotes, conforme a sua
qualidade, pelo teste de condutividade elétrica, conduzido de forma individual, porém, com
influéncia dos genotipos estudados (BARBIERI, 2011). Vidal (2010), trabalhando com
sementes de milho, conseguiu obter resultados significativos quanto a diferenciacdo dos lotes
estudados, sé a partir de 24 horas de embebicéo.

Apesar desses resultados promissores, o0 teste de condutividade elétrica individual néo
foi consistente para obtencgdo de resultados significativos quando sementes de mamona foram
avaliadas por Souza et al. (2009).

Esse teste ainda necessita de estudos, de modo a ser padronizado, mesmo ja sendo
promissor para diversas culturas. A execucdo do teste de forma massal é bem mais difundida
para inimeras culturas, seguindo a metodologia utilizada para a soja, porém, de maneira
individual, carece de mais pesquisas. Como o teste de condutividade elétrica individual é
conduzido de forma rapida e eficiente, podera beneficiar significantemente as empresas
produtoras de sementes e, também, os laboratdrios de rotina ou de pesquisa.

Assim, os objetivos desse trabalho foram determinar e padronizar as metodologias dos
testes de condutividade elétrica massal e individual para a determinacdo da qualidade

fisioldgica de sementes de trigo.
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1.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Didatico e de Pesquisa em
Sementes (LDPS), do Departamento de Fitotecnia, na Universidade Federal de Santa Maria.
Foram utilizadas sementes de trigo pertencentes as cultivares: Fundacep Horizonte, Fundacep
Campo Real, Quartzo, Mirante e Onix, adquiridas na empresa Imex Sul Insumos agricolas —
LTDA, produzidas no municipio de Santa Maria, RS, e armazenadas durante o decorrer do
experimento, sem aditivo quimico. Posteriormente, essas cinco cultivares foram subdivididas

em dez lotes de vigor diferenciado.

1.2.1 Estratificacdo dos lotes em diferentes niveis de vigor

Cada uma das cultivares de trigo foi fracionada em dois sublotes e, em um deles foi
aplicada a metodologia de envelhecimento acelerado, visando decréscimos no vigor das
sementes. Para isso, os lotes de sementes foram acondicionados em camara de
envelhecimento acelerado, sobre telas de aluminio, fixadas em caixas. Esses lotes foram
mantidos em condicBes adversas de temperatura e umidade (42°C e UR proxima a 100%)
(VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). As sementes permaneceram incubadas por um periodo
de 60 horas e, esse tempo foi determinado através de pré-testes de envelhecimento das
sementes, de modo que se obtesse niveis diferenciados de vigor.

1.2.2 Caracterizagéo inicial da qualidade dos lotes de sementes

Efetuou-se a caracterizagéo inicial dos lotes de sementes de trigo (cinco lotes sem, e
cinco lotes com envelhecimento), através dos seguintes testes:

Teor de agua: foi determinado pelo método de estufa, utilizando cinco gramas de
sementes incubadas a temperatura de105°C + 3°C, por 24 horas em estufa com circulacéo
forcada de ar, utilizando quatro repeti¢cGes, conforme as Regras para Andlise de Sementes,
RAS (BRASIL, 2009).
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Teste de germinagéo: foi realizado para cada lote utilizando quatro repeticdes de 100
sementes, semeadas em rolos de papel umedecidos com 2,5 vezes a massa do papel seco em
agua destilada, acondicionados em sacos plasticos para a manutencdo da umidade e, mantidos
em germinador regulado a 20°C. As avaliacdes foram realizadas aos quatro e aos sete dias
para apds inicio do teste, conforme as Regras para Analise de Sementes, RAS (BRASIL,
2009), sendo os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais.

Primeira contagem de germinacdo: foi realizada conjuntamente com o teste de
germinacdo, computando-se as porcentagens medias de plantulas normais, apos quatro dias da
instalacdo do teste. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Comprimento de plantulas: foi realizado no sétimo dia apds a instalacdo do teste de
germinacdo, sendo as plantulas escolhidas aleatoriamente, obtidas através da semeadura de
quatro repeticdes de 20 sementes, no terco superior da folha do papel substrato
(NAKAGAWA, 1999) umedecido com agua destilada na proporcéo de 2,5 vezes a massa do
substrato, e levadas ao germinador a temperatura de 20°C. Determinam-se 0s comprimentos
de parte aérea e raiz de 15 plantulas normais, com auxilio de régua graduada em milimetros.
Os comprimentos médios da parte aérea, raiz e total foram obtidos somando-se as medidas de
cada repeticdo e dividindo-se pelo nimero de plantulas avaliadas. Os resultados foram
expressos em centimetros.

Fitomassa seca de plantulas: ap6s a determinacdo do comprimento de plantulas, as
mesmas foram seccionadas, separando-se a parte aérea do sistema radicular. Ap6s, 0 material
foi colocado em cépsulas de aluminio, mantido em estufa com conveccdo forcada, regulada a
80°C, por 24 horas. Em seguida, foi avaliada a fitomassa seca, através da mensuragdo em
balanca de precisdo (0,0001g) e, os resultados foram expressos em gramas. plantula™,
conforme recomendacdes de Nakagawa (1994).

Emergéncia das plantulas em campo: foi conduzido com quatro blocos de 100
sementes por lote, semeadas em linhas de 2,0m de comprimento com espacamento de 0,20m e
profundidade média de 0,03m. A avaliacdo da porcentagem de emergéncia das plantulas foi
efetuada aos quatorze dias apds a semeadura, quando ndo foi mais observada a emergéncia de
novas plantulas, determinando-se a porcentagem de plantulas normais emergidas segundo 0s
procedimentos descritos por Nakagawa (1999).

indice de velocidade de emergéncia (IVE): foi conduzido conjuntamente com o teste
de emergéncia de plantulas em campo, por meio da contagem diaria do nimero de plantulas
emergidas (comprimentos de plantula de 1cm acima do substrato) até a estabilizacdo. Para

cada repeticdo, foi calculado o IVE, somando-se o numero de pléantulas emergidas
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diariamente, dividido pelo numero de dias transcorridos, a partir da semeadura, empregando-
se a férmula proposta por Maguire (1962):

IVE= E1/N; + E2/N; +...+ En/Nn, em que:

E;, E2, En € 0 numero de plantulas emergidas computadas nas contagens;

N1, N2, N, € 0 nimero de dias da semeadura da 18, 22 até a ultima avaliag&o.

Teste de envelhecimento acelerado: foi conduzido pelo método do gerbox, ajustado
para formar uma cdmara Umida (100% de umidade), adaptando da metodologia proposta por
Marcos Filho (1999). Foram utilizadas caixas plasticas tipo gerbox (11 x 11 x 3cm) como
minicamaras, onde foram adicionados ao seu interior 40mL de &gua destilada, além de telas
de arame suspensas e ajustadas, onde foram colocadas, uniformemente, 5g de sementes de
cada lote de cada cultivar. Posteriormente as caixas foram tampadas e mantidas em camaras
tipo BOD’s reguladas nas temperaturas de 42°C por 60 horas (VIEIRA; KRZYZANOWSKI,
1999). Em seguida, as sementes foram submetidas ao teste de germinagdo, com seus
resultados expressos em porcentagem e analisados aos quatro dias apds a semeadura.

Teste de frio: foi realizado com quatro repeticdes de 100 sementes para cada um dos
lotes, semeadas em rolos de papel umedecidos com agua destilada no volume equivalente a
2,5 vezes a massa do papel seco. Em seguida, os rolos foram acondicionados em sacos
plasticos e vedados, permanecendo por um periodo de sete dias em geladeira a temperatura
constante de 10°C. Apos esse periodo, os rolos foram transferidos para germinador regulado a
20°C, durante quatro dias, conforme as Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL,
2009) e os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Apos a caracterizacdo da qualidade inicial dos lotes de sementes, procedeu-se a
afericdo e a padronizacdo da metodologia dos testes de condutividade elétrica massal e

condutividade elétrica individual.

1.2.3 Padronizacdo de metodologias para os testes de condutividade elétrica massal e
condutividade elétrica individual
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1.2.3.1 Condutividade elétrica massal

Para padronizar a metodologia do teste de condutividade elétrica massal em sementes
de trigo foram testadas variacdes (tratamentos): no volume de agua de imersdo das sementes
(25, 50 e 75mL); no periodo de imerséo (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 horas); e, no numero de
sementes utilizadas (25, 50 e 75). Foram utilizadas quatro repeticbes dos tratamentos, com
sementes fisicamente puras, cuja massa foi pré determinada com utilizacdo de balanca de
precisdo de trés casas decimais (0,001g), imersas em agua destilada e deionizada, em copos
plasticos (200mL) e mantidas em camara tipo BOD, sob temperatura constante de 20°C.
Transcorridos os tempos de imerséo, as amostras foram submetidas a agitacdo, com o auxilio
de bastdo de vidro e, a leitura da condutividade elétrica da solucdo foi realizada através da
utilizacdo de condutivimetro marca Bel, modelo W12D. Este equipamento foi ligado sempre
30 minutos antes das leituras e foi calibrado com solucdo padréo de KCI, na qual o aparelho
deve marcar 1273 pS.cm™, & 20°C. Como a agua destilada e deionizada pode apresentar uma
condutividade elétrica de 1-3 pS.cm™, a leitura dos padrdes pode ser levemente acima do
valor mencionado (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). Os dados foram expressos em

uS.cm™.g™ de sementes, da seguinte maneira:

CE=L/m

Em que:

CE: condutividade elétrica massal, expressa em uS.cm™.g™.

L: leitura da condutividade elétrica da soluc&o de hidratacdo de sementes, em pS.cm™.
m: massa das sementes colocadas para embeber na solucdo de hidratacdo, expressa em
gramas.

Ap0s, cada leitura o eletrodo foi seco com papel toalha a fim de se evitar a conducao

de residuos de uma amostra para a outra.

1.2.3.2 Condutividade elétrica individual

Para a realizag&o do teste de condutividade elétrica da solucéo de forma individual, foi
utilizado o Analisador Automatico de Sementes (SAD 9000-S) (Figura 1). Este aparelho
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dispde de uma bandeja com 100 alvéolos, onde foram colocadas uma semente por célula em
5mL de 4gua destilada e deionizada, configurando quatro repeticGes de 100 sementes para
cada lote. A seguir, as bandejas foram colocadas em camara tipo BOD, a temperatura
constante de 20°C, e as leituras foram realizadas em nove periodos de imerséo (1, 2, 3, 4, 5, 6,

7, 8 e 24 horas), para cada lote de sementes. Os resultados foram expressos em pS cm™ de
semente.

Figura 1 — Componentes de um condutivimetro indiviual: 1) bandeja de plastico
compartimentada; 2) placa multisensora; 3) dosificador; 4) computador e monitor. UFSM
2013.

Figura 2 — Placa multisensora com eletrédos. UFSM 2013.
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1.3 Anélise estatistica

Foram testados os pressupostos de normalidade dos erros e a homogeneidade das
variancias pelo teste de Anderson-Darling, em nivel 5% de probabilidade de erro e, quando
algum dos pressupostos ndo foi atendido, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, em 5 % de
probabilidade de erro, quando o delineamento experimental foi inteiramente casualizado e, o
teste de Friedman, em nivel 5% de probabilidade de erro, quando o delineamento foi de
blocos ao acaso.

No laboratério, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Para os testes de emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia, foi
utilizado o delineamento de blocos ao acaso, com quatro repeticdes.

Pelo ndo atendimento aos pressupostos da analise de variéncia, aplicou-se o teste de
Kruskal-Wallis para as varidveis: germinagdo, primeira contagem de germinacdo e teste de
frio e teste de Friedman para as variaveis: emergéncia em campo e indice de velocidade de
emergéncia. Para as variaveis que atenderam aos pressupostos, utilizou-se o teste de Scott-
Knott: envelhecimento acelerado e massa de mil sementes.

De modo a atender as pressuposicdes da andlise de variancia, os resultados obtidos em
porcentagem foram transformados através de arcsen raiz de x/100, em que X representa a
porcentagem de plantulas normais obtidas pelos testes.

Os dados de condutividade elétrica massal foram analisados através de um esquema
bifatorial 10 x 3 (lotes x volume de &gua), para um mesmo nimero de sementes e mesmo
tempo de embebicdo. Todas as andlises foram realizadas com quatro repeticdes. As médias
obtidas foram comparadas entre si pelo teste de médias de Scott-Knott, em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Foi utilizado o aplicativo estatistico Sisvar (FERREIRA, 2008). Calcularam-se,
também, os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) entre as médias obtidas através do teste
de condutividade elétrica massal e individual, e, as médias obtidas em cada teste de
caracterizacgdo inicial. A significancia dos valores de r obtidos foi determinada pelo teste t, em
nivel de 5% de probabilidade de erro e, utilizou-se o aplicativo Action para as analises de

correlacéo.
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1.4 Resultados e discussao

1.4.1 Caracterizacao inicial

Nas Tabelas 1 e 2, encontram-se os dados da caracterizacdo inicial dos lotes de
sementes de trigo. E possivel observar variabilidade na qualidade fisiol6gica das sementes
provenientes dos diferentes lotes, fator, esse, importante para obtengéo de representatividade,
quando se trata de uma padronizacdo de metodologia de teste de vigor. Pela andlise de
variancia ou pelos testes ndo paramétricos aplicados (Apéndices A, B, C e D), identificou-se
efeito significativo para os lotes em todas as variaveis analisadas.

O teor de &gua das sementes dos dez lotes apresentou valores minimos e maximos
entre 11,11% e 12,68%. Dessa forma, a variacdo do grau de umidade entre os lotes foi de 1,57
pontos percentuais, a qual estd de acordo com a amplitude maxima aceitavel, entre lotes de
sementes, que é de 1 a 2 pontos percentuais (MARCOS FILHO, 1999).

Constata-se relativa uniformidade do teor de umidade entre os lotes, o que é
considerado uma premissa para se obter resultados confidveis. Em geral, teores de 4gua muito
baixos, ou seja, menor ou igual a 10%, ou muito alto, ou seja, maior ou igual a 17%, tém
influéncia direta e significativa nos resultados obtidos pelo teste de condutividade elétrica,
sendo que o teor de agua ideal deve estar na faixa entre 10% e 17%. Estudos demonstram que,
quando o teor de &gua é muito alto, ha um aumento bastante significativo nos valores da
condutividade elétrica de sementes de varias espécies (AOSA, 1983; CARVALHO, 1994;
PENARIOL, 1997).

Pelos dados obtidos través do teste de germinacdo, constatou-se que, com
excecao do lote 8, todos os demais apresentaram padrdo de germinacdo acima do exigido para
a comercializacdo de sementes de trigo (MAPA, 2005). Observa-se ainda, que esse teste ndo
foi eficiente em detectar maior variabilidade na qualidade fisiologica dos diferentes lotes
analisados, pois apenas os lotes 3 e 8 diferiram entre si, mas ndo em relacdo aos demais, desse
modo, apenas duas categorias relativas a qualidade das sementes podem ser distinguidas.
Lima (2005), estudando o potencial fisiologico de lotes de sementes de trigo, confirmou que
sementes com alto potencial fisioldgico ndo diferem entre si através da utilizagdo do teste de
germinacdo. Resultados semelhantes foram encontrados por outros autores, relativos a pouca

eficiéncia do teste de germinacédo para a estratificacdo de lotes de sementes de trigo (MERTZ



49

et al., 2012) e, também, com lotes de sementes de trigo diferenciados pelo envelhecimento
artificial das sementes em diferentes niveis fisioldgicos (OHLSON et al., 2010; PEDROSO et
al., 2010).

Marcos Filho (1999) relata que a utilizacdo de lotes de sementes com essas
caracteristicas sdo apropriados para o desenvolvimento e a conducdo dos testes de vigor, 0s
quais, tém por objetivo bésico, detectar as diferengas de niveis fisiologicos diferentes em lotes
de sementes que apresentaram poder germinativo semelhante.

Com relacdo aos testes de vigor, pela analise conjunta dos dados dos testes de:
primeira contagem da germinagdo, emergéncia em campo, indice de velocidade de
emergéncia, observa-se que esses testes permitiram a estratificacdo dos lotes em trés
categorias, ou seja, trés niveis de vigor, alta qualidade (lotes 1, 3, 5, 7 e 9, sem
envelhecimento acelerado), qualidade intermediaria (2, 4 e 6) e baixa qualidade (8 e 10). Os
trés testes evidenciaram o lote 8 como o de qualidade inferior, e o lote 9 como o de melhor
qualidade, e os demais lotes com qualidade intermediaria Para o indice de velocidade de

emergéncia, melhores resultados foram observados para o lote 5.
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Tabela 1l - Determinacdo dos valores obtidos para as varidveis: teor de agua (TA-%),
germinacdo (G-%), primeira contagem de germinacdo (PC-%), teste de frio (TF-%),
envelhecimento acelerado (EA-%), emergéncia a campo (EM-%) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE-%) para dez lotes de sementes de trigo de diferentes niveis de vigor. UFSM,
Santa Maria, 2013.

Lotes * TA G* PC* TF* EA** EM*** IVE***
1 1148 95,00ab  93,00ab  96,00ab 77,00d 86,00 ab 43,00 ab
2 12,56 93,00ab  55,00ab  90,00ab  60,00f 56,00 ab 29,00 ab
3 11,11 98,00 a 97,00 a 98,00ab 83,00c  89,00ab 56,00 a
4 11,85 95,00ab  72,00ab  94,00ab 67,00e 70,00 ab 32,00 ab
5 12,34 96,00ab  95,00ab  99,00ab 89,00b 90,00 ab 58,00 a
6 12,13 96,00ab  60,00ab  97,00ab  60,00f 47,00 ab 21,00 ab
7 11,67 96,00 ab 93,00 ab 99,00a  79,00d 85,00 ab 52,00 ab
8 12,68 71,00 b 41,00 b 7200b  4500h  42,00b 15,00 b
9 11,34 98,00 a 98,00 a 97,00ab 94,00a 91,00a 56,00 a
10 12,43 93,00 ab 47,00 b 73,00ab 51,00g 43,00b 15,00 ab

CV (%) 3,47 6,21 2,80 3,65 5,68 18,60

Média 11,99 93,45 75,60 91,85 70,87 70,32 37,98

*Meédias ndo seguidas pela mesma letra na coluna, diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis, em nivel de 5% de
probabilidade erro.

**Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna, diferem entre si pelo teste Scott Knott, em nivel de 5% de
probabilidade erro.

***Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna, diferem entre si pelo teste de Friedman, em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

'Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida a metodologia do envelhecimento
acelerado a 42°C por 60 horas, 7 Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a
42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas.

Embora o teste de primeira contagem de germinacéo seja um teste simples e de facil
execucdo, executado em conjunto com o teste de germinacao, utilizando-se da mesma amostra
e, que, geralmente, apresenta baixa sensibilidade, ndo detectando pequenas diferencas de
vigor entre os lotes (BARROS et al., 2002), entretanto, no presente trabalho, possibilitou a
estratificacdo dos lotes de sementes em trés grupos.

Na avaliacdo da primeira contagem da germinacao de cinco lotes de sementes de trigo,
Mertz et al. (2012) obtiveram a estratificacdo do vigor das sementes subdividido em dois
niveis: menor e maior vigor. Vidal (2010), trabalhado com cinco lotes de sementes de milho,
conseguiram a classificacdo desses em trés categorias fisiologicas. Ja, em estudos realizados

com sementes de arroz da cultivar IRGA 424, o teste de primeira contagem de germinacao
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mostrou-se mais promissor, permitindo uma separacdo dos lotes em quatro niveis de vigor
(BARBIERI, 2011).

Com o processo de deterioracdo das sementes, 0 vigor decresce primeiro e a perda do
poder germinativo é um dos ultimos eventos que ocorrem (DELOUCHE; BASKIN, 1973,
MATTHEWS; POWELL, 1981; TOLEDO; MARCOS FILHO, 1977; MEDINA; MARCOS
FILHO, 1990), portanto, era esperado que o teste de emergéncia em campo fosse mais
sensivel do que o teste de germinacdo para detectar diferencas de potencial fisioldgico entre
os lotes de sementes de trigo avaliados.

Sementes com maior potencial fisioldgico, principalmente pelo maior indice de
velocidade de emergéncia, sdo importantes para a obtencéo de plantulas que permanegam um
menor tempo submetidas as condi¢bes adversas de campo, como presenca de patdgenos,
temperatura e umidade inadequadas e, também, pela obtencdo de mudas mais precoces e
uniformes (CASAROLI, 2005). Em estudos com lotes de sementes de pepino, foi possivel
uma diferenciacdo dos mesmos trés niveis de qualidade fisioldgica: inferior, intermediario e
superior (MENEZES, 2009), do mesmo modo como no presente estudo. Casaroli (2005) nédo
obteve resultados satisfatorios para estratificacdo de lotes de sementes de abdbora através do
indice de velocidade de emergéncia, e Cardoso (2003) conseguiu apenas estratificar os
sublotes de sementes de abobrinha em dois niveis fisiolégicos. A discordancia entre o0s
resultados sugere, justamente, uma necessidade também de padronizacdo desse teste para as
diversas culturas, pois cada cultura tem caracteristicas especificas e podem ser afetadas de
forma diferente pelas possiveis condi¢bes adversas de campo.

O teste de frio separou os lotes em apenas duas categorias, considerando como de
baixo vigor os lotes 8 e 10 e de alto vigor os demais. Como o trigo é uma cultura de cultivo de
inverno e, consequentemente, adaptado as temperaturas amenas, provavelmente, o estresse
ocasionado pela baixa temperatura utilizada para a conducdo do teste ndo foi suficiente para
resultar em diferencas consideraveis, dessa forma, o teste de frio ndo € o mais indicado como
teste de vigor para a cultura do trigo.

O teste de envelhecimento acelerado apresentou maior sensibilidade para estratificagdo
dos lotes de sementes de trigo em relagdo ao vigor, em que todos os lotes deferiram
estatisticamente entre si. O lote 9 apresentou maior porcentagem de plantulas normais apos o
envelhecimento (94%) e o lote 8, o de menor vigor, com 45% de plantulas normais. Os lotes
3 e 5, mesmo sob condic¢des adversas, favoraveis a deterioracdo, ainda apresentaram padréo
de germinacdo acima do exigido para a comercializacdo de sementes de trigo (MAPA, 2005),

com 83% e 90%, respectivamente. Resultados obtidos por Pedroso et al. (2010), indicam que
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0 teste de envelhecimento acelerado foi eficiente para separar cultivares de sementes de trigo
em diferentes niveis de vigor, porém, o periodo de exposicdo das sementes as condicGes de
estresse, foi de 96 horas a temperatura de 42°C. Modarresi et al. (2002) observaram que
utilizando a combinagdo de 43° C/72 horas ou 45° C/72 horas, a estratificacdo de lotes de
sementes de trigo em niveis de vigor é mais eficiente.

Para as cultivares IAC-350 e IAC-370 de trigo, o teste de envelhecimento acelerado
mostrou-se também ser o mais sensivel as diferencas menos acentuadas de vigor, quando
comparado a outros testes (LIMA, 2005).

Com relacdo aos testes baseados no desempenho de plantulas, massa seca e
comprimento de plantulas, tanto de parte aérea como de raiz (Tabela 2), observa-se que
nenhum desses foi eficiente em detectar as variacdes na qualidade fisioldgica dos diferentes
lotes de sementes de trigo, pois ndo conseguiram estratificar os lotes de forma equivalentes
aos demais testes de vigor ja apresentados. Isso indica que, da mesma forma que o teste de
germinacéo, esses testes tém limitagdes quando se objetiva efetuar o ranqueamento de lotes
conforme o vigor das sementes e, ainda, necessitam ser complementados por demais testes de
vigor (BARBIERI et al., 2013).

Alguns estudos com feijdo-miudo (BIAS et al., 1999) e alface (FRANZIN, 2003)
identificaram dificuldades na estratificacdo de sublotes de sementes através da determinagédo
do comprimento de plantula analisado manualmente, alegando que, para a avaliacdo do teste,
sdo consideradas apenas as plantulas normais, as quais poderiam mascarar 0s resultados do
teste, diminuindo as diferencas existentes entre os sublotes. No entanto, ha indicacdo de que o
comprimento de plantulas pode ser um teste eficiente na avaliacdo da qualidade fisiol6gica
das sementes, por meio de métodos de analise computadorizada de imagens (MARCOS
FILHO, 2001; SAKO et al., 2001). Diferengas néo significativas entre lotes de alface, em
relacdo a fitomassa seca também foram obtidas por Franzin et al. (2004). Contrastando com
os resultados obtidos, em estudo realizado com sementes de arroz, tanto a variavel
comprimento de plantula, quanto a fitomassa seca conseguiu a estratificagdo do vigor em trés
niveis (BARBIERI, 2011). Henning et al. (2010), em estudos com soja, verificaram que em
relacdo ao comprimento de plantula, sementes mais vigorosas ddo origem a plantulas de
maiores comprimentos e, tratando-se da producdo de massa seca de plantulas, também,
concluiram que sementes mais vigorosas produzem plantulas com maior massa seca, em

relagdo as sementes menos vigorosas.
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Tabela 2 — Determinacdo dos valores obtidos para as variaveis: massa seca de parte aérea
(MSPA-g), massa seca de raiz (MSR-g), massa seca total de plantulas (MST-g), comprimento
de parte aérea (CPA-cm), comprimento de raiz (CPR-cm) e comprimento total de plantulas
(CTO-cm) para dez lotes de sementes de trigo de diferentes niveis de vigor. UFSM, Santa
Maria, 2013.

Lotes * MSPA MSR MST CPA CPR CTO

1 0,0800 a* 0,0950 b 0,1725Db 11,105 b 19,703 b 31,780 b

2 0,0775a 0,0875b 0,1600 b 10,883 ¢ 17,523 ¢ 28,406 c

3 0,0850 a 0,0800 b 0,1650 b 12,223 b 20,149b 32,373 b

4 0,0800 a 0,0775b 0,1650 b 11,096 d 17,133 ¢ 27,230 d

5 0,0925 a 0,1150 a 0,2025 a 13,635 a 20,980 a 34,615a

6 0,0675 a 0,0825 b 0,1525 b 11,105 ¢ 17,493 c 28,598 c

7 0,0750 a 0,0870 b 0,1650 b 12,953 a 20,743 a 33,696 a

8 0,0650 a 0,0800 b 0,1450 b 9,662 d 16,070 d 25,733 d

9 0,0775a 0,0750 b 0,1525b 12,013 b 19,248 b 31,261 b

10 0,0750 a 0,0800 b 0,1525b 11,003 ¢ 17,745 ¢ 28,748 ¢
CV (%) 10,80 10,82 8,78 5,07 4,25 4,56
Média 0,077 0,086 0,1627 11,565 18,68 30,24

*Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna, diferem entre si pelo teste Scott Knott, em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

!Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida a metodologia do envelhecimento
acelerado a 42°C por 60 horas, 7 Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a
42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas.

1.4.2 Condutividade elétrica massal

Os resultados do teste de condutividade elétrica massal para os 10 lotes estudados e
volumes de &gua, com variacdes no nimero de sementes e periodo de embebicdo estdo
apresentados nas Tabelas 3, 4 e 5. Pela analise de variancia (Apéndice E), houve interagéo
significativa entre os fatores: lotes e volumes de agua, utilizados para a embebicdo de
sementes de trigo, a partir de cinco horas de embebicéo, para todas as variagfes de numero de
sementes utilizadas.

Para 0 numero de sementes (25, 50 e 75) e volumes de embebicédo utilizados (25, 50 e
75mL), constata-se que utilizando o volume de 25mL obteve-se resultado adequado, pois

permitiu um ranqueamento dos lotes em categorias fisioldgicas, independente do nimero de
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sementes utilizado. Quanto ao periodo de embebicdo das sementes, 8 e 24 horas foram o0s
tempo que permitiram melhor estratificacdo dos lotes. Dessa forma, h& possibilidade da
reducdo do periodo de embebicdo no teste de condutividade elétrica massal de 24 para 8 horas
(Tabelas 3, 4 e 5).

Os lotes foram estratificados em trés diferentes niveis de vigor, mostrando uma
estreita relacdo com dados de caracterizacdo inicial como primeira contagem de germinacéo,
emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia e com o envelhecimento
acelerado. Os lotes 3, 5 e 9 foram considerados como de melhor qualidade fisioldgica,
enquanto os lotes 8 e 10, como de qualidade inferior (Tabelas 3, 4 e 5).

Trabalhos desenvolvidos com sementes de mamona, em funcdo de diferentes periodos
de embebicdo e com o volume de agua de imersdo de 25mL, mostraram que esse volume
também foi capaz de proporcionar resultados satisfatorios sobre a condutividade elétrica
massal das sementes, porém até as 12 horas de conducéo do teste (BRAGA JUNIOR, 2009).
Para sementes de espécies de solanaceas, a combinacdo e utilizacdo de 25 sementes
embebidas em 25mL de agua, em periodo menor do que 24 horas, estratificou lotes dessas
sementes em diferentes niveis de vigor (CARVALHO, 2009). O periodo de uma hora de
embebicdo de 25 sementes embebidas em 25mL de 4gua deionizada possibilita a identificacao
dos niveis de vigor dos lotes de sementes de girassol (HAESBAERT, 2013). No entanto, o
teste de condutividade elétrica conduzido em 50mL de agua permitiu a separacdo dos lotes a
partir de uma hora de embebicdo, mostrando-se promissor na avaliacdo da qualidade das
sementes de azevém (LOPES; FRANKE, 2010), ainda, com sementes de rucula, verifica-se
que as condicdes de hidratagdo mais adequadas para a conducgédo do teste de condutividade
elétrica massal é em 50mL de &gua por quatro horas (ALVES; SA; 2009), ja, para sementes
de aveia preta sem casca imersas em 75mL de agua destilada e um periodo de imersdo de 8
horas permitiu a estratificacdo dos lotes em diferentes niveis de vigor (MENEZES et al.,
2007).

Para os volumes de embebicdo de 50 e 75mL, independente do nimero de sementes e
do periodo de embebicdo utilizados, o ranqueamento dos lotes ndo ocorreu de forma
adequada, diferindo dos resultados obtidos para os demais testes de vigor. Isso pode ser
explicado porque nesses volumes ocorreu um efeito de dilui¢cdo dos produtos lixiviados pelas
ceélulas, dessa forma ndo apresentando sensibilidade suficiente para detec¢do de pequenas
diferencas. Barbieri (2011), trabalhando com sementes de arroz, também observou esse efeito
de diluicdo dos lixiviados, & medida que houve aumento do volume de agua utilizado. Esses

resultados vé@o ao encontro aqueles obtidos por Oliveira et al. (2012), em que 0 aumento no
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volume de &gua, mantendo-se constantes os demais fatores (temperatura, nimero de sementes
e periodo de embebicdo), estabeleceu, em geral, relacdo direta com a diminui¢do no valor da
lixiviagdo. Com volume de 50mL, foram observados os maiores valores de condutividade
elétrica e, a medida em que houve aumento no volume de agua, os valores da condutividade
decresceram gradativamente.

Ainda, cabe ressaltar o tamanho reduzido da semente de trigo, a qual,
consequentemente, lixivia uma menor quantidade de exudatos, em relagdo a sementes
maiores, em mesmos volumes de agua de embebicédo, como, por exemplo, a semente de feijao
e de soja. Testes de condutividade elétrica para sementes de feijdo-musgo-verde, utilizando-se
50 sementes embebidas em 75mL de agua, demonstraram valores de lixiviacdo elevados a
partir de leitura realizada a 6 horas de embebicdo das sementes (ZONTA et al., 2011). Rosa
(2009) encontrou valores superiores de condutividade elétrica massal, em relacdo aos
encontrados no presente trabalho, utlizando 50 sementes de soja em 75mL de solugédo de
hidratacdo. Marcos Filho; Dias (1996) obtiveram valores de condutividade elétrica superiores
aos encontrados nesse trabalho, em leitura realizada as 24 horas, para sementes de soja, em
volumes de embebicdo de 50 e 75mL, com amostras de 25 sementes.

Com relacdo ao periodo de embebicdo, observou-se um aumento progressivo das
médias de condutividade elétrica, com o aumento do periodo de embebicao, resultado também
encontrado por Lima (2005), em sementes de trigo. Foi necessario um periodo de 8 horas de
embebicdo para que a estratificacdo dos lotes estabiliza-se de forma adequada, demonstrando
a eficiéncia do teste na possibilidade de diminui¢do do uso do tempo padrdo de imersdo das
sementes que é de 24 horas. Resultados que corroboram com os obtidos em sementes de
arroz, abobrinha e de aveia preta, em que o tempo de imersdo das sementes considerado
eficiente para realizacdo do teste de condutividade elétrica massal foi a partir de 8 horas
(BARBIERI, 2011; MENEZES et al., 2007; DUTRA,; VIEIRA, 2006).

Da mesma forma, outros autores encontraram resultados semelhantes, corroborando a
possibilidade de diminuicdo do tempo de embebicdo das sementes durante o teste de
condutividade elétrica massal. Pesquisas realizadas por Mertz et al. (2012), com sementes de
trigo, e por Souza (2005), com sementes de mamona, mostraram que seis horas de embebicéo
foram suficientes para distinguir os lotes em diferentes niveis de vigor. Para sementes de
amendoim, o tempo de embebicdo encontrado para se distinguir lotes de diferentes niveis de
vigor foi apenas de trés horas (VANZOLINI; NAKAGAWA, 1999).
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Através das médias dos dados gerais da condutividade elétrica massal, 0os melhores
lotes foram: 3,5 e 9; os lotes 1, 2, 4, 6, e 7, classificados como de qualidade intermediaria; e,
os lotes 8 e 10 como de baixa qualidade.

Inicialmente, a identificacdo de diferencas de qualidade entre os lotes é dificultada
pela intensa lixiviacdo de eletrolitos, tanto pelas sementes com seu sistema de membrana
celulares danificados, quanto por sementes ainda intactas. Mas, com o decorrer do tempo de
embebicdo, uma estabilizacdo na quantidade de exudatos celulares liberados pelas sementes
vigorosas vai se estabilizando, em consequéncia da reorganizacao das suas membranas, o que,
ndo ocorre com as sementes deterioradas. Desse modo, é uma possivel classificacdo dos lotes
de sementes em categorias distintas de vigor,

Quando os lotes de sementes estudados apresentam diferencas estreitas de qualidade, a
identificacdo dos lotes de vigor intermediario constitui em um fator a ser discutido, pois,
conforme o teste aplicado nos mesmos, podem ser classificados abaixo ou acima do seu real
vigor (MIGUEL; MARCOS FILHO, 2002).
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Tabela3— Médias do teste de condutividade elétrica massal (uS.cm™.g™) apés 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 horas de embebico de dez lotes de 25

sementes de trigo em 25, 50 e 75mL de &gua.

Vogﬂs de 25mL

Lote 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
1t 12,90 a* 14,69 a 19,18 a 23,22 a 31,43 b 32,93 b 35,18 b 42,48 b 55,88 b
2 13,37 a 14,50 a 21,87 a 2395a 31,48 b 32,73 b 35,23b 42,24 b 55,21b
3 13,34 a 13,83 a 18,04 a 29,43 a 27,19a 30,20 a 32,44 a 37,93 a 49,66 a
4 11,97 a 13,82 a 18,83 a 24,67 a 30,98 b 34,23 b 34,73 b 42,40b 57,50 b
5 10,78 a 13,86 a 18,65 a 2481a 31,46 b 30,11a 32,36a 38,88 a 51,24 a
6 11,77 a 13,10 a 19,87 a 24,76 a 31,50 b 33,75b 36,00 b 42,15b 56,07 b
7 12,11 a 13,44 a 18,84 a 26,55 a 31,45b 33,70 b 35,70 b 42,79 b 56,61 b
8 12,33 a 14,73 a 18,53 a 21,79 a 37,36 ¢ 40,36 ¢ 42.61c 54,31 d 66,55 d
9 12,29 a 13,83a 21,37 a 24,86 a 31,03 b 32,78 b 34,03 b 37,44 a 53,45a
10 12,21a 13,43 a 22,72 a 24,22 a 31,14 b 33,39 b 35,64 b 48,52 ¢ 60,35 ¢c

Média 13,31 c** 13,92 ¢ 19,79 ¢ 2483 ¢ 3151c 33,42 ¢ 35,40 ¢ 4291c 56,25 ¢

VOLZT: de 50mL

1 12,12 a 12,07 a 15,40 a 16,37 a 21,38 a 19,11 a 21,38a 21,90 a 2755a
2 11,58 a 13,23 a 14,78 a 17,58 a 20,96 a 20,76 a 21,15a 21,80 a 29,05 a
3 11,88 a 11,84 a 16,39 a 17,64 a 21,62 a 20,50 a 21,90 a 21,05a 27,55a
4 12,08 a 12,18 a 15,82 a 17,07 a 20,38 a 20,00 a 20,77 a 21,57 a 27,88 a
5 10,44 a 11,85a 13,29 a 14,29 a 21,67 a 20,44 a 21,46 a 21,21a 27,19 a
6 9,60 a 11,72 a 13,29 a 14,38 a 22,42 a 21,32a 22,42 a 22,95a 28,39 a
7 11,60 a 13,09 a 15,65 a 19,19 a 22,16 a 21,47 a 22,16 a 23,08 a 32,40 a
8 11,02 a 13,27 a 15,28 a 16,76 a 20,48 a 20,41 a 21,33 a 22,13 a 31,47 a
9 11,88 a 12,02 a 17,30 a 18,69 a 22,19 a 20,52 a 22,16 a 22,26 a 27,09 a
10 11,85a 12,02 a 16,77 a 18,08 a 21,44 a 21,69 a 21,32 a 22,51 a 27,90 a

Média 11,41 b 12,33 b 15,40 b 17,01 b 21,48 b 20,62 b 21,60 b 22,04b 28,65 b
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Volume de

sgua 75mL

1 7,66 a 8,89 a 10,48 a 10,78 a 11,62 a 13,69 a 13,19a 13,61 a 17,52 a

2 7,05a 7,99 a 8,83a 9,54 a 10,24 a 13,30 a 13,35a 11,99 a 18,95 a

3 8,00a 8,74 a 9,85a 10,86 a 9,89a 13,93a 14,00 a 15,69 a 19,39 a

4 7,63 a 8,71a 9,79 a 10,74 a 11,37 a 13,02 a 13,60 a 13,71 a 17,08 a

5 744 a 8,32a 9,18a 10,03 a 1101a 14,16 a 13,25a 1281a 17,59 a

6 5,66 a 7,12 a 7,50 a 8,39 a 9,14a 10,97 a 13,37 a 10,97 a 19,32 a

7 8,37 a 9,35a 10,88 a 12,05a 11,27 a 14,49 a 1491 a 15,21 a 19,50 a

8 7,26 a 8,77 a 9,80a 11,09 a 1144 a 13,95a 14,49 a 14,57 a 20,81a

9 8,68 a 10,08 a 1111a 12,11a 1151a 1451 a 15,02 a 1521 a 19,18 a

10 7,71 a 8,27 a 9,18a 10,18 a 11,09 a 13,08 a 1424 a 12,95a 20,68 a

Média 7,55 a 8,67 a 9,66 a 10,58 a 10,86 a 1351a 13,94 a 13,67 a 19,00 a
CV (%) 12,26 11,39 19,62 18,19 6,88 7,13 8,02 9,39 10,22
Média Geral 10,42 11,63 14,95 17,74 21,28 22,52 23,65 26,21 34,63

* Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna e em cada volume de agua diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro.
** Médias ndo seguidas pela mesma letra na linha diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro.

!Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo
submetida a metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida & metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 7
Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia
do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas
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Tabela 4 — Médias do teste de condutividade elétrica massal (uS.cm™.g™) apés 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 horas de embebicéo de dez lotes de 50

sementes de trigo em 25, 50 e 75mL de &gua.

VOLZ”JS de 25mL
Lote 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
1t 14,67 a* 17,78 a 24,58 a 27,28 a 37,54 b 40,58 b 40,75 b 43,47 b 46,35 b
2 15,38 a 17,38 a 23,82 a 27,39 a 37,07 Db 40,24 b 40,37 b 43,12 b 49,25 ¢
3 14,78 a 17,93 a 23,57 a 26,88 a 34,11a 3721a 37,50 a 40,25 a 43,47 a
4 14,78 a 18,36 a 24,85 a 27,95 a 37,09 b 40,88 b 40,98 b 43,61 b 50,39 ¢
5 14,83 a 17,32a 23,84 a 26,88 a 34,26 a 37,71a 37,87 a 39,87 a 41,87 a
6 15,51 a 17,84 a 24,26 a 27,61 a 37,07b 40,33 b 40,64 b 43,23 b 50,95 ¢
7 15,20 a 17,99 a 24,61 a 30,14 a 37,09 b 40,69 b 40,71 b 43,16 b 46,21 b
8 15,68 a 18,34 a 24,45 a 27,70 a 42,92 c 4450 ¢ 4481 ¢c 50,43 d 58,21¢e
9 14,62 a 17,45 a 23,35 a 26,04 a 34,25 a 37,60 a 37,62 a 40,98 a 42,37 a
10 15,49 a 18,73 a 24,24 a 27,81 a 34,34 b 40,34 b 40,58 b 47,57 ¢ 53,44 d
Média 15,04 c** 1791c 24,16 ¢ 2757c¢c 36,58 ¢ 40,01 ¢ 40,18 ¢ 43,57 a 48,25 ¢
VOL‘:]”JS de 50mL
1 10,07 a 12,27 a 13,59 a 16,15a 16,27 a 16,46 a 16,69 a 16,99 a 21,25 a
2 9,97 a 11,00 a 1245a 14,66 a 15,59 a 15,04 a 1541a 15,81 a 19,50 a
3 9,95a 14,66 b 16,25 b 19,43 b 20,61 b 20,33 b 20,36 b 20,98 b 26,79 b
4 10,72 a 12,63 a 14,32 a 17,06 a 18,26 a 18,27 b 18,37 b 18,92 b 24,70 b
5 10,00 a 11,92a 13,32 a 15,80 a 16,89 a 16,79 a 16,76 a 17,32 a 21,85a
6 8,48 a 10,77 a 12,22 a 14,74 a 15,86 a 16,11 a 16,53 a 16,48 a 20,66 a
7 10,41 a 14,29 b 15,84 b 18,90 b 20,13 b 20,38 b 19,87 b 20,41 b 26,97 b
8 10,73 a 13,89 b 15,74 b 18,97 b 20,39 b 19,72 b 20,36 b 21,10 b 28,47 b
9 9,60 a 15,26 b 16,95b 20,06 b 21,26 b 20,59 b 21,10 b 21,52 b 25,92 b
10 10,12 a 13,59 b 15,42 b 18,96 b 19,46 b 19,74 b 19,62 b 20,44 b 2541b
Média 10,01 b 13,03 b 14,61 b 17,47b 18,47 b 18,34 b 18,51 b 19,00 b 24,15b
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Volume de

4gua 75mL

1 6,29 a 7,31a 8,01a 8,70 a 9,34a 9,74 a 10,15a 10,42 a 13,38 a

2 6,77 a 7,62 a 8,43 a 9,20a 10,10 a 10,43 a 10,90 a 13,74 b 17,65b

3 5,26 a 921a 10,25 a 9,63 a 9,17 a 9,06 a 9,88 a 11,18 a 13,26 a

4 6,96 a 7,94 a 8,93a 9,96 a 10,24 a 10,88 a 10,50 a 12,63 b 16,31 b

5 6,46 a 7,32 a 8,14 a 8,93 a 9,70 a 10,23 a 10,71 a 11,02 a 14,34 a

6 583 a 6,65 a 7,51a 8,33a 9,05a 10,20 a 10,02 a 10,44 a 12,98 a

7 6,50 a 9,03 a 10,11a 9,84a 10,21 a 10,96 a 10,27 a 13,66 b 18,36 b

8 7,25 a 8/4la 9,68 a 10,24 a 10,13 a 10,90 a 11,09 a 14,09 b 19,74 b

9 5,86 a 8,93 a 9,90 a 9,87a 948a 9,64 a 9,73 a 12,09 a 1450 a

10 7,03 a 7,80 a 9,02a 9,65a 10,46 a 11,00 a 11,56 a 13,39 b 16,80 b

Média 6,42 a 8,02 a 9,00a 944 a 9,79a 10,31 a 10,48 a 12,27 a 15,73 a
CV (%) 10,16 10,63 9,40 9,35 8,28 6,16 7,02 6,79 6,46
Média Geral 10,49 12,98 15,92 18,15 21,61 22,89 23,06 24,94 29,38

* Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna e em cada volume de agua diferem pelo teste Scott-Knott em de 5% de probabilidade de erro.
** Médias ndo seguidas pela mesma letra na linha diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro.

1Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo
submetida a metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida a metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 7
Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia
do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas.
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Tabela5- Médias do teste de condutividade elétrica massal (uS.cm™.g™) apés 1,2,3,4,5,6,7,8 e 24 horas de embebicdo de dez lotes de 75

sementes de trigo em 25, 50 e 75mL de &gua.

VOLZ”JS de 25mL

Lote 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
1t 18,73 a* 26,11a 2548 a 26,97 a 28,38 a 29,50 a 30,64 a 44,71 b 52,12 b
2 18,59 a 27,28 a 2556 a 2731la 36,43 b 37,97 b 39,47 ¢ 49,27 ¢ 55,45c¢
3 17,80 a 26,03 a 24,54 a 26,66 a 29,03 a 29,50 a 31,80 a 42,38 a 48,26 a
4 18,54 a 26,60 a 2540 a 27,38a 34,52 b 36,45 b 38,02b 49,04 ¢ 56,26 ¢
5 17,50 a 2541a 24,98 a 2759 a 28,26 a 30,47 a 31,56 a 40,96 a 48,56 a
6 17,35a 2535a 24,05a 27,05a 28,03 a 29,29 a 30,51a 49,45 ¢ 56,51 c
7 18,64 a 26,39 a 25,06 a 27,03 a 34,52 b 36,94 b 37,62b 45,63 b 52,76 b
8 18,61 a 26,00 a 25,78 a 27,36 a 36,00 b 37,74 b 39,60 ¢ 53,37d 60,01d
9 17,77 a 2548 a 2453 a 26,05a 28,62 a 29,67 a 30,23 a 39,93 a 48,38 a
10 16,60 a 26,35a 25,75a 27,08 a 36,02 b 35,39 b 36,72 b 53,90d 60,15d

Média 19,01 c** 26,10 c 25,11c 27,05¢ 31,98 ¢ 33,29 ¢ 34,62 ¢ 46,87 ¢ 53,85¢c

VOL‘:]”JS de 50mL

1 9,73 a 12,67 a 14,03 a 17,12 a 20,24 a 22,70 a 15,03 a 28,16 a 33,47 a
2 9,97 a 13,12 a 14,03 a 18,12 a 23,10b 26,11b 28,27b 32,59 b 37,45 b
3 9,69 a 12,16 a 13,70 a 17,73 a 19,60 a 22,15a 14,78 a 28,06 a 33,34 a
4 9,89 a 12,94 a 14,34 a 18,11a 23,47b 26,82 b 28,33b 32,56 b 36,76 b
5 952a 12,52 a 13,01 a 17,85a 20,19 a 22,33 a 15,50 a 28,62 a 33,78 a
6 9,14a 13,29 a 14,73 a 18,22 a 19,95 a 22,03 a 15,49 a 28,61 a 33,78 a
7 9,84 a 13,76 a 1481a 18,72 a 23,23 b 26,43 b 29,43 b 32,08 b 37,63 b
8 9,52a 13,29 a 14,34 a 18,18 a 23,75b 26,47 b 28,53 b 32,07 b 37,51b
9 9,70a 12,06 a 13,50 a 18,79 a 20,27 a 2221a 1543 a 28,59 a 34,00 a
10 943a 12,68 a 14,27 a 18,04 a 23,02b 26,82 b 28,70 b 32,43 b 37,51b

Média 9,64 b 12,85b 14,08 b 18,10 b 21,68 b 24,41 Db 21,95b 30,38 b 3549 b




62

VOL%”JS de 75mL
1 6,724 7544 8,30 a 9,08 a 9,66 a 10,07 a 12,44 a 16,72 a 23,29 a
2 6,54 a 7.45a 8,354 9,24 a 9,782 12,17 b 15,42 b 20,89 b 28,02 b
3 5,54 a 6,27 a 7.93a 8,04a 11,46 a 10,74 a 12,57 a 17,16 a 23,09a
4 6,38 a 7,39 a 9,24 a 9,17 a 11,20 a 12,05 b 15,67 b 20,81 b 28,92 b
5 6,22 a 7,03a 777a 8,76 a 9,37a 9,81a 12,01 a 16,54 a 23,48 a
6 5,28 a 6,14 a 7422 7,96 a 8,66 a 10,66 a 12,41 a 16,99 a 23,25 a
7 6,65 a 6,79 a 8,09 a 9,29 a 11,86 a 12,50 b 15,53 b 21,20 b 29,43 b
8 6,82a 6,92 a 8,26 a 9,06 a 11,17 a 12,55 b 15,38 b 21,74 28,95 b
9 557 a 6,52 a 7,582 8,09 a 12,04 a 9,382 12,35 a 16,18 a 23,38 a
10 5,95 a 6,70 a 7,482 8,43a 9,00 a 12,56 b 15,60 b 20,36 b 28,54 b
Média 6,174 6,88 a 8,04a 871a 10,42 a 11,25a 13,94 a 18,86 a 26,04 a
CV (%) 0,88 8,01 6,96 8,17 9,57 8,42 6,48 4,94 5,10
Média Geral 11,27 15,27 15,74 17,95 21,36 22,98 23,50 32,03 38,46

* Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna e em cada volume de &gua diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro.
** Médias ndo seguidas pela mesma letra na linha diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro.

!Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo
submetida a metodologia do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida & metodologia do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 7
Mirante, 8 Mirante submetida & metodologia do envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia
do envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas.
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Para o teste de condutividade elétrica massal realizou-se a analise da correlacdo de
Pearson (r) entre os valores obtidos através das leituras de condutividade para cada uma das
combinagbes de volume de &gua de hidratacdo (25, 50 e 75mL), nimero de sementes da
amostra (25, 50 e 75) e tempo de embebicédo (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 horas) e o0s valores
obtidos para as varidveis: germinacdo, primeira contagem de germinacdo, envelhecimento
acelerado, emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia (Tabelas 6, 7, 8, 9 e
10).

Os dados de correlacdo, obtidos entre a condutividade elétrica massal e os demais
testes de germinagéo e vigor, comprovam o melhor desempenho obtido quando foi utilizado o
volume de embebicgéo de 25mL (Tabelas 6, 7, 8, 9 e 10), pois, nesses casos, foram obtidas
altas correlacGes negativas e significativas, indicando que os lotes de sementes de trigo
utilizados no estudo apresentaram a mesma tendéncia de comportamento para todos esses
testes. As correlacdes foram, praticamente, todas negativas, indicando que quanto maiores 0s
valores de condutividade elétrica menores serdo os valores das médias obtidas para o teste de
germinacdo e para os testes de vigor. Esses resultados sdo esperados, pois sementes com
maior grau de deterioracdo sdo mais susceptiveis ao dano de embebicdo e, portanto, ao
aumento de lixiviados na agua de imersdo, 0 que promove o aumento da condutividade
elétrica da agua (MATTHEWS; POWELL, 2006).

As maiores correlacbes negativas foram obtidas nos periodos de 8 e 24 horas de
embebicdo das sementes, concordando com os resultados obtidos na comparacdo de médias
para 0s testes de germinacdo e os testes de vigor (tabela 1). Observa-se ainda que a
combinacdo de 75 sementes embebidas em volume de 25mL de &gua deionizada foi o que
apresentou melhor correlagéo para todos os testes de vigor (tabela 1), confirmando o efeito da
diluicdo.

Trabalhando com condutividade elétrica massal em sementes de girassol, Haesbaert
(2013) observou que a combinacdo de 25mL de agua de embebicdo e 25 sementes, promoveu
correlagBes maiores entre os valores de condutividade elétrica massal e a emergéncia em
campo, porém, ja em leituras realizadas a partir de 1 hora. Ainda, com sementes de girassol,
Rossetto; Braz (2009) encontraram correlacdo negativa e significativa entre a condutividade
elétrica massal e a emergéncia em campo. Com sementes de feijdo-musgo-verde, também
observou-se correlacdo alta e significativa entre o teste de condutividade elétrica massal e
emergéncia em campo (ZONTA et al., 2011). Para as cultivares de feijao-caupi BRS Guariba
e BRS Marataod, os coeficientes de correlacdo de Pearson entre 0s testes de germinagéo,

tetrazélio, envelhecimento acelerado, emergéncia em campo, indice de velocidade de
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emergéncia, massa seca de plantulas e altura de plantulas, foram todos negativos e
significativos, em relacdo ao teste de condutividade elétrica massal (OLIVEIRA, 2012).
Estudos da correlacdo entre os dados obtidos pelo teste de condutividade elétrica
massal, utilizando 25 sementes de arroz imersas em 50 e 75mL de agua, e as variaveis de
germinacdo, primeira contagem, teste de frio, estatura de pléantulas, fitomassa seca e
emergéncia em campo, demonstraram correlacOes altas e significativas apenas para o teste de
emergéncia em campo, para ambos os volumes (BARBIERI, 2011). Esses sdo corroborados
por aqueles obtidos por demais autores, como: Avila et al. (2005), Alves; Sa (2010), em

trabalhos com sementes de milho e canola, respectivamente.

Tabela 6 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre condutividade elétrica massal e o
teste de germinacdo, em diferentes combinacdes de volume de &gua, nimero de sementes e
tempo de embebicéo. Santa Maria, RS. 2013.

NUmero de sementes 25 Sementes 50 Sementes 75 Sementes
Volume Tempo

1H -0,020 -0,556 -0,269

2H -0,530 -0,392 -0,174

3h 0,162 -0,301 -0,574

4h - 0,620% -0,367 -0,374

25mL 5H -0,882* -0,899* -0,503
6H -0,888* -0,822* -0,518

7H -0,925* -0,832* -0,552

8H -0,877* -0,834* -0,605

24H -0,843* -0,773* -0,613*

1H 0,150 -0,434 0,163

2H -0,209 -0,082 -0,373

3H 0,065 -0,133 -0,236

4H 0,059 -0,164 -0,020

50mL 5H 0,574 -0,202 -0,533
6H 0,051 -0,135 -0,450

7H 0,304 -0,171 -0,450

8H -0,081 -0,244 -0,416

24H -0,557 -0,401 -0,516

1H 0,188 -0,608 -0,500

2H 0,037 -0,050 -0,143

3H 0,039 -0,150 -0,177

4H -0,068 -0,422 -0,325

75mL 5H 0,314 -0,366 -0,093
6H -0,079 -0,447 -0,405

7H -0,195 -0,531 -0,424

8H -0,079 -0,527 -0,550

24H -0,507 -0,671* -0,464

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 7 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre a condutividade elétrica massal e a
primeira contagem de germinacg&o, em diferentes combinac@es de volume de agua, nimero de
sementes e tempo de embebicdo. Santa Maria, RS. 2013.

NUmero de sementes

25 Sementes

50 Sementes

75 Sementes

Volume Tempo
1H -0,073 -0,726* 0,140
2H -0,112 -0,525 -0,282
3h -0,400 -0,306 -0,389
4h 0,583 -0,651* -0,453
25mL 5H -0,591 -0,730* -0,675*
6H -0,662* -0,716* -0,601
7H -0,703* -0,732* -0,631*
8H -0,806* -0,819* -0,940*
24H -0,774* -0,925* -0,933*
1H 0,252 -0,061 0,309
2H -0,209 0,338 -0,449
3H 0,141 0,262 -0,477
4H 0,103 0,191 -0,070
50mL 5H 0,476 0,173 -0,617*
6H -0,359 0,197 -0,601
7H 0,360 0,039 -0,609
8H -0,289 0,112 -0,642*
24H -0,310 0,027 -0,679*
1H 0,564 -0,651 -0,164
2H 0,550 0,352 -0,066
3H 0,572 0,226 -0,039
4H 0,477 -0,116 -0,137
75mL 5H 0,314 -0,480 0,139
6H 0,509 -0,626* -0,532
7H 0,081 -0,741* -0,611
8H 0,496 -0,537 -0,635*
24H -0,538 -0,553 -0,568

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 8 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre a condutividade elétrica massal e 0
teste de envelhecimento acelerado, em diferentes combinagfes de volume de &gua, numero de
sementes e tempo de embebicdo. Santa Maria, RS. 2013.

NUmero de sementes 25 Sementes 50 Sementes 75 Sementes
Volume Tempo
1H -0,153 -0,702* 0,037
2H -0,139 -0,649* -0,408
3h -0,261 -0,475 -0,443
4h 0,533 -0,776* -0,480
25mL 5H -0,570 -0,809* -0,689*
6H -0,705* -0,805* -0,614*
7H -0,749* -0,822* -0,653*
8H -0,865* -0,875* -0,984*
24H -0,820* -0,970* -0,966*
1H 0,170 -0,146 0,274
2H -0,209 0,302 -0,531
3H 0,107 0,231 -0,610
4H 0,066 0,155 0,043
50mL 5H 0,515 0,153 -0,642*
6H -0,290 0,151 -0,643*
7H 0,372 0,014 -0,637*
8H -0,311 0,082 -0,647*
24H -0,397 -0,042 -0,681*
1H 0,542 -0,643* -0,254
2H 0,533 0,312 -0,098
3H 0,506 0,186 -0,133
4H 0,422 -0,127 -0,213
75mL 5H 0,314 -0,470 0,107
6H 0,507 -0,629* -0,516
7H 0,092 -0,708* -0,654*
8H 0,412 -0,512 -0,687*
24H -0,524 -0,557 -0,608

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 9 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre a condutividade elétrica massal e a
emergéncia em campo, em diferentes combinacGes de volume de agua, nimero de sementes e
tempo de embebicdo. Santa Maria, RS. 2013.

Numero de sementes 25 Sementes 50 Sementes 75 Sementes
Volume Tempo

1H -0,035 -0,758* 0,228

2H 0,020 -0,547 -0,223

3h -0,405 -0,317 -0,249

4h 0,532 -0,660* -0,395

25mL 5H -0,541 -0,695* -0,588
6H -0,634* -0,687* -0,504

7H -0,680* -0,705* -0,531
8H -0,775* -0,795* -0,938*
24H -0,748* -0,916* -0,934*

1H 0,334 0,075 0,432

2H -0,209 0,354 -0,468

3H 0,170 0,280 -0,551

4H 0,145 0,202 -0,089

50mL 5H 0,342 0,186 -0,532
6H -0,430 0,190 -0,523

7H 0,227 -0,032 -0,536

8H -0,394 0,121 -0,565

24H -0,293 0,045 -0,601

1H 0,632* -0,558 -0,046

2H 0,606 0,398 0,060

3H 0,632 0,269 0,066

4H 0,534* -0,027 -0,024

75mL 5H 0,314 -0,387 0,181
6H 0,616* -0,595 -0,485

7H 0,077 -0,667* -0,540

8H 0,541 -0,444 -0,560

24H -0,569 -0,458 -0,496

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.
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Tabela 10 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre a condutividade elétrica massal e 0
indice de velocidade de emergéncia, em diferentes combinagdes de volume de agua, nimero
de sementes. Santa Maria, RS. 2013.

NUmero de sementes 25 Sementes 50 Sementes 75 Sementes
Volume Tempo

1H -0,077 -0,652* 0,135
2H -0,056 -0,617* -0,344
3h -0,374 -0,453 -0,338
4h 0,603 -0,720* -0,395

25mL 5H -0,552 -0,748* -0,584
6H -0,676* -0,754* -0,499
7H -0,701* -0,769* -0,524
8H -0,803* -0,838* -0,962*
24H -0,798* -0,946* -0,967*
1H 0,218 0,003 0,371
2H -0,209 0,362 -0,464
3H 0,114 0,289 -0,601
4H 0,131 0,212 0,017

50mL 5H 0,426 0,218 -0,554
6H -0,282 0,210 -0,552
7H 0,321 0,007 -0,542
8H -0,386 0,140 -0,568
24H -0,259 0,058 -0,593
1H 0,600 -0,603 -0,131
2H 0,557 0,433 -0,063
3H 0,555 0,309 -0,059
4H 0,488 -0,024 -0,104

75mL 5H 0,314* -0,393 0,175
6H 0,623 -0,602 -0,467
7H 0,125 -0,646* -0,559
8H 0,521 -0,404 -0,564
24H -0,466 -0,434 -0,509

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.

1.4.3 Condutividade elétrica individual

Os resultados do teste de condutividade elétrica individual com variacdes no periodo

de embebicdo para os dez lotes de sementes de trigo estdo apresentados na Tabela 11. Pela
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andlise de variancia (Apéndice F), houve diferenca significativa entre os lotes em todos os
tempos de embebicéo testados.

Tabela 11 — Médias do teste de condutividade elétrica individual ap6s 1, 2, 3,4,5,6,7,8¢
24 horas de embebicdo para dez lotes de sementes de trigo. UFSM, Santa Maria, 2013.

Lote 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h

1t 2,76b* 284a 430b 505b 708b 864b 864b 10,78b 1145c

2 340b 401b 492b 6,20c 9,75c¢ 11,45d 12,07c 13,04d 1563e
3 171a 253a 251a 345a 3,62a 435a 488a 494a 1087c
4 3,02b 332b 430b 588c 968c 10,76c 11,25c 11,79c 13,06d
5 1,70a 253a 249a 354a 410a 492b 505a 520a 9,20b
6 3,32b 394b 492b 592c¢ 988c 11,09c 11,82c 12,61d 13,84d
7 254b 293a 401b 520b 651b 864b 886b 10,01b 11,60c
8 6,20d 6,51d 7,09c 886d 10,78d 11,78d 13,84d 1563e 20,359
9 145a 2,12a 20la 332a 354a 417a 436a 48%9a 749a
10 490c 492c 491b 650c 7,01b 8,86b 13,83d 1563e 17,93f

CV (%) 52,34 50,23 42,70 34,85 27,78 22,86 21,62 23,08 21,18
Média 3,10 3,56 4,15 5,39 7,21 8,47 9,47 10,45 13,14

* Meédias ndo seguidas pela mesma letra na coluna diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

'Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado & 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida a metodologia do envelhecimento
acelerado a 42°C por 60 horas, 7 Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a
42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas.

De acordo com os dados, pode-se verificar a eficiéncia do teste de condutividade
elétrica individual na estratificagdo dos lotes de sementes de trigo em diferentes niveis de
vigor, pois mesmo na primeira leitura, realizada apds uma hora de embebicdo das sementes, ja
foi possivel detectar diferencas na qualidade destas. Estudos de condutividade elétrica
individual, testando diferentes tempos de embebicdo de sementes de girassol estratificaram os
lotes em distintas qualidades fisiologicas a partir da primeira hora, dessa forma, considera-se
esse teste bastante promissor para a espécie em questdo (HAESBAERT, 2013). Barbieri
(2011), em experimentos com sementes de arroz, cultivar IRGA 424, estratificou lotes de
qualidade de sementes, em trés niveis, na primeira e segunda hora de embebicdo. Também em
girassol, Anfinrud; Schneiter (1984) verificaram correlagcdo significativa entre o teste de
condutividade elétrica pelo sistema individual e o de emergéncia de plantulas.
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Entretanto, a estabilizacdo do ranqueamento dos lotes s6 pode ser confirmada a partir
da terceira leitura, ou seja, com trés horas de embebicdo das sementes, concordando com
dados obtidos por Mertz et al. (2012), os quais indicam a possibilidade de reducao do periodo
de embebicdo no teste de condutividade elétrica individual de sementes de trigo para trés
horas. Resultado considerado importante, pois a possibilidade da redugdo do tempo da
embebicdo das sementes podera oferecer indicagdes mais rapidas a respeito do vigor das
sementes.

De acordo com esse teste, os melhores lotes foram 1, 3, 5, 7 e 9, enquanto, os lotes 2,
4, 6, foram classificados como de vigor intermediério e os lotes 8 e 10, como de baixo vigor.
Essa classificacdo vem ao encontro aos dados obtidos nos testes, ja realizados no presente
estudo, de primeira contagem de germinacdo, envelhecimento acelerado, emergéncia em
campo e indice de velocidade de emergéncia. Fato que demonstra a sensibilidade do teste de
condutividade elétrica individual em conseguir detectar até mesmo pequenas variacdes de
qualidade entre os diferentes lotes. Mertz et al. (2012) verificaram que os resultados do teste
de condutividade elétrica em lotes de sementes de trigo estdo condizentes com os resultados
obtidos pelo teste de emergéncia, porém, conduzido em areia. Carvalho et al. (2009), com
experimentos com sementes de soja, corroboram com os resultados encontrados para trigo. A
utilizacéo da aferi¢do da condutividade elétrica pelo método individual, indicou que sementes
de girassol hidratadas por, aproximadamente, 18 horas apresentaram, também, resultados de
acordo com os obtidos pelo teste de emergéncia em campo (ANFINRUD; SCHINEITER,
1984).

Pode-se, também, destacar a praticidade e a rapidez na obtencdo dos resultados no
presente estudo, até mesmo em comparagdo com a condutividade elétrica massal, em que o
periodo minimo de embebicdo necessario para detectar diferencas na qualidade das sementes
de trigo foi de 8 horas. A metodologia de maneira individual adotada para o teste de
condutividade elétrica foi mais eficiente quanto a sua rapidez de execucdo e obtencdo de
resultados em experimentos com sementes de café, em comparacdo ao método massal
(COSTA; CARVALHO, 2006).

Dente os fatores observados e considerados de suma importancia na escolha de um
teste de vigor é que este deve ser pratico e eficiente, tanto em promover a estratificacdo dos
lotes de sementes de forma proporcional a emergéncia em campo, quanto em relacdo ao
tempo necessario para obtencdo dos resultados (VIEIRA, 1994).

Estudos da condutividade elétrica individual para a avaliacdo da qualidade fisioldgica

de sementes de mamona, mostraram que a condutividade elétrica realizada da forma
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individual é mais sensivel do que a conduzida de maneira massal, apresentando um maior
namero de lotes estratificados pelo vigor através do teste (OLIVEIRA et al., 2009).

Os dados de correlacéo entre a condutividade elétrica individual e os demais testes de
vigor: primeira contagem de germinacdo, envelhecimento acelerado, emergéncia em campo e
indice de velocidade de emergéncia (Tabela 12), apresentaram altas correlacdes negativas e
significativas, mesmo na leitura a partir de 1 hora de embebicdo, comprovando que os dados
obtidos atraves do teste de condutividade elétrica individual foram condizentes com os demais
testes de vigor.

A correlagdo linear simples fornece o sentido e a magnitude da associagéo entre dois
caracteres, desse modo, através do uso da correlacdo é possivel averiguar se houve uma

variacdo proporcional e inversa entre dois testes (BARBIERI, 2011).

Tabela 12 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre as méedias de condutividade elétrica
individual e as médias de primeira contagem de germinagdo (PC), germinacdo (G),
envelhecimento acelerado (EA) e emergéncia a campo (EM) e indice de velocidade de
emergéncia de dez lotes de sementes de trigo em diferentes tempos de embebicdo. Santa
Maria, RS. 2013.

1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
PC -0,896* -0,920* -0,846* -0,882* -0,791* -0,778* -0,915* -0,880* -0,932*
G -0,837* -0,868* -0,794* -0,823* -0,565 -0,518 -0,569 -0,588 -0,761*

EA -0,944* -0,939* -0,930* -0,940* -0,842* .0,845* -0,965* -0,950* -0,980*
EM -0,932* -0,928* -0,835* -0,886* -0,705* -0,710* -0,899* -0,886* -0,957*
IVE -0,898* -0,883* -0,876* -0,890* -0,836* -0,829* -0,953* -0,939* -0,906*

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.

As correlagbes foram todas negativas, indicando que quanto maiores valores de
condutividade elétrica menores serdo os valores dos testes de germinagédo e vigor. Resultados
encontrados por Haesbaert (2013) e por Barbieri (2011), em estudos com sementes de girassol
e arroz (cultivar IRGA 424), respectivamente, corroboram os encontrados para trigo nesse
trabalho, em relagdo ao teste de emergéncia em campo. Em estudos com sementes de soja,
Barbieri et al. (2013) concluiram que entre todos os testes de vigor avaliados, a condutividade
elétrica individual foi o que mais se correlacionou com a emergéncia em campo, mas, o teste
de envelhecimento acelerado também apresentou valor de correlacdo elevado com o teste de
condutividade elétrica individual. Para ser avaliado como eficiente, um teste de vigor deve

proporcionar uma classificacdo dos lotes em diferentes niveis de vigor, de maneira
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proporcional a da emergéncia das plantulas (MARCOS FILHO; NOVEMBRE, 2009), fato
que se confirmou através da utilizacdo da condutividade elétrica individual.

Com relacdo ao resultado de correlacdo obtido entre a condutividade elétrica
individual e o teste de germinacdo, embora tenham-se obtidos resultados negativos e
significantes (até o quarto periodo de embebicdo e no Gltimo), os valores foram inferiores
aqueles apresentados para os demais testes, confirmando o fato de que o teste de germinacao
ndo apresenta a mesma sensibilidade que os testes de vigor em ranquear lotes de sementes em
diferentes niveis de qualidade. Souza (2007) afirma que a analise da correlacdo nem sempre é
a mais adequada para atingir bons resultados, uma vez que, os testes que avaliam as
permeabilidades das membranas, como os de condutividade elétrica individual e massal,
podem ndo estabelecer uma boa correlacdo com os dados obtidos por meio do teste de
germinacao.

A tabela 13 apresenta os coeficientes de correlagdo de Pearson entre as condutividades
elétricas massal e individual conforme o nimero de sementes utilizadas, o tempo e o volume

de embebicdo das sementes.

Tabela 13 — Coeficientes de correlacdo de Pearson entre a condutividade elétrica massal e a
condutividade elétrica individual em diferentes tempos de embebicdo de sementes de trigo, de
diferentes combinacdes de volume de agua e nimero de sementes. Santa Maria, RS. 2013.

Numero de sementes 25 Sementes 50 Sementes 75 Sementes
Volume Tempo

25mL 1H 0,076 0,707* 0,009
2H 0,126 0,594 0,293

3h 0,067 0,611 0,556

4h -0,668* 0,751* 0,501

5H 0,234 0,793* 0,573

6H 0,679* 0,852* 0,648*

H 0,706* 0,836* 0,686*

8H 0,853* 0,876* 0,970*

24H 0,847* 0,960* 0,933*

50mL 1H -0,112 0,299 -0,279
2H 0,086 -0,128 0,481

3H -0,197 -0,244 0,659*

4H -0,018 -0,095 0,036

5H -0,879* -0,408 0,619*

6H 0,102 -0,413 0,632*

H -0,199 -0,108 0,713*

8H 0,46 -0,158 0,699*

24H 0,465 0,155 0,735*
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Numero de sementes 25 Sementes 50 Sementes 75 Sementes
Volume Tempo
75mL 1H -0,362 0,726* 0,388
2H -0,364 -0,174 0,055
3H -0,342 -0,187 0,242
4H -0,211 0,247 0,416
5H -0,128 0,349 -0,311
6H -0,596 0,670* 0,432
7H -0,11 0,698* 0,724*
8H -0,438 0,522 0,711*
24H 0,571 0,655* 0,664*

* Significativo pelo teste t bilateral, em 5% de probabilidade de erro.

Fixando-se 0 volume de embebicao das sementes, observa-se que para 25mL sementes
houve uma estabilizacdo de uma correlagcdo positiva e significativa entre as condutividades
elétricas massal e individual, a partir das seis horas de embebicdo em qualquer nimero de
sementes utilizado (25, 50 ou 75). Quando utilizou-se 50mL de solucdo de hidratacdo, essa
estabilizacdo de correlagcBes positivas e significativas s ocorreu para amostras de 75
sementes em, praticamente, todos os periodos de embebicdo, com estabilizacdo desses
resultados, a partir da sexta leitura.

CorrelacBes positivas entre duas variaveis indicam que quando uma aumenta ou
diminui a outra também aumenta ou diminui, ou seja, sdo diretamente proporcionais. No caso
dos resultados obtidos para as condutividades elétricas massal e individual, esses resultados
sdo condizentes, pois, ambas as formas de conducdo do teste baseiam-se na deterioracdo das
membranas celulares, ou seja, quanto maior a deterioracdo, maior o valor de condutividade
elétrica, seja massal ou individual. Dessa forma, era esperado que houvesse correlacGes
positivas e significativas.

As combinagbes de 75 sementes e 25mL de &gua deionizada nos periodos de 8 e 24
horas, apresentaram altos valores de correlagdo, o que corrobora com os dados obtidos entre
as correlagdes da condutividade elétrica massal e os demais testes de vigor, indicando essa,
como a melhor combinagéo para a condugéo desse teste em sementes de trigo.

Em estudos da condutividade elétrica individual e massal, em sementes de soja, foi
obtida uma correlagdo positiva e significativa entre esses dois testes, corroborando os dados
encontrados no presente trabalho (BARBIERI et al. 2013). Cabe ressaltar, que estudos
correlacionando a eficiéncia dessas duas modalidades de conducéo do teste de condutividade

elétrica sdo bastante incipientes.
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1.5 Conclusdes

O teste de condutividade elétrica massalfoi eficiente para a separacdo dos lotes de
sementes de trigo e a melhor combinacéo foi obtida com a utilizag&o de 25mL de solugédo de
embebicdo e amostras de 75 sementes, nos periodos de 8 e 24 horas.

O teste de condutividade elétrica individual foi eficiente para a determinagdo do vigor
das sementes de trigo e a estratificacdo em categorias fisioldgicas e, ainda, indica a
possibilidade de leitura com periodo reduzido, até com 1 hora de embebicdo das sementes em

solucéo.
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1.7 Apéndices

APENDICE A - Quadrados médios da analise de variancia do teste de envelhecimento
acelerado (EA) para dez lotes de sementes de trigo. UFSM, Santa Maria, 2013.

FV
GL EA
Lote 9 1075,12*
Residuo 30 6,67

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

APENDICE B - Estatistica do teste de Kruskal-Wallis para os testes de primeira contagem
de germinacdo (PC), germinacédo (G), frio (TF) e teor de agua para dez lotes de sementes de
trigo. UFSM, Santa Maria, 2013.

PC G TF TA
Kcalc. 35,73 26,95 31,27 34,82
p-Valor 0,00004 0,0014 0,00027 0,000064
GL 9 9 9 9
CV (%) 6,21 3,47 2,8 41
Média 75,6 93,45 91,85 12,05

APENDICE C - Estatistica do teste de Friedman para os testes de emergéncia a campo (EM)
e indice de velocidade de emergéncia (IVE) para dez lotes de sementes de trigo. UFSM, Santa
Maria, 2013.

EM IVE
X? 32,81 32,95
p-Valor 0,00014 0,00013
GL 9 9
CV (%) 5,68 18,6

Média 70,32 37,8
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APENDICE D - Quadrados médios da anélise de variancia dos testes de massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR), massa
seca total de plantulas (MST), comprimento de parte aérea (CPA), comprimento de raiz (CPR) e comprimento total de plantulas (CTO) para dez
lotes de sementes de trigo de diferentes niveis de vigor. UFSM, Santa Maria, 2013.

FV Quadrados Médios
GL MSPA MSR MST CPA CPR CTO
Lote 9 0,0002* 0,00055* 0,0010*  5,6454* 11,5103* 34,0911*
Residuo 30 0,00007 0,00008 0,0002 0,3595 0,6306 1,8994
CV (%) 10,80 10,82 8,78 5,07 4,25 4,56
Média 0,0775 0,086 0,1627 11,50 18,68 30,24

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.



APENDICE E - Quadrados médios da anélise de variancia do teste de condutividade elétrica massal apds 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 horas de

embebicéo de 10 lotes de 25, 50 6 75 sementes de trigo em 25, 50 e 75 mL de volume de agua.

Condutividade elétrica massal/ 25 sementes

AT 1 2h 3n an 5h 6h 7h ah 24h
Lote (A) 9 40,91* 18,87* 24,91* 51,28* 132,29* 75,11* 46,53* 45,93* 96,01*
;gijlgr(ns)de 2 151150%  1029,70% 1658,75%  132250*  360849%  463452* 790512 oot o 1ospn o3k
AxD 18 15,21 9,08 23,05* 20,91 125,09* 27,15* 8,15 7,46 56,13*
Residuo 90 12,63 7,94 11,52 13,55 8,61 13,07 7,28 9,11 16,11
CcVv 27,13 20,63 21,40 22,24 14,13 16,12 11,02 11,94 12,59
Média 13,10 13,66 15,86 16,55 20,76 22,42 24,48 25,28 31,86
= Condutividade elétrica massal/50 sementes

GL 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
Lote (A) 9 34,74* 38,86* 47,85* 63,08* 59,53* 64,84* 65,36* 80,27* 197,96*
;/gc;l;r(ng)de 2 2254,82*  3143,73*  3868,94* 3764,56* 4445 ,04* 5566,31* 6037,27* 659511 9160.44%
AxD 18 5,89* 6,64* 7,81% 11,85* 12,70* 9,77* 14,34* 11,27* 28,12*
Residuo 90 1,62 1,98 2,14 5,79 6,45 3,29 4,96 3,48 5,48
CcVv 9,65 9,14 8,50 12,79 12,52 8,57 10,08 8,21 7,93
Média 13,19 15,4 17,21 18,81 20,29 21,18 22,10 22,73 29,50
= Condutividade elétrica massal/75 sementes

GL 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
Lote (A) 9 29,21* 33,42* 32,87* 43,43* 49,19* 53,83* 57,00* 61,76* 173,51*
Volume de
agua (D) 2 2210,47* 5651,09*  4179,36* 4517,04* 5142 ,49* 5778,98* 6181,93* 8660,63* 11299,65*
AxD 18 6,23* 6,03* 4 84* 5,52 6,96 7,90* 8,23* 19,32* 24.83*
Residuo 90 2,13 2,53 2,75 3,99 4,23 3,50 3,57 4,95 8,11
CcVv 11,10 9,37 9,65 10,47 10,11 9,00 8,76 9,56 9,90
Média 13,16 16,99 17,18 19,09 20,36 20,80 21,58 23,28 28,76

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.
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APENDICE F — Quadrados médios da analise de variancia do teste de condutividade elétrica individual ap6s 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8 e 24 horas de
embebicdo para dez lotes de sementes de trigo. UFSM, Santa Maria, 2013.

Quadrados Médios
GL 1h 2h 3h 4h 5h 6h 7h 8h 24h
Lote 9 889,99* 712,06* 910,61* 1159,53* 3043,26* 3565,52* 5392,61* 6937,01* 6203,41*
Residuo 31 30,38 41,01 55,97 32,18 25,76 21,59 25,41 37,04 119,05
CV (%) 52,34 50,23 42,7 34,85 27,78 22,86 21,62 23,08 21,18
Média 3,1 3,56 4,15 5,39 7,21 8,47 9,47 10,45 13,14

* Significativo pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

FV




CAPITULO 1

CITOGENETICA E VIGOR DE SEMENTES DE TRIGO SUBMETIDAS
AO ENVELHECIMENTO ACELERADO

Resumo

O trigo € um dos mais importantes cereais produzidos no mundo, considerado como uma
commaodity agricola, devido a sua importancia econémica. Entre os fatores que podem afetar o
rendimento da cultura estd a qualidade das sementes utilizadas. Diante dessa constatacao,
originou-se o a necessidade do desenvolvimento de testes de vigor, visando complementar e
aumentar a eficiéncia da avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes. O processo de
deterioracdo das sementes e 0 vigor estdo fisiologicamente interligados, a medida que a
deterioracdo avanca, o vigor, decresce. As perdas de vigor e da viabilidade das sementes
devido ao processo de deterioracdo também estdo associadas a alteragcdes citogenéticas,
resultando no comprometimento da integridade do material genético das sementes. Dessa
forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar o ciclo celular e detectar alteragdes
citogenéticas e fisiologicas que ocorrem durante o processo de deterioracdo das sementes de
trigo submetidas ao envelhecimento artificial. Foram utilizadas sementes das cultivares
Fundacep Campo Real e Onix, submetidas ao processo de envelhecimento acelerado por zero,
24, 48, 72, 96 e 120 horas, a 42°C e 100% de umidade relativa, caracterizando os tratamentos
aplicados as sementes. As seguintes determinacOes fisiologicas foram efetuadas: teste de
germinacdo, teste de primeira contagem de germinacdo, condutividade elétrica massal,
emergéncia a campo e indice de velocidade de emergéncia. As andlises citogenéticas foram
realizadas através de técnicas convencionais. Radiculas de trigo de cada tratamento e cultivar
foram fixadas em solucdo de etanol-acido acético (3:1), as ldminas foram preparadas através
da técnica do esmagamento e a coloracdo foi feita com orceina acética 2%. As laminas foram
observadas ao microscopio LEICA 40X e, foi realizada a contagem total de células em
divisdo, calculado-se o indice mitotico (IM) baseado na porcentagem de células em divisao
(total de células em divisdo/total de células analisadas x 100). Foram contadas 100 células por
repeticdo, dividida em duas laminas de 50 células, quatro repeti¢des/tratamento, totalizando
400 células/ tratamento. Os resultados obtidos revelaram que a deterioracdo das sementes
causada pelo envelhecimento acelerado tem relagéo direta com a diminui¢cdo do potencial
germinativo e de vigor das sementes de trigo das cultivares Campo Real e Onix; o estresse
causado pelo envelhecimento acelerado nas sementes de trigo de ambas as cultivares leva a
uma drastica reducgdo no indice mitdtico e, o envelhecimento acelerado aplicado as sementes
de ambas cultivares leva a um aumento da frequéncia de anomalias cromossémicas, porém
com respostas distintas para as cultivares analisadas e, possivelmente, vinculado a um efeito
genotipico.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.. Qualidade de sementes. Deterioragdo de sementes.
Ciclo celular. Indice mitético. Anomalias cromossémicas.
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Abstract

Wheat is one of the most important grains produced in the world, considered as an
agricultural commodity, due to its economical importance. Among the factors that may affect
the income of the cultivation is the quality of the used seeds. Facing this finding, it has been
originated the necessity of developing vigor tests, aiming to complement and increase the
efficiency of the physiological evaluation quality of the seeds. The process of deterioration of
the seed and the vigor are physiologically connected, as the deterioration advances, the vigor
decreases. The vigor losses and viability of the seed due to the deterioration process are also
associated to the cytogenetic alterations, resulting in the compromising of the integrity in the
seed’s genetic material. Thereby, this study aims to evaluate the cell cycle and detect
cytogenetic and physiologic alterations that occur during the process of deterioration of the
wheat seeds subordinated to artificial aging. It had been used seeds from the varieties
Fundacep Campo Real and Onix, subordinated to the process of accelerated aging by zero, 24,
48, 72, 96 and 120 hours, at 42°C and 100% of relative humidity, featuring the treatments
applied to the seeds. The following physiological determinations were performed:
germination tests, first germination counting test, mass electric conductivity, field emergency
and emergency speed index. The cytogenetic analyses were performed through conventional
techniques. Wheat radicles of each treatment and variety were fixed into a solution of acetic
ethanol-acid (3:1), the sheets were prepared through the smashing technique and the
coloration was made with acetic orcein 2%. The sheets were observed in the LIECA 40X
microscope and the total count of dividing cells was done, calculating the mitotic index (MI)
based on the percentage of dividing cells (total of dividing cells/total of analyzed cells x 100).
100 cells were counted per repetition, divided in two sheets of 50 cells, four
repetitions/treatments, totalizing 400 cells/treatment. The obtained results reveal that the
deterioration of the seeds caused by accelerated aging has a direct relation with the reduction
of the germinative potential and the vigor of the wheat seeds from the varieties Campo Real
and Onix; the stress caused by the accelerated aging in the wheat seeds from both varieties
leads to a drastic reduction in the mitotic index and, the accelerated aging applied to the seeds
from both varieties leads to an increase of the chromossomal anomalies frequency,
nevertheless with distinct answers for the varieties analyzed and, possibly, bound to a
genotypic effect.

Key-words: Triticum aestivum L.. Seeds quality. Seeds deterioration. Cell cycle. Mitotic
index. Chromossomic anomalies.

2.1 Introducao

2.1.1 Citogenética do trigo

Na familia Poaceae, a tribo Triticeae, que engloba todas as espécies aparentadas do

trigo e géneros afins, se caracteriza por possuir numero basico de cromossomos, x=7. No
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entanto, o trigo cultivado (Triticum aestivum L.) é resultante de cruzamentos de outras trés
espécies dipldides (14 cromossomos). Assim, o trigo é 2n=6x=42, sendo um alopolipldide,
com um comportamento meidtico semelhante ao diploide (MONDIN; NETO; 20086,
MORAES-FERNANDES, 1985).

Plantas alopoliploides séo oriundas de cruzamentos entre espécies diferentes e, como
consequéncia, ttm o seu numero de cromossomos duplicados, pois 0s cromossomos dos
diferentes parentais sé@o considerados como uma entidade unica, aumentando a ploidia, sendo
que, cada cromossomo passa a ter mais de uma cépia, tornando-se pares, como um diploide,
por isso, também podem ser chamados de anfidiploides (MONDIN; NETO, 2006).

O genoma (conjunto haploide de cromossomos) dos trigos dipldides é designado A,
assim, as espécies diploides sdo AA. Praticamente, em quase todos os trigos tetrapldides ha
um outro conjunto de cromossomos, de outra espécie também dipldide, chamado de B. Dessa
forma, os genomas dos trigos tetrapldides sdo ditos AABB. Os trigos hexapldides,
consequentemente, apresentam constituicdo gendmica chamadas de AABBDD, devido a
adicdo de outra espécie diploide com genoma D (RILEY, 1960).

Apesar de, ao longo de anos, um grande nimero de espécies terem sido cultivadas,
atualmente, o cultivo do trigo esta restrito ao trigo duro, tetrapldide (Triticum turgidum L.) e

ao trigo comum, hexaploide (Triticum aestivum L.).

2.1.2 Importancia da qualidade fisiol6gica de sementes

A cultura do trigo passou por grandes modificagdes no decorrer dos anos,
principalmente, quanto ao seu rendimento. Essas modificacfes foram indispensaveis para
obtencgéo de niveis adequados de produtividade, e para garantir que as exigéncias da industria
e do mercado fossem atendidas.

Essas modifica¢fes s foram possiveis, através de um esfor¢o conjunto de programas
de melhoramento genético e gendtipos com excelentes caracteristicas e adaptabilidade ja sdo
encontrados e disponibilizados (CARDOSO, 2007). Cabe ressaltar a importancia que a
qualidade fisiologica das sementes apresenta papel de fundamental importancia nesse
contexto, visto que ¢ através das mesmas que as tecnologias incorporadas pelo melhoramento

genético e pela biotecnologia chegam até o campo.
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A qualidade fisiologica de sementes, para fins comercializveis, de acordo com
diversos autores (BARROS et al., 2002; FRANCO; PERINI, 2002; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000), é, rotineiramente, determinada pelo teste de germinacdo, o qual é
conduzido sob condi¢des 6timas de laboratorio, desse modo, normalmente, superestimando 0s
seus resultados, 0s quais, consequentemente, ndo condizem com a emergéncia e 0
comportamento das pléntulas no campo, onde ocorrem condigdes, quase sempre,
desfavoraveis. Alem disso, € preciso considerar que a morte da semente ou perda da
capacidade de germinar ocorre somente no processo final de deterioracdo. Sendo assim, a
utilizacdo de metodologias ou testes de vigor que permitem detectar o inicio do processo de
deterioracdo das sementes, é mais eficiente para avaliar a qualidade fisioldgica das mesmas.

Alguns testes de vigor apresentam principios e metodologias aproximadas, como, por
exemplo, submeter as sementes, antes de sua avaliacdo da qualidade fisioldgica, a estresses
por calor, frio ou umidade, visando simular as condi¢cdes ambientais em campo, podendo ser
bons indicadores de vigor para determinadas espécies, enquanto que, para outras ndo. Dessa
forma, existe a necessidade da selecdo de testes de vigor adequados a cada espécie, 0 que
pode ser realizado através do estudo das relacdes ou correlagbes dos testes de vigor com a
emergéncia de plantulas em campo (BOLIGON, 2010).

Segundo Fanan et al. (2006) e Rodo et al. (1998), para a cultura do trigo, os testes
mais promissores para a determinacé@o da qualidade e do vigor das sementes, sdo os testes de
envelhecimento acelerado e de condutividade elétrica. Nesse presente estudo, ambos 0s testes
foram promissores para classificarem as sementes de trigo em diferentes categorias
fisiolégicas (Capitulo 1). Teixeira Filho et al. (2007), com o objetivo de estudar a temperatura
e 0 periodo de exposicdo adequados para a avaliacdo das sementes de trigo da cultivar
Alianca, pelo teste de envelhecimento acelerado, concluiram que temperatura de 41°C e
tempos de exposicdo de 24 e 48 horas sdo adequados. Lima et al. (2006) concluiram, em
sementes de trigo, que o teste de envelhecimento acelerado, a 43°C por 48 horas, foi eficiente
para separar lotes conforme o seu vigor. O teste de condutividade elétrica, como teste de
vigor, mostrou-se promissor para: amendoim (VANZOLINI; NAKAGAWA, 2005), soja
(DIAS; MARCOS-FILHO, 1996), feijdo caupi (DUTRA et al., 2006), feijdo-de-vagem e
quiabo (DIAS et al., 1998), abdbora (DUTRA; VIEIRA, 2006) e pimentdo (OLIVEIRA;
NOVEMBRE, 2005).

Tanto o teste de envelhecimento acelerado, quanto o teste de condutividade elétrica
estdo baseados nos principios de deterioracdo das membranas celulares das sementes.
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2.1.3 Deterioragédo das sementes

Toda a semente sofre 0 processo natural de deterioracdo com o passar do tempo,
mesmo que armazenada ou ndo, sendo que a deterioragdo pode ser mais rapida ou mais lenta,
conforme as condi¢Bes as quais as mesmas estdo expostas e as caracteristicas intrinsecas da
semente. A deterioracdo das sementes consiste em um complexo de mudancas que prejudicam
as suas funcdes vitais, culminando na reducdo do seu desempenho (DELOUCHE, 2002).

Os eventos que caracterizam o processo de deterioracdo numa sequencia hipotética
seria: a degradacdo das membranas celulares, a reducdo das atividades respiratdrias e
biossintéticas, lentiddo no processo de germinacgdo, reducdo do potencial de conservacéo,
decréscimo na taxa de crescimento e de desenvolvimento, queda na uniformidade da
emergéncia, aumento da sensibilidade as condi¢bes adversas ambientais, reducdo da
emergéncia de plantulas a campo, aumento da ocorréncia de plantulas anormais e, finalmente,
a perda da capacidade germinativa (DELOUCHE, 1969; DELOUCHE; BASKIN, 1973).

O processo de deterioracdo leva a perda gradativa de viabilidade e de vigor das
sementes, resultando em menor capacidade das mesmas em dar origem a uma plantula
normal. Isso ocorre através de uma série de alteragdes fisiologicas, bioquimicas, fisicas e
citologicas, que ocorrem, tendo seu inicio logo apds a maturidade fisioldgica (maxima
qualidade), em um ritmo variavel, conforme a espécie e as condicdes (MARCOS FILHO,
2005).

Podem ser efeitos observados em sementes em deterioracdo: esgotamento de reservas
das sementes, alteracBes da composicdo quimica das membranas celulares, como, por
exemplo, quebra parcial das proteinas e oxidagdo lipidica, aumento da permeabilidade e
desorganizacdo estrutural com reducdo da integridade, alteragfes nos processos de reacgoes
enzimaticas e alteracdes nos nucleotideos (FERREIRA; BORGHETT]I, 2004).

A temperatura do ar e a umidade relativa sdo os principais fatores que influenciam na
qualidade fisioldgica da semente, especialmente quando se trata do vigor, durante o
armazenamento ou em condi¢Ges ambientes (TORRES, 2005). A temperatura influencia
diretamente nos processos bioquimicos e no teor de dgua das sementes e a umidade relativa
tem relacdo com o teor de agua das sementes, alem de ter controle sobre a ocorréncia dos
processos metabolicos que podem ocorrer (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Técnicas e metodologias que simulam a deterioracdo natural das sementes, como a

deterioracdo controlada e o envelhecimento acelerado ou artificial, ttm como principio o fato
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de que a taxa de deterioracdo das sementes aumenta progressivamente atraves da exposicao a
niveis adversos e extremos de temperatura e umidade relativa e, consequentemente, sementes
mais vigorosas sofrerdo menos com os efeitos nocivos, enquanto aquelas de menor vigor
perderdo sua viabilidade quase que totalmente (JIANHUA; McDONALD, 1996).

A técnica de envelhecimento acelerado, além de ser um teste de vigor de sementes,
pode ser também utilizada como meio de avaliar a eficacia da conservagdo ex situ
(CHAISURISRI et al., 1993) e de estudar as mudangas bioquimicas que ocorrem durante 0s
processos de deterioracdo das sementes (SELVA MEENA; SEN-MANDI, 1992;
BASAVARAJAPPA et al., 1991).

Com o processo de envelhecimento artificial, a membrana citoplasmética sofre
alteracBes na sua permeabilidade, e alguns componentes podem extravasar para 0 meio
externo; além desse processo, pode ainda ocorrer desnaturacdo de biomoléculas
(BASAVARAJAPPA et al., 1991). O processo de deterioracdo pode envolver também o
material genético, causando quebras no DNA, reducdo na capacidade de sintese proteica
(GHOSH, et al., 1981), danos no metabolismo de DNA (ROBERTS, 1973; CHEACH,;
OSBORN, 1978; McGEE, 1983; COELLO; VAZQUEZ-RAMOS, 1996), além de danos
cromossémicos e alteracbes do indice mitdtico e meidtico (ABDALLA; ROBERTS, 1968,
1969; ROBERTS, 1973; VILLIERS, 1974; MURATA, et al., 1981).

2.1.4 Andlises citogenéticas

Inimeras espécies de importancia econdmica ja tiveram seu cariotipo estudado através
das técnicas da citogenética, incluindo caracteristicas como: o nimero cromossdmico da
espécie, tamanho, morfologia, comportamento mitotico e meidtico (STUESSY, 1990;
MORAES-FERNANDES, 1985). O numero cromossOmico consiste no parametro mais
estudado e sobre o qual se tem maior nimero de informagdes.

O conhecimento citogenético da tribo Triticeae existe ha muitos anos, pois seu hiumero
cromossOmico, relativamente, baixo (2n=42), seus cromossomos grandes e a facilidade de
obtencdo de boas preparagdes mitoticas ou meioticas, propiciaram esse estudo (HESLOP-
HARRISON, 1993).

Dessa forma, avangos nessa area permitiram também um progresso no melhoramento

genetico de plantas, pois, essa correlagdo permitiu maior controle nos cruzamento e, como
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consequéncia, os melhoristas passaram a alterar o nivel de ploidia, testar combinacGes entre
citoplasmas e genomas, transferir citoplasmas e induzir trocas entre cromossomos que nao
pareiam (CAUDERON, 1986). Segundo estudos realizados por Moraes-Fernandes (1985), os
métodos de manipulacdo, relacionados a citogenética, permitem a transferéncia de
caracteristicas agronomicamente Uteis, como a resisténcia as doencas flngicas e pragas de
espécies afins para cultivares adaptadas.

O desenvolvimento de técnicas citogenéticas, convencionais ou moleculares, cresceu
substancialmente e pode acrescentar conhecimentos, também, na fisiologia e na tecnologia de
sementes, de forma a auxiliar na compreensédo dos mecanismos envolvidos no processo de
deterioracdo de sementes. A técnica do envelhecimento acelerado de sementes associada a
estudos de citogenética, surge como uma alternativa para avaliar, em nivel celular, os danos
causados pelo processo de deterioracdo das sementes.

As perdas de vigor e da viabilidade das sementes devido ao processo de deterioracéo,
pelo envelhecimento acelerado, estdo associadas as alteragdes como: perdas da integridade
das membranas celulares, reducdo do metabolismo energético da célula, deficiéncia na sintese
proteica, degradacdo dos acidos nucleicos, aberracbes cromossdmicas, mutacfes génicas e
alteragcbes no ciclo celular (VAZQUEZ-RAMOS et al.,, 1988; McDONALD, 1999;
CORBINEAU et al., 2002; KIBINZA et al., 2006).

A aplicacdo da metodologia do envelhecimento acelerado em sementes de araucéria
demonstrou que anomalias encontradas, tais como: micronucleos, nucleos fragmentados e
pontes e fragmentos nas anafases e tel6fases, demonstraram que a perda de vigor e de
viabilidade das sementes de araucaria envelhecidas devem-se a quebras nas moléculas de
DNA (DAVIDE et al. 2001). Akhter et al. (1992) estudaram o efeito do envelhecimento
acelerado em sementes de trigo e cevada, sobre a germinagdo, indice mitdtico e danos
cromossdmicos e, concluiram que para ambas as espécies avaliadas, o indice mitético
diminuiu, a frequéncia de aberragdes cromossdmicas aumentou e este foi correlacionado com
a perda da capacidade germinativa.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo avaliar o ciclo celular e detectar
alteraces citogenéticas e fisioldgicas e o indice de proliferagdo celular que ocorrem durante o
processo de deterioragdo das sementes de trigo das cultivares Fundacep Campo Real e Onix

submetidas ao envelhecimento artificial.
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2.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Didatico e de Pesquisa em
Sementes e no Laboratério de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade, da Universidade
Federal de Santa Maria.

Foram utilizadas sementes de trigo pertencentes as cultivares Fundacep Campo Real e
Onix, adquiridas na empresa Imex Sul Insumos Agricolas Ltda, produzidas no municipio de
Santa Maria, RS, e armazenadas durante o periodo de realizacdo do experimento, sem aditivo
quimico.

Posteriormente, cada uma dessas cultivares foi submetida ao processo de

envelhecimento controlado conforme metodologia descrita a seguir.

2.2.1 Envelhecimento acelerado

Sobre os lotes de sementes de duas cultivares de trigo foi aplicada a metodologia do
envelhecimento acelerado, por diferentes periodos de tempo, a fim de acompanhar as
alteracdes fisioldgicas e citogenéticas ao longo do processo de deterioracdo das sementes.
Para isso, as sementes foram submetidas ao método do gerbox, ajustado para formar uma
camara Umida (100% de umidade), adaptando da metodologia proposta por Marcos Filho
(1999). Foram utilizadas caixas plasticas tipo gerbox (11 x 11 x 3cm) como minicamaras,
onde foram adicionados ao seu interior 40mL de agua destilada, além de telas de arame
suspensas e ajustadas, onde foram colocadas, uniformemente, 5 gramas de sementes de cada
cultivar para cada tratamento. Posteriormente, as caixas foram tampadas e mantidas em
camaras incubadoras tipo BOD, reguladas nas temperaturas de 42°C por: 24, 48, 72, 96 e 120
horas, e depois armazenadas até a conducdo dos testes fisiologicos e citogenéticos. Dessa

forma, para cada cultivar, obteve-se:

Tratamento 1: testemunha, ou seja, sementes ndo submetidas ao envelhecimento acelerado
(T1);

Tratamento 2: sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por um periodo de 24
horas (T2);
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Tratamento 3: sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por um periodo de 48
horas (T3);

Tratamento 4: sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por um periodo de 72
horas (T4);

Tratamento 5: sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por um periodo de 96
horas (T5);

Tratamento 6: sementes submetidas ao envelhecimento acelerado por um periodo de 120
horas (T6).

2.2.2 Caracterizacao da qualidade fisiologica das sementes

Efetuou-se a caracterizacéo inicial dos lotes de sementes de trigo através dos seguintes
testes:

Teste de germinacdo: foi realizado para cada cultivar, dentro de cada tratamento,
utilizando-se quatro repeticdes de 100 sementes, semeadas em rolos de papel umedecidos com
2,5 vezes a massa do papel seco em agua destilada, acondicionados em sacos plasticos para a
manutencdo da umidade e, mantidos em germinador regulado a 20°C. As avaliacdes foram
realizadas aos quatro e aos sete dias apds inicio do teste, conforme as Regras para Analise de
Sementes - RAS (BRASIL, 2009), sendo os resultados expressos em porcentagem de
plantulas normais.

Primeira contagem de germinacdo: foi realizada conjuntamente com o teste de
germinacdo, computando-se as porcentagens médias de plantulas normais, apos quatro dias da
instalacdo do teste. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Condutividade elétrica massal: foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes de
trigo para cada cultivar, dentro de cada tratamento, em um volume de agua de imersdo de
25mL, por periodo de imersdo de 24 horas. Foram utilizadas sementes fisicamente puras, cuja
massa foi pré determinada com utilizacdo de balanca de precisdo de trés casas decimais
(0,0019), imersas em agua destilada e deionizada, em copos plasticos (200mL) e mantidas em
camara tipo BOD, sob a temperatura constante de 20°C. Transcorrido o tempo de imersao, as
amostras foram submetidas a agitacdo, com o auxilio de bastdo de vidro e, a leitura da

condutividade elétrica da solucéo foi realizada através da utilizacdo de condutivimetro marca
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Bel, modelo W12D. Este equipamento foi ligado sempre 30 minutos antes das leituras e foi
calibrado com solucéo padrdo de KCI, na qual o aparelho deve marcar 1273 pS.cm™, & 20°C.
Como a agua destilada e deionizada pode apresentar uma condutividade elétrica de 1-3
uS.cm™, a leitura dos padrées pode ser levemente acima do valor mencionado (VIEIRA;
KRZYZANOWSKI, 1999). Os dados foram expressos em pS.cm™.g? de sementes, da

seguinte maneira:

CE=L/m

Em que:

CE: condutividade elétrica massal, expressa em pS.cm™.g™.

L: leitura da condutividade elétrica da solucdo de hidratacio de sementes, em pS.cm™.
m: massa das sementes colocadas para embeber na solucdo de hidratagdo, expressa em

gramas.

Apos, cada leitura o eletrodo foi seco com papel toalha a fim de se evitar a condugéo
de residuos de uma amostra para a outra.

Emergéncia das plantulas em campo: foi conduzido com quatro blocos de 100
sementes para cada lote, dentro de cada tratamento, semeadas em linhas de 2,0m de
comprimento com espacamento de 0,20m e profundidade média de 0,03m. A avaliacdo da
porcentagem de emergéncia das plantulas foi efetuada aos quatorze dias apds a semeadura,
quando ndo foi mais observada a emergéncia de novas plantulas, determinando-se a
porcentagem de plantulas normais emergidas segundo os procedimentos descritos por
Nakagawa (1999).

indice de velocidade de emergéncia (IVE): foi conduzido conjuntamente com o teste
de emergéncia de plantulas em campo, por meio da contagem diaria do numero de plantulas
emergidas (comprimentos de plantula de 1 cm acima do substrato) até a estabilizacdo. Para
cada repeticdo, dentro de cada cultivar e tratamento, foi calculado o IVE, somando-se o
nimero de plantulas emergidas diariamente, dividido pelo nimero de dias transcorridos, a

partir da semeadura, empregando-se a férmula proposta por Maguire (1962):

IVE =E;/N 1 + Eo/N 5 +...+ En/Nn,

em que:
E1, E2, En € 0 nUmero de plantulas emergidas computadas nas contagens;

N1, N2, N, € o nimero de dias da semeadura da 12, 22 até a ultima avaliag&o.
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Ap0s a caracterizacdo da qualidade fisiologica das sementes dos lotes de sementes,
procederam-se 0s testes citogenéticos.

2.2.3 Andlises citogenéticas

Sementes de trigo de cada cultivar (Fundacep Campo Real e Onix) em cada tratamento
(T1 a T6), foram colocadas para germinar conforme a metodologia do teste de germinacéo
(BRASIL, 2009), no entanto, foram retiradas do germinador, assim que suas radiculas
atingiram 1cm de comprimento, isso ocorreu apds 48 horas para os tratamento T1 e T2, apds
72 horas para os tratamentos T3 e T4 e, ap6s 96 horas para os tratamentos T5 e T6,
independente da cultivar.

Em seguida, as radiculas de trigo de cada tratamento e cultivar foram coletadas e
colocadas em fixador 3:1 (etanol:acido acético), por um periodo de 24 horas em temperatura
ambiente, apos colocadas em alcool 70% e armazenadas em refrigerador até o preparo das
laminas. As células meristematicas das radiculas foram utilizadas para avaliar as alteraces
morfoldgicas e estruturais celulares e para determinar os indices mitoticos.

As radiculas foram hidrolisadas em HCI 1N em estufa a 60°C por 10 minutos, apds
foram lavadas em agua destilada e as laminas preparadas pelo método de esmagamento e
coradas com orceina acética 2% (adaptada de GUERRA; SOUZA, 2002). As laminas foram
observadas ao microscopio LEICA 40X, e analisadas. Foi realizada a contagem total de
células em divisdo, calculado o indice mitético (IM), baseando-se na porcentagem de células
em divisdo ((total de células em divisdo/total de células analisadas) x 100). Foram contadas
100 células por repeticao, dividida em duas laminas de 50 células, 4 repeti¢cGes/tratamento,

totalizando 400 células/ tratamento.

2.2.4 Andlise estatistica

Foram testados os pressupostos de normalidade dos erros pelo teste de Anderson-
Darling e a homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett, em nivel 5% de

probabilidade de erro. Quando houve atendimento aos pressupostos da anélise de variancia,
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utilizou-se o teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade de erro, utilizando o
programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2008).

No laboratério, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes. Para os testes de emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia, foi
utilizado o delineamento de blocos ao acaso, com quatro repetigdes.

De modo a atender as pressuposi¢des da andlise de variancia, os resultados obtidos em
porcentagem foram transformados através de arcsen raiz de x/100, em que X representa a
porcentagem de plantulas normais obtidas pelos testes.

Para os dados referentes as analises citogenéticas, a comparagdo de frequéncias
relativas dos valores dos indices mitéticos e entre os valores das alteracbes cromossdmicas,
foi feita através do teste Qui-quadrado (x2), com o auxilio do programa Bioestat 5.0 (AYRES,
2007).

2.3 Resultados e discussao

2.3.1 Caracterizacdo fisioldgica das sementes

As médias obtidas para os testes de germinacdo e de vigor (primeira contagem de
germinacdo, emergéncia em campo, indice de velocidade de emergéncia e condutividade
elétrica massal), aplicados para as duas cultivares de sementes de trigo estdo apresentados na
Tabela 1. Pela andlise de variancia (Apéndice A), o efeito dos tratamentos foi significativo
para os testes de primeira contagem de germinacdo, de germinagdo e condutividade elétrica

massal para as duas cultivares de sementes de trigo.
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Tabela 1 — Determinacdo dos valores obtidos para as variaveis: primeira contagem de germinacdo (PC-%), germinacdo (G-%), emergéncia a
campo (EC-%), indice de velocidade de emergéncia (IVE-%) e condutividade elétrica massal (CEM- uS.cm™.g™) para sementes de trigo das
cultivares Onix e Fundacep Campo Real submetidas a seis tratamentos. UFSM, Santa Maria, 2013.

Cultivar Onix Fundacep Campo Real Onix Fundacep Campo Real  Onix  Fundacep Campo Real

Tratamento® PC G PC G EC IVE EC IVE CEM CEM

1 97,00a* 98,00a 83,00a 96,00a 82,00a 46,00a 72,00a 37,00a 61,72a 66,96 a

2 98,00a 99,00a 76,00b 92,00b 71,00b 30,00b 70,00a 34,00a 59,44a 70,79 a

3 95,00a 97,00a 66,00c 94,00b 68,00b 30,00b 60,00b 3400a 56,40a 73,44 a

4 73,00b 80,00b 76,00b  93,00b 56,00c 2500b 41,00c 2400b 66,80 a 100,34 a

5 58,00c 65,00c 42,00d 60,00c 38,00d 17,00c 32,00d 19,00b 86,58b 121,32 b

6 49,00d 62,00c 21,00e 57,00c 31,00d 13,00c 21,00e 9,00c 110,97b 152,18 b
CV (%) 3,15 2,87 7,53 4,72 13,18 22,03 8,68 18,66 26,7 24,91
Media 78,58 84,01 61,12 82,21 58,01 27,48 49,87 26,76 73,65 97,51

*Médias ndo seguidas pela mesma letra na coluna diferem pelo teste Scott-Knott em nivel de 5% de probabilidade de erro.

1T1: Testemunha (sementes ndo submetidas ao envelhecimento acelerado); T2: envelhecimento acelerado por 24 horas & 42°C; T3: envelhecimento acelerado por 48 horas a
42°C; T4: envelhecimento acelerado por 72 horas a 42°C; T5: envelhecimento acelerado por 96 horas a 42°C; T6: envelhecimento acelerado por 120 horas & 42°C.
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Para a cultivar Onix, no teste de primeira contagem de germinagdo, T2 e T3 ndo
diferiram da testemunha e nem entre si e, diferiram de T4, T5 e T6, os quais diferiram entre
si. O tratamento 6, submetido a 120 horas de envelhecimento acelerado, apresentou queda de
36,54% de germinacdo em relacdo a testemunha, mostrando que as sementes submetidas a
esse nivel de estresse apresentam deterioracdo e, consequentemente, queda de viabilidade.
Para o teste de germinacdo, a tendéncia dos resultados obtidos na primeira contagem de
germinacdo se manteve, ou seja, conforme aumentou o tempo de exposi¢do das sementes as
condicdes de estresse do envelhecimento artificial, maior foi a deterioracdo das mesmas e,
menor a porcentagem de germinacao, porém T5 e T6 ndo diferiram entre si.

Os resultados do teste de primeira contagem de germinacdo, para a cultivar Campo
Real (Tabela 1), mostraram uma maior sensibilidade desta aos tratamentos, sendo que apenas
T2 ndo diferiu de T4, mas diferiram de T1 e dos outros tratamentos. O tratamento T6,
também, apresentou a menor porcentagem de germinacdo. O teste de germinacdo mostrou-se
menos sensivel aos tratamentos, mantendo altas porcentagens de germinacdo até ser aplicado
o tratamento 5, excluindo este. Quedas expressivas na porcentagem de germinacéo devido aos
tratamentos mais severos (T5 e T67) com envelhecimento artificial, indicam que as sementes
ndo apresentam mais capacidade de reparacdo de danos causados pela exposicdo a alta
temperatura e umidade, pois a perda da capacidade de germinacao é o efeito final do processo
de deterioracdo (BINOTTI, et al., 2008).

O envelhecimento das sementes leva a um atraso no processo germinativo, menor
crescimento do embrido e aumento de vulnerabilidade a estresses ambientais, podendo
acarretar na perda total de viabilidade (MAIA et al., 2007). Porém, sementes com maior vigor
mantém sua capacidade de apresentarem alta germinacdo, mesmo ap0s serem submetidas a
tratamentos de envelhecimento acelerado, enquanto as de baixo vigor demonstram reducdo de
viabilidade (MARCOSFILHO, 1994; VIEIRA; CARVALHO, 1994).

Assim, pela sua facilidade de aplicacdo e interpretacdo, o efeito do envelhecimento
artificial vem sendo amplamente utilizado para estudar o processo de deterioracéo e o0 vigor
de diversas espécies como: feijao (BINOTTI et al., 2008), milho (SANTOS et al., 2002),
canola (AVILA et al., 2005) e trigo (MAIA et al., 2007).

Os resultados relativos a condutividade elétrica massal indicam que até a aplicacdo do
tratamento 4 (72 horas de envelhecimento acelerado) ndo houve diferenca estatistica entre a
testemunha (T1) e, T2, T3 e T4. Os tratamentos 5 e 6, diferiram dos demais, porém, ndo entre
si, para ambas as cultivares estudadas.
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Pela analise de variancia (Apéndice B), o efeito dos tratamentos foi significativo para
0s testes emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia para as duas cultivares
de sementes de trigo.

Na Tabelal, pode-se visualizar que para a cultivar Onix, no teste de emergéncia em
campo, todos os tratamentos diferiram da testemunha, mas, T2 n&o diferiu de T3, T5 e T6,
que também ndo diferiram entre si e T4 diferiu de todos os outros. Para o teste de indice de
velocidade de emergéncia, ainda, todos os tratamentos diferiram da testemunha, porem T2, T3
e T4 ndo diferiram entre si, enquanto T5 e T6, também ndo. Observa-se que a medida que o
nivel de estresse causado por cada tratamento se intensifica, maior é o nivel de deterioracdo
das sementes.

Para a cultivar Campo Real, os resultados obtidos para o teste de emergéncia em
campo e para o indice de velocidade de emergéncia, foram 0s mesmos para cada tratamento
aplicado as sementes de trigo. Sendo que T2 e T3 ndo se diferenciaram da testemunha, T4 e
T5 diferiram da testemunha, mas, ndo entre si e, T6 diferiu de todos, com valor de 21,5% para
0 teste de emergéncia em campo e de 9,90% para o indice de velocidade de emergéncia. Esse
valores representam quedas de 29,65 e 26,20%, respectivamente, para os testes de emergéncia
em campo e indice de velocidade de emergéncia, em relagcdo aos respectivos valores obtidos
por seus tratamentos testemunhas (72,5 e 37,78%). Ratifica-se, portanto, os resultados
encontrados para a cultivar Onix, em que a degradacéo das sementes aumentou, conforme o
nivel de estresse causado pelo tratamento, também, aumentou.

Em um estudo realizado com diversas espécies olericolas, submetidas a efeitos de
tratamentos com envelhecimento acelerado das sementes, houve severa reducdo do
desempenho de sementes de alface e couve-flor, para os testes de germinacdo, emergéncia em
campo e indice de velocidade de emergéncia, principalmente com o tempo de exposigdo as
condicBes adversas de 72 horas (BARBOSA et al., 2011). Braccini et al. (1999) concluiram
que o aumento dos periodos de envelhecimento acelerado afeta 0 desempenho das sementes,
mostrado por testes como o emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia.

Ressalta-se que fatores externos, como temperatura e umidade (fatores ambientais) e
fatores internos (mudancas fisioldgicas/proteicas) decorrentes do tempo de envelhecimento,
além dos fatores genéticos, provavelmente causam mudangas nos compostos enddgenos ou de
seus niveis, o0 que levaria a ocorréncia de uma mutacao (RIBEIRO et al., 2010). Além disso, €
fato que o mecanismo da deterioracdo das sementes estd provavelmente envolvido, em algum
nivel, com o rompimento do ciclo normal de replicacdo do DNA, o que, consequentemente,

afeta a divisao celular e posteriormente a viabilidade de suas células filhas (ROOS, 1988).
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2.3.2 Andlises citogenéticas

Os resultados obtidos para analise do ciclo celular de duas cultivares de trigo utilizadas
nesse estudo, submetidas ao efeito diferentes tratamentos com envelhecimento acelerado estdo
apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4.

Na Tabela 2, estdo apresentados o numero de células meristematicas das pontas de
raizes das cultivares de trigo Campo Real e Onix, durante o ciclo celular, considerando interfase
e a divisdo celular (profase, metafase, anafase e teléfase), regulares e irregulares. As células em
interfase para a cultuvar Campo Real variaram de 312 a 385 e para Onix de 351 a 388,
considerando os distintos tratamentos aplicados em um total de 400 células avaliadas por

tratamento.

Tabela 2 — Numero de células meristeméticas de trigo, em diferentes fases do ciclo celular,
submetidas a efeitos de tratamento por envelhecimento acelerado em 400 células avaliadas por
tratamento. UFSM, Santa Maria, 2013.

Tratamento Interfase Préfase Metafase Anafase Tel6fase
Cultivar Campo Real RE* IR** RE IR RE IR RE IR RE IR
T1! 311 1 25 1 29 1 10 5 16 1

T2 338 - 23 - 13 - 10 2 14 -

T3 346 1 11 - 16 1 9 1 15 -

T4 352 12 13 3 6 1 1 - 11 1

T5 364 3 13 1 5 - 1 - 7 -

T6 384 1 4 1 3 - 1 - 6 -
Cultivar Onix RE IR RE IR RE IR RE IR RE IR
T1 351 - 14 - 20 - 7 1 7 -

T2 345 4 18 - 18 - 4 1 10 -

T3 360 1 23 1 5 - 4 1 6 -

T4 368 1 11 1 11 - 3 - 5 -

T5 383 - 1 1 2 2 6 2 3 -

T6 388 - 6 - - - 1 1 3 1

*RE:regular;** IR: irregular

T1: Testemunha (sementes ndo submetidas ao envelhecimento acelerado);T2: envelhecimento acelerado por 24
horas a 42°C; T3: envelhecimento acelerado por 48 horas a 42°C; T4: envelhecimento acelerado por 72 horas a
42°C; T5: envelhecimento acelerado por 96 horas a 42°C; T6: envelhecimento acelerado por 120 horas a 42°C.

Houve uma diminuicdo no numero de células em anafase para a cultivar Campo Real

nos tratamentos T4, T5 e T6, sendo que o mesmo ocorreu para as células em tel6fase dessa
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mesma cultivar. Na cultivar Onix, observou-se que houve uma diminuicdo de células em
divisdo apenas para tel6fase, também nos tratamentos T4, T5 e T6. Observa-se, ainda, que ndo
foram observadas células em metafase para o T6 na cultivar Onix e o nimero de anafases e
telofases foi bem reduzido. Esses dados sugerem que o aumento do estresse causado pelos
tratamentos aplicados as sementes, a partir do T4 (72, 96 e 120 horas de exposicdo a
temperatura e umidade relativa elevadas) levaram a diminuicdo nas divisdes celulares das
células meristematicas e a estagnacdo em determinadas fases do ciclo celular.

Através dos dados referentes a irregulariades encontradas no ciclo celular, pode-se
fazer uma comparacdo com os dados obtidos pela analise fisiol6gica das sementes, ou seja,
pelos testes de primeira contagem de germinacdo, germinacdo, condutividade elética,
emergéncia em campo e indice de velocidade de emergéncia. Através de uma analise conjunta
dos dados obtidos por esses testes, pode-se inferir que os tratamentos com maior tempo de
exposicdo a alta temperatura e umidade relativa, foram os que obtiveram pior desenpenho
fisiologico, fato que condiz com as analises citogenéticas para ambas as cultivares. Ou seja,
comparando-se os dados de anomalias celulares com os fisiologicos, verifica-se uma relacdo
entre a diminuicdo destes com o aumento na frequéncia de células anormais, principalmente,
para Onix. Esses resultados vao ao encontro aqueles encontrados por Murata et al. (1981), em
estudos relativos a alteracfes genéticas através do envelhecimento de sementes de cevada que,
mostraram um aumento na frequéncia de anafases aberrantes com o aumento do tempo em
condicdes de envelhecimento artificial e, tais aberracGes foram relacionadas com a perda da
capacidade germinativa das sementes de cevada. A diminui¢do da germinacdo pode estar
associada a um nivel critico de anomalias citogenéticas, tornando as sementes incapazes de
germinar. Ainda, em sementes de girassol, 0 armazenamento destas, a 45° C e 100% de
umidade relativa, resulta em uma reducéo progressiva da germinagéo e induz o crescimento
anormal das plantulas, podendo levar até a morte (CORBINEAU et al., 1988; GAY et al.,
1991). ElI-Maarouf-Bouteauet et al. (2011) relatam que a perda de viabilidade das sementes de
girassol ocorre durante o envelhecimento a temperatura constante de 35°C, como ja havia
sido, previamente, descrito com sementes das mesmas espécies (BAILLY et al., 1996;
KIBINZA et al., 2006).

Na Tabela 3 estdo o nimero total de células analisadas, o niamero observado de células
em interfase e em diviséo celular, bem como os valores dos indices mitoticos (IM).

Para a cultivar Campo Real, os valores dos indices mitéticos variaram de 4% a 22%
(para T6 e T1, respectivamente), sendo que os mesmos sdo decrescentes, conforme a

intensidade do tratamento, demonstrando que houve inibicdo da divisdo celular em relacéo a
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testemunha, ou seja, 0 estresse causado pelo envelhecimento precoce nas sementes de trigo,
refletiu no nimero de divisdes celulares nos tecidos meristematicos das radiculas das
plantulas de trigo. O controle diferiu significativamente entre todos os tratamentos e 0S
demais tratamentos, também diferiram entre sim, em que os valores para ? foram: T1xT2=
5,547; T1xT3= 0,823; T1xT4 = 7,861; T1xT5= 15,487; T1xT6 = 31,744; T2xT3 = 10,547;
T2xT4 = 25,806; T2xT5= 37,789; T2xT6 =59,383; T3xT4 =3,654; T3XT5 = 9,389; T3XT6 =
23,208; T4AXT5 = 1,396; T4xT6 = 9,236; T5xT6 = 3,619.

A cultivar Onix apresentou uma variacio de 3% a 12,75% (T6 e T1, respectivamente)
para os valores dos indices mitoticos (Tabela 3). Ndo houve diferenca significativa entre a
testemunha T1 (12,25%) e o T2 (12,75%), com valor do x* =0,046. Os demais tratamentos
diferiram entre si e da testemunha, conforme segue os valores do * = 1,024 (T1xT3); 4,500
(T1xT4); 26,018; 16,910 (T1XT5); 1,500 (T1XT6); 5,435 (T2xT3); 27,974 (T2xT5); 18,579
(T2xT6); 1,252 (T3xT4); 17,613 (T3xT5); 9,993 (T3xT6); 10,052 (T4XT5); 4,344 (TAXT6);
1,332 (T5xT6).

Tabela 3 — Numero de células em interfase, células em divisdo e indice mitdtico para
mesristemas radiculares de trigo submetidos a diferentes efeitos de tratamento com
envelhecimento acelerado, em 400 células avaliadas por tratamento. UFSM, Santa Maria,
2013.

Total de células  Células em Células em indice mitdtico
Tratamento . . R
analisadas interfase divisao (%)
Cultivar Campo Real
T1! 400 312 88 22,00a*
T2 400 338 62 15,50b
T3 400 346 54 13,50c
T4 400 352 48 12,00d
T5 400 364 36 9,00e
T6 400 384 16 4,00f
Cultivar Onix
T1 400 351 49 12,25a
T2 400 345 55 12,75a
T3 400 360 40 10,00b
T4 400 368 32 8,00c
T5 400 383 17 4,25d
T6 400 388 12 3,00e

*Tratamentos n&o seguidos de mesma letra, diferem pelo teste de % em nivel de 5% de probabilidade de erro.

T1:Testemunha (sementes ndo submetidas ao envelhecimento acelerado);T2: envelhecimento acelerado por 24
horas a 42°C; T3: envelhecimento acelerado por 48 horas a 42°C; T4: envelhecimento acelerado por 72 horas a
42°C; T5: envelhecimento acelerado por 96 horas a 42°C; T6: envelhecimento acelerado por 120 horas a 42°C.
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Em estudos com sementes de trigo e cevada envelhecidas foi observado que, com o
aumento do tempo, a percentagem de células em divisdo diminui. O indice mitético foi de
3,07% e 3,15% em pontas das raizes de trigo e cevada, respectivamente, apos longo periodo
de envelhecimento das sementes, comparados com indices anteriores de 8,71% e 10,21%
(AKHTER et al., (1992). Resultados diferentes foram encontrados em sementes de araucéria
submetidas ao envelhecimento artificial, as temperaturas de 30°C e 40°C, nos periodos de 0, 3,
6 e 9 dias, ndo apresentando efeito significativo para os tratamentos sobre o indice mitético,
embora tenha ocorrido diminuicdo significativa tanto da germinacdo quanto do vigor das
sementes submetidas ao envelhecimento a 40°C (DAVIDE, 2001).

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados do aparecimento de alteragdes celulares
das cultivares Campo Real e Onix. Observa-se que houve diferenca significativa entre todos
os tratamentos para cultivar Campo Real, conforme os valores do y* T1xT2 (X?=7,055);
TIXT3 (X2=6,928); T1xT4 X2=(11,617); TIXT5 (X2=19,172); T1xT6 (X2=44,593); T2xT3
(X2=4,173); T2xT4 (X2=2,589); T2xT5 (X2=11,955); T2xT6 (X2=30,960); T3xT4 (X2=1,629);
T3XT5 (X2=3,531); T3xT6 (X2=19,258); T4XT5 (X2=4,095.); T4xT6 (X?=17,206); T5xT6
(X?2=.7,228). Ou seja, a maior frequéncia de irregularidades cromossomicas foi encontrada no
tratamento 2, seguido pelo T4, T6, T3, T5 e T1, desse modo, parece ndo haver um padrdo
especifico para o aparecimento e para a frequéncia de irregularidades que combine com a
intensidade de estresse causada pelos tratamentos de envelhecimento artificial. O
envelhecimento acelerado promoveu uma homogeneizagédo das sementes, ou seja, as sementes
mais vigorosas foram afetadas com mais intensidade, contrastando com a afirmacdo de
Jianhua; McDonald (1996), de que sementes de menor qualidade deterioram-se mais
rapidamente do que as mais vigorosas. As principais alteracdes cromossdmicas observadas

foram quebras e cromossomos perdidos, além de pontes anafésicas (Figuras 1 e 2).
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Tabela 4 — Numero de células em divisdo, numero e tipos de aberracfes celulares e nimero total de células irregulares. UFSM, Santa Maria,
2013.

Aberracgdes celulares

Células CéIUIflS Quebras e ) ) thal de Células com
MN Células Células células . i
Tratamento d_e_mN CrOMOSSOmMOs —inucleadas Pontes desorganizadas  irregulares irregularidades
ivisdo perdidos o (%)
em divisao

g:rl;[:;\)/grReal Interfase  Divisao
T1? 88 - - - - 2 - 2 2,30f**
T2 64 - - 2 1 4 2 8 12,502
T3 54 1 - - - 1 1 2 3,70d
T4 48 12 1 2 1 - 1 5 10,40b
T5 36 3 1 - - - 1 2,80e
T6 16 1 - - - - 1 1 6,20c
Cultivar Onix
T1 49 - - 1 - - - 1 2,00e
T2 55 3 - - 1 1 - 1 1,80e
T3 40 1 1 - - 1 - 2 5,00c
T4 32 1 1 - - - - 1 3,10d
T5 17 - 1 - - - - 1 5,90b
T6 12 - - 1 1 - 3 5 41,70a

*Células micronucleadas
** Tratamentos ndo seguidos de mesma letra, diferem pelo teste de x? em nivel de 5% de probabilidade de erro.

1T1: Testemunha (sementes ndo submetidas ao envelhecimento acelerado); T2: envelhecimento acelerado por 24 horas & 42°C; T3: envelhecimento acelerado por 48 horas a
42°C; T4: envelhecimento acelerado por 72 horas a 42°C; T5: envelhecimento acelerado por 96 horas a 42°C; T6: envelhecimento acelerado por 120 horas a 42°C.
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Sementes de cevada foram envelhecidas artificialmente para estudar o comportamento
de inducBes de aberracfes cromossdmicas e, as frequéncias de anafases aberrantes foram
maiores nas primeiras mitoses e, ainda, correlacionadas com a perda da capacidade de
germinacdo. No entanto, apds cinco semanas de crescimento das plantulas, houve diminuigéo
na frequéncia dessas anomalias, sugerindo que as células com cromossomos aberrantes
induzidos pelo envelhecimento das sementes estavam sendo excluidas durante o crescimento
das plantulas (MURATA et al., 1981).

Em estudos relativos a fisiologia e a citogenética de sementes de araucaria
envelhecidas artificialmente, foi observado um aumento na frequéncia de células anormais,
proporcional ao tempo de exposicdo o envelhecimento acelerado, O envelhecimento a
temperatura de 30°C por periodos de 3, 6 e 9 dias, causou, respectivamente, 1,8; 2,5 e 4,8
vezes mais alteracdes que as observadas na testemunha. Os tipos de alteracGes encontradas
foram: micronucleos, nucleos fragmentados, e pontes anafésicas e telofasicas (DAVIDE,
2001). Ribeiro et al. (2010), em trabalho realizado com acessos de trigo submetidos a
condicdes de armazenamento a longo e médio prazo, mostraram que, independente das
condicdes de armazenamento das sementes, dos 27 acessos analisados, 33% destes
apresentaram frequéncia de células com irregularidades abaixo de 10% e, cinco desses
acessos (18,5%) ndo apresentaram células mitéticas irregulares.

Trabalhos com sementes de trigo e cevada envelhecidas observaram a ocorréncia de
varios tipos de cromossomos irregulares, sendo, a maioria, caracterizada por separacdo
precoce dos cromossomos, inativacdo do mecanismo do fuso, cromossomos fragmentados ou
quebras e pontes cromossémicas. Houve um padrdo de aumento da frequéncia e aberracoes
com o aumento do tempo de envelhecimento das sementes, intimamente correlacionado com a
perda de germinacdo em ambas as espécies (AKHTER et al., 1992). Ainda, Ribeiro et al.
(2010) verificaram a ocorréncia de metafase com quebras de cromossomos, anafases com
pontes e\ou fragmentos acéntricos, aderéncias e cromatides retardatarias.

Para a cultivar Onix ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos 1 e 2,
porém ocorreu entre os demais, conforme dados do y? a seguir: TIXT3 (X2=1,172); T1xT4
(X2=3,242); TIXT5 (X2=14,355); T1xT6 (X2=23,888); T2xT3 (X2=2,484); T2xT4 (X?=5,489);
T2xT5 (X2=18,438); T2xT6 (X2=28,578); T3xT4 (X2=1,130); T3xT5 (X2=8,951); T3xT6
(X2=15,648); T4XT5 (X?2=4,329); T4xT6 (X2=11,460); T5xT6 (X?=3528). As maiores
frequéncias de aberracdes cromossdmicas foram encontradas no tratamento T6, aquele com
maior nivel de estresse causado as sementes de trigo, seguido por T5, T3 e T4. Assim, para

essa cultivar houve a verificagdo de um padrdo para o aparecimento e frequéncia de
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irregularidades condizentes com a intensidade de estresse causada pelos tratamentos de
envelhecimento artificial, podendo-se inferir um efeito genotipico. Ribeiro et al. (2010)
verificaram, atraves de analise citogenética de acessos de trigo sob diferentes condictes e
prazos de armazenamento, que a ocorréncia de anormalidades cromossémicas esteja
vinculada ao acesso estudado.

Para ambas as cultivares, foram encontrados micronucleos encontrados na interfase,
principalmente no T4, da cultivar Campo Real. Micronucleos sdo estruturas resultantes de
cromossomos inteiros ou de fragmentos cromossémicos que se perdem na divisdo celular e,
por isso, ndo sdo incluidos no nucleo das células filhas, permanecendo no citoplasma das
células interfasicas (HEDDLE et al., 1983), portanto, podem refletir na ocorréncia de danos

estruturais causados pelo envelhecimento das sementes.
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Figura 1 — Células de Triticum aestivum L. em diferentes fases da divisdo celular da cultivar
Campo Real. Células em interfase (Al) e em divisao celular normal (profase, metafase,
anafase e telofase, correspondendo, respectivamente a: A2, A3, A4 e A5, do tratamento 1
(controle); B: célula com ponte anafasica do tratamento testemunha -T1; C: célula com
préfase desorganizada do tratamento com 24 horas de envelhecimento acelerado — T2; D:
célula com ponte telofasica do tratamento com 48 horas de envelhecimento celerado — T3; E1
e E2: célula com dois micronlcleos e célula em metafase com cromossomo perdido do
tratamento com 72 horas de envelhecimento- T4. Células em divisdo, referentes aos
tratamentos com, 96 e 120 horas de envelhecimento acelerado néo estdo apresentadas porque
retratam préfase desorganizada e microndcleo, as quais ja, foram apresentadas (C e E1).
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Figura 2 — Células de Triticum aestivum L. em diferentes fases da divisdo celular da cultivar
Onix. Células em interfase (A1) e em divisdo celular normal (profase, metafase, anafase e
telofase, correspondendo, respectivamente a: A2, A3, A4 e A5, do tratamento 1 (controle); B:
célula com micronucleo do tratamento com 24 horas de envelhecimento- T2. C: célula com
ponte anafasica do tratamento testemunha com 48 horas de envelhecimento acelerado — T3;
D: célula binucleada em préfase do tratamento com 120 horas de envelhecimento acelerado —
T6. Os tratamentos com 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado (T4 e T5,
respectivamente) apresentaram células em divisdo, mas que ndo foram identificadas.

E interessante salientar que as alteragbes observadas nesse trabalho, isto &,
microndcleos, pontes e fragmentos nas anafases e metafases, podem ser consequentes de
quebras de DNA. As pontes, fragmentos ou quebras e microndcleos sdo oriundas de
deficiéncias e inversdes de segmentos gerados pelas quebras. Essas quebras expdem o DNA a
acdo de enzimas exonucleases e endonucleases (CHEAH; OSBORN, 1978), levando a um
prejuizo no material genético. Sabe-se que a sintese de DNA e a atividade das enzimas DNA
polimerase e ligase tornam-se reduzidas em sementes de milho deterioradas, inibindo ou
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retardando os mecanismos de reparo do DNA (VAZQUEZ-RAMOS et al., 1991; COELLO;
VAZQUEZ-RAMOS, 1996). Isso acarretaria em uma transferéncia incorreta de informagcéo
do nacleo para o citoplasma, levando a perda de vigor de viabilidade das sementes
(VAZQUEZ; VASQUEZ-RAMOS, 1991). O envelhecimento teria, portanto, como uma de
suas principais caracteristicas, as quebras do DNA e as altera¢cdes no metabolismo do DNA,
levando a reducédo da atividade funcional dos mecanismos de restauracdo, especificamente,
relativo a velocidade com que atua e a fidelidade com que reproduz a estrutura danificada
(WARNER; PRICE, 1989). Isso explicaria a queda da porcentagem e velocidade de
germinacgdo das sementes e o0 aumento de celulas anormais que se verifica a medida que as

sementes se deterioraram.

2.4 Conclusoes

O estresse causado pelo envelhecimento acelerado nas sementes de trigo de ambas as

cultivares leva a uma dréstica redugdo no indice mitético.
O indice mitético foi eficiente em detectar o inicio do processo de deterioracéo.

O envelhecimento acelerado aplicado as sementes de trigo leva ao aumento da
frequéncia de anomalias cromossémicas, com respostas distintas para as cultivares analisadas

e, possivelmente, vinculado a efeito genotipico.
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APENDICE A — Graus de liberdade e quadrados médios da analise de variancia dos testes de primeira contagem de germinagao (PG),
germinacdo (G) e condutividade elétrica massal para sementes de trigo das cultivares Onix e Fundacep Campo Real submetidas a seis

tratamentos. UFSM, Santa Maria, 2013.

A i Fundacep
Onix Fundacep Campo Real Onix Campo Real
Quadrados Médios Quadrados Médios

FV GL PG G PG G CEM CEM

Tratamento 5 1828,66* 11,38,70* 2342 ,97* 1475,74* 1799,08* 4632,71*
Residuo 18 6,14 5,81 21,21 15,41 386,75 589,91
CV (%) 3,15 2,87 7,53 4,72 26,7 24,91
Média 78,58 84,01 61,12 82,21 73,65 97,51

* Significativo pelo teste F em 5% de probabilidade de erro.
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APENDICE B — Graus de liberdade e quadrados médios da analise de variancia dos testes de
emergéncia a campo (EC) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) para sementes de trigo
das cultivares Onix e Fundacep Campo Real submetidas a seis tratamentos. UFSM, Santa
Maria, 2013.

Onix Fundacep Campo Real
Ev Quadrados Médios
GL EC IVE EC IVE
Bloco 3 179,67 58,76 138,81 184,88*
Tratamento 5 1578,20* 545,83* 1763,47* 465,30*
Residuo 15 58,40 36,63 77,25 38,96
CV (%) 13,18 22,03 17,62 23,33
Média 58,00 27,50 49,87 26,76

* Significativo pelo teste F em 5% de probabilidade de erro.



CAPITULO 11

TAMANHO DE AMOSTRA PARA AVALIACAO DA CONDUTIVIDADE
ELETRICA INDIVIDUAL DE SEMENTES DE TRIGO

Resumo

O retorno econémico das culturas agricolas depende da qualidade das sementes utilizadas.
Para avaliagdo da qualidade fisiol6gica das sementes, um dos testes de vigor que pode ser
utilizado € o teste de condutividade elétrica individual, que avalia a liberacdo de metabdlitos
intracelulares durante o processo de embebicdo das sementes. Para a realizacdo de
experimentos de qualidade, ou seja, passiveis de detectarem diferencas entre tratamentos, é
necessario determinar o tamanho ideal de amostra. Assim, o objetivo deste trabalho foi
estimar o tamanho de amostra, em nimero de sementes, necessario para a estimacdo da média
de condutividade elétrica individual de sementes de trigo em diferentes tempos de embebicéo
das sementes. utilizando sementes de dez lotes de cinco cultivares: Fundacep, Horizonte,
Fundacep Campo Real, Quartzo, Mirante e Onix, subdivididas em dois sublotes de sementes
para cada cultivar (alto e baixo vigor) através da metodologia do envelhecimento acelerado.
Com o auxilio de um Analisador Automatico de Sementes (SAD 9000-S) foi realizado o teste
de condutividade elétrica individual com 400 sementes de cada lote. Realizou-se um processo
iterativo de reamostragem com 1000 reamostragens, com reposi¢do, utilizando diferentes
tamanhos de amostras, iniciando com uma semente e acrescentando uma semente em cada
iteracdo até o tamanho maximo de 400 sementes. Obtendo assim 1000 médias de
condutividade elétrica para cada um dos 400 tamanhos de amostras utilizados, a partir desses
dados de médias de condutividade elétrica estimaram-se as estatisticas: valor minimo,
percentil 2,5%, média, percentil 97,5% e valor maximo e a amplitude do intervalo de
confianca de 95% foi determinada pela diferenca entre o percentil 97,5% e o 2,5%. A
amostragem, em numero de sementes de trigo, para avaliar a condutividade elétrica individual
é de 44 sementes, para lotes em que ndo foram aplicados o envelhecimento acelerado, é de 27
sementes, para lotes envelhecidos artificialmente, para amplitudes de 3 a 5 uS cm™ semente™,
para tempos de embebicédo das sementes de uma a 24horas.

Palavras-chave: Triticum aestivum L.. Reamostragem. Precisdo experimental.

Abstract

The economic income of the agricultural cultivation depends on the quality of the used seeds. For the
physical quality evaluation of the seeds, one of the vigor tests that can be utilized is the individual
electric conductivity, which evaluates intracellular metabolic release during the soaking process of the
seeds. For the realization of quality experiments, in other words, liable to detect differences between
the treatments, it is necessary to determinate the ideal size of the sample. Therefore, the objective of
this work was to estimate the sample size, in seeds number, which is necessary for the average
estimation of the individual electric conductivity of wheat seeds in different soaking times of the
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seeds, using seeds from ten groups of five varieties: Fundacep Horizonte, Fundacep Campo Real,
Quartzo, Mirante and Onix, subdivided into two subgroups of seeds for each variety (high and low
vigor) through the methodology of the accelerated aging. With the help of the Automatic Seed
Analyzer (SAD 9000-S) the individual electric conductivity test was realized with 400 seeds of each
group. An interactive resampling process was done with 1000 resamplings, with restitution, using
different sample sizes, starting with one seed and adding one seed in each iteration until the maximum
size of 400 seeds. Therefore obtaining 1000 averages of electric conductivity for each one of the 400
sizes of used samples, from these data the average electric conductivity, the following statistics were
estimated: minimum value, percentage of 2,5%, average, percentage of 97,5% and the maximum value
and the confidence interval of 95% was determined through the difference between the percentage of
97,5% and 2,5%. The sampling, in wheat seeds number, to evaluate the individual electric
conductivity is of 44 seeds. For groups that the accelerated aging was not applied, is of 27 seeds. For
groups artificially aged, using amplitudes of 3 to 5 uS cm™ seed™, times of soaking of the seeds from
one to 24 hours.

Key-words: Triticum aestiyum L.. Resampling. Experimental precision.

3.1 Introducéo

3.1.1 Qualidade das sementes e teste e condutividade elétrica individual

O retorno econémico das culturas agricolas depende em grande parte da qualidade das
sementes utilizadas, sendo que, até mesmo, pequenos descuidos, com esse insumo podem
gerar perdas irreversiveis no estande de plantas e, consequentemente na produtividade. O
avanco da agricultura somente se tornou possivel, devido a capacidade de laboratérios de
analises de rotina e de instituicGes de pesquisa desenvolverem e reproduzirem uma série de
testes aptos a qualificar as sementes quanto ao seu potencial germinativo e de vigor, de modo
a produzir sementes de qualidade capazes de gerar plantulas, também, de qualidade, ou seja,
com alto potencial de producéo.

Dentre 0s objetivos fundamentais de um sistema de producdo de sementes, estd a
obtencdo de uma maior qualidade fisioldgica, permitindo que as caracteristicas das espécies
sejam mantidas e expressas em campo. Assim, € de grande importancia o desenvolvimento de
testes para a avaliacdo rapida e precisa da qualidade fisioldgica das sementes permitindo
estimar o desempenho em condi¢Oes do ambiente, bem como seu potencial de armazenamento
e, assim diminuindo riscos decorrentes da comercializagdo de lotes deficientes ou
comprometidos em qualidade (MENEZES, 2009).

Como, rotineiramente, o potencial fisiologico dos lotes de sementes é avaliado pelo

teste de germinacdo, o qual, apresenta inimeras limitacdes, ha um interesse crescente pelos
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diversos testes de vigor, como uma complementacdo ao de germinagdo, visando detectar
diferencas representativas a qualidade das sementes. Os testes de vigor sdo bons indicadores
na avaliacdo da qualidade fisioldgica de lotes de sementes com capacidade germinativa
semelhante, pois possuem uma maior sensibilidade (MARCHI; CICERO, 2002). A
sensibilidade dos testes de vigor estd correlacionada com eventos intrinsecos ao processo
natural de deterioracdo das sementes, o qual, precede a perda da capacidade germinativa, ou
seja, quanto mais proximo do estagio de maturidade fisioldgica a sementes estiverem, o teste
de vigor utilizado serd mais sensivel e apto para mensurar a qualidade da semente, referente
ao parametro avaliado (PERRY, 1981; AOSA 1983; KRZYZANOWSKI et al., 1999).

Sabe-se que o processo de deterioracdo das sementes tem seu inicio com a degradagéo
do sistema de membranas celulares, os métodos que tém a capacidade de avaliarem essa
degradacdo se destacam como sendo os mais indicados para a diferenciacdo de lotes de
sementes com pequenas diferengas de vigor, assim, detectando, o processo de deterioracdo na
sua fase priméria (DESAI et al., 1997; KRZYZANOWSKI et al., 1999).

Diante dessas constatacdes, verifica-se que os testes de condutividade elétrica massal
ou individual (STEERE et al., 1981; FICK; HIBBARD, 1925), os quais, relacionam o vigor
das sementes com a integridade do sistema das membranas celulares, ou seja, baseiam-se na
permeabilidade das membranas, e, assim, avaliam a liberacdo de metabdlitos intracelulares
durante o0 processo de embebicdo das sementes (MATTHEWS; POWELL, 1981; AOSA,
2002; MARCOS FILHO et al., 1987; BARROS; MARCOS FILHO, 1997), consistem em
testes muito promissores na avaliacdo do vigor de lotes de sementes de diversas espécies.

Porém, como nédo existe uma metodologia especifica para cada cultura, determinada
nas Regras de Andlise de Sementes — RAS, ainda, se faz necessaria uma adaptacdo da mesma,
pois varios fatores sdo relevantes para o sucesso do teste, podendo afetar de forma substancial
os resultados obtidos, como, por exemplo, 0 numero de sementes testadas, o volume da agua
de imersdo para a hidratacdo das sementes, a duracdo do periodo de imersédo, a qualidade da
agua, a temperatura de hidratacdo, o grau de umidade inicial das sementes, o gendtipo, dentre
outros (VIEIRA, 1994).

O ndmero de sementes utilizadas ou o tamanho a amostra & um fator relevante a ser
analisado. Quando o teste de condutividade elétrica é conduzido de forma massal ja existem
diversos tamanhos de amostras testados e recomendados, como, para sementes de cornichéo e
milheto, a recomendagdo quanto ao nimero de sementes a ser utilizado para estimar o vigor é
de 100 sementes (ARTOLA; CARRILLO-CASTARNEDA, 2005; GASPAR; NAKAGAWA,
2002),) e para sementes de berinjela e pimentdo, 25 sementes (NOVEMBRE et al., 2005).
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Porém, SA (1999) observou que o tamanho da amostra (25, 50 e 100 sementes) ndo afeta os
valores de condutividade elétrica para duas cultivares de tomate Petomech e Santa Clara.

No entanto, quando o teste de condutividade elétrica é realizado através da
metodologia individual, a leitura dos dados é feita com o auxilio de um analisador automatico
de sementes e, este aparelho dispde de uma bandeja com 100 alvéolos, onde, em cada um é
colocada uma semente imersa em um volume de agua pré determinado, sendo que, cada

semente é analisada de forma individual.

3.1.2 Tamanho de amostra

Pouco se conhece sobre tamanho amostral para pesquisas na area de sementes e,
principalmente com relagdo ao teste de condutividade elétrica individual, sendo que,
normalmente as amostras sdo tomadas por citacdes de literaturas correlatas ou, até mesmo,
por conveniéncia. Assim, em pesquisas utilizando o teste de condutividade elétrica individual,
é importante dimensionar o tamanho da amostra, ou seja, 0 numero de sementes adequado
para avaliar a qualidade fisiol6gica das mesmas, pois essa metodologia ja exige um nimero
minimo de 100 sementes, devido a utilizacdo do analisador automatico com 100 alvéolos,
sendo gue, esse niumero aumenta ainda mais, devido ao nimero de repeti¢des utilizadas, e que
0 pesquisador, normalmente, considera cada bandeja como uma repeticéo.

E conhecido que a precisdo das estimativas tende a aumentar com o aumento do
tamanho da amostra (SILVA et al., 1993), pois quanto mais representativo 0 n amostral,
maior a probabilidade de se encontrar diferenca estatisticamente significativa entre as
variaveis ou tratamentos analisados (MOURAO JUNIOR, 2009). No entanto, estimativas
utilizando amostras grandes exigem um tempo, relativamente amplo, trabalho extenso e alta
demanda de recursos, 0 que pode comprometer a precisao dos resultados.

A partir de determinado tamanho da amostra, aumentos ndo trazem ganhos
compensatdrios na precisdo. Desse modo, torna-se frequentemente, o interesse em trabalhos
com tamanhos de amostras que permitam estimativas com precisdes plausiveis e que nao
afetem o procedimento de amostragem.

O tamanho de amostra tem sido determinado para estimagdo da média de caracteres
para varias culturas, como: mamona (CARGNELUTTI FILHO et al., 2010); soja
(CARGNELUTTI FILHO et al., 2009); cana-de-acucar (LEITE et al., 2009); erva-mate
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(LUCIO et al., 2009); cenoura (SILVA et al., 2009), goiabeira (ROZANE et al., 2009), feijdo
(CARGNELUTTI FILHO et al., 2008), milho (CATAPATTI et al., 2008; STORCK et al.,
2007); laranjeira (BELASQUE JUNIOR et al.,, 2008; LOPES et al., 2007) e algodao
(FREITAS et al., 2001).

A determinacdo do tamanho da amostra necessaria para a estimacao da média de uma
variavel é imprescindivel quando a populacdo, em sua totalidade, ndo pode ser mensurada.
Sendo o tamanho de amostra diretamente proporcional a variabilidade dos dados e a
confiabilidade desejada na estimativa. A obtencdo de estimativas com uma precisdo adequada
é consequéncia de um tamanho amostral apropriado, fato que, também, melhora a eficiéncia
da pesquisa (HAESBAERT, 2013).

Novas metodologias para o estudo da amostragem tém surgido, sendo que, a utilizacéo
de intervalos de confianca de "bootstrap”, obtidos por reamostragem com reposicao € uma
técnica adequada para este fim e, tem a conveniéncia de ndo depender da distribuicdo de
probabilidade dos dados (FERREIRA, 2009).

3.1.2.1 O método bootstrap

Esta técnica consiste na retirada de amostras com reposicdo em uma amostra original
(NUNES et al., 2006), em que a substituicdo das observacdes apds a amostragem, permite
criar tantas amostras quanto forem necessarias, sem a preocupacdo com a duplicacdo de
amostras, exceto quando isso acontecer ao acaso (COSTA, 2006), possibilitando, assim,
avaliar a dispersdo e estimar erros-padrdo dos estimadores, determinando sua precisdo
(EFRON; TIBSHIRANI, 1993). Além disso, pode-se utiliza-la em diversas situacfes para
estimacdo de parametros, obtencdo de intervalos de confianca para os parametros analisados,
obtengdo de distribuicdo empirica dos estimadores e determinacdo do tamanho da amostra
(MANLY, 1997).

Cada amostra pode ser analisada independentemente e os resultados compilados ao
longo da amostra. Por exemplo, a melhor estimativa da média é a média de todas as médias
estimadas ao longo das amostras. Mesmo que redundante, isso sintetiza o principio da técnica
bootstrap, em que a amostra € observada como se representasse a populacdo (EFRON, 1993).

A determinagdo do tamanho de amostra em trabalhos de pesquisa experimental na area

de sementes é muitas vezes baseado em informacOes gerais para diferentes culturas, no
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entanto, a utilizagdo de amostragem dimensionada conforme a variabilidade dos dados e a
precisdo desejada permite aperfeicoar a realizacdo dos experimentos. Assim, 0 objetivo deste
trabalho foi estimar o tamanho de amostra, em numero de sementes, necessario para a
estimacdo da média de condutividade elétrica individual de sementes de trigo em diferentes

tempos de embebicéo das sementes.

3.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Didatico e de Pesquisa em
Sementes (LDPS), do Departamento de Fitotecnia, na Universidade Federal de Santa Maria.

Foram utilizadas sementes de trigo pertencentes as cultivares Fundacep Horizonte,
Fundacep Campo Real, Quartzo, Mirante e Onix, adquiridas na empresa Imex Sul Insumos
agricolas Ltda., produzidas no municipio de Santa Maria, RS, e armazenadas em condicdes
ideais, sem qualquer tipo de aditivo quimico. Posteriormente, essas cinco cultivares foram
subdivididas em dez lotes de vigor diferenciado.

Cada uma das cultivares de trigo foi fracionada em dois lotes e, em um deles foi
aplicada a metodologia de envelhecimento acelerado, visando a obtengcdo de um decréscimo
no vigor das sementes. Para isso, as sementes foram acondicionadas em camara de
envelhecimento acelerado, sobre telas de aluminio, fixadas em caixas. Esses lotes foram
mantidos em condi¢Bes adversas de elevada temperatura e umidade (42°C e UR proxima a
100%) (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999). As sementes permaneceram incubadas por
periodo de 60 horas. Determinado através de pre-testes, até a obtencéo de lotes com diferentes
niveis de vigor.

Para a realizacdo do teste de condutividade elétrica da solugdo de forma individual, foi
utilizado o Analisador Automatico de Sementes (SAD 9000-S). Este aparelho dispde de uma
bandeja com 100 alvéolos onde foram colocadas uma semente intacta por células em cinco
mL de agua destilada e deionizada, utilizando quatro bandejas por lote, totalizando 400
sementes para cada lote. A seguir, as bandejas foram colocadas em camara tipo BOD, a
temperatura constante de 20°C, e as leituras foram realizadas em seis periodos de imersdo (1,
2, 3, 4, 8 e 24 horas), para cada lote de sementes. Os resultados foram expressos em pS cm™

de semente.
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3.3 Analise estatistica

Com os dados de condutividade elétrica das 400 sementes de cada um dos dez lotes e
das seis leituras realizadas. Realizou-se um processo iterativo de reamostragem com 1000
reamostragens, com reposicao, utilizando diferentes tamanhos de amostras (n), iniciando com
uma semente e acrescentando uma semente em cada iteracdo até o tamanho maximo de 400
sementes. Obtendo assim 1000 médias de condutividade elétrica para cada um dos 400
tamanhos de amostras utilizados.

A partir desses dados de médias de condutividade elétrica estimaram-se as estatisticas:
valor minimo, percentil 2,5%, média, percentil 97,5% e valor maximo. A amplitude do
intervalo de confianca de 95% foi determinada pela diferenca entre o percentil 97,5% e o
2,5% e, representado graficamente (Apéndices A, B, C, D, E e F), sendo que no eixo das
abscissas encontra-se 0 tamanho de amostra e no eixo das ordenadas as estatisticas descritivas
das 1000 médias de condutividade elétrica individual em puS cm™ semente™de trigo. Para
melhor visualizacdo dos dados nos gréaficos, optou-se por plotar os dados de tamanho de
amostra (n) em intervalos de cinco sementes, iniciando com n igual a cinco sementes.
Utilizou-se o software R (R CORE TEAM, 2012) para simular as reamostragens e confec¢éo
dos gréficos.

Para a determinacdo do tamanho de amostra considerou-se o numero de sementes a
partir do qual a amplitude entre os quartis 2,5% e 97,5% passou a ser menor do que 1, 2, 3, 4
e 5 uS cm™ semente™. Assim, é possivel que o pesquisador escolha a precisdo que melhor se
adapta a sua pesquisa e identificar o tamanho de amostra necessario para a estimacdo da

média de condutividade elétrica individual de sementes de trigo.

3.4 Resultados e discussao

Aos dez lotes de sementes de trigo, foram aplicados testes de germinacdo e
emergéncia em campo, para caracterizagao inicial da qualidade fisioldgica das sementes. Os
lotes, em que ndo foram aplicados o envelhecimento acelerado (1, 3, 5, 7 e 9), apresentaram
variagcOes na germinacdo, de 95,50% a 98,50%; para os demais lotes (2, 4, 6, 8 e 10), a

germinacdo variou de 71,00% a 96,25%. Com relacdo a emergéncia em campo, a amplitude
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de variagéo dos lotes sem envelhecimento, foi de 85,50% a 91,25%; para os demais lotes, de
42,50% a 70,00%.

As sementes dos lotes 1, 3, 5, 7 e 9, tiveram média, dos seis periodos de embebicao (1
a 24h), da condutividade elétrica individual de 5,2 puS.cm™.semente™, enquanto que, os lotes
em que foi aplicado o envelhecimento acelerado (2, 4, 6, 8 e 10), tiveram média de 9,3uS.cm”
! semente™ (Tabela 1). Considerando os periodos de embebicéo de 1 & 8h, os acréscimos na
condutividade elétrica individual se comportam de maneira linear, com acréscimos de
0,77uS.cm™.semente™ por hora de embebicio para os lotes ndo envelhecidos (CEl= 1,08
+0,77xHora; r’= 0,9855), e de 1,51puS.cm™.semente™ por hora de embebicdo, para os lotes
envelhecidos (CEI= 1,61 +1,51xHora; r’= 0,9682).

Tabela 1 — Estatisticas descritivas dos valores de condutividade elétrica individual (CEI) em
uS cm™ semente™ de seis lotes de sementes de trigo em nove periodos de embebigdo. Santa
Maria, RS. 2013.

CEl 1h
Lote * 1 3 5 7 9 2 4 6 8 10
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 4,0 2,0
Média 2,8 1,7 1,7 2,5 1,4 3.4 3,0 3,3 6,2 4,9
Maximo 11,0 13,0 7,0 9,0 3,0 9,0 8,0 9,0 13,0 11,0
Desvio Padrdo 2,3 2,2 1,2 2,1 0,6 1,7 1,3 1,6 15 1,7
CEl 2h
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 0,0 1,0 1,0 2,0
Média 2,8 2,5 2,5 2,9 2,1 4,0 3,3 39 6,5 4,9
Maximo 9,0 21,0 9,0 9,0 5,0 10,0 9,0 9,0 150 11,0
Desvio Padrdo 2,1 2,9 1,4 2,2 0,9 2,0 1,6 1,5 1,7 1,7
CEl 3h
Minimo 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0 2,0 0,0 2,0 4,0 2,0
Média 4,3 2,5 2,5 4,0 2,0 4,9 4,3 4,9 71 4,9
Maximo 100 21,0 9,0 11,0 5,0 110 11,0 100 17,0 110
Desvio Padrdo 1,6 2,8 1,4 2,2 0,9 1,7 1,8 1,6 2,4 1,7
CEl 4h
Minimo 2,0 0,0 0,0 1,0 0,0 4,0 3,0 3,0 3,0 1,0
Média 51 3,5 3,5 52 3,3 6,2 59 5,9 8,9 6,5
Maximo 150 18,0 120 13,0 8,0 130 13,0 100 17,0 150
Desvio Padrdo 2,4 3,3 1,9 2,0 1,2 15 1,6 1,2 1,7 1,7
CEl 8h
Minimo 6,0 0,0 1,0 3,0 2,0 10,0 9,0 10,0 12,0 7,0
Média 10,8 4,9 52 10,0 4,9 130 11,8 126 156 156
Maximo 2000 350 130 17,0 13,0 220 17,0 200 260 29,0

Desvio Padrdo 2,3 4.4 2,0 1,8 2,0 1,9 15 15 2,5 3,2
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CEIl 24h
Minimo 9,0 0,0 3,0 4,0 4,0 7,0 9,0 10,0 140 110
Média 115 109 9,2 11,6 7,5 156 131 138 204 179
Maximo 160 350 220 280 150 290 280 200 330 300
Desvio Padrdo 1,4 4,8 2,8 2,2 2,1 3,2 1,9 1,6 3,8 3,6

YLotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida @ metodologia do envelhecimento
acelerado a 42°C por 60 horas, 7 Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a
42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas.

A variabilidade da condutividade elétrica individual, expressa pelo desvio padréo
(Tabela 1), foi maior entre as sementes dos lotes 1, 3, 5, 7 e 9, que tiveram média de desvio
padrdo, dos seis periodos de embebicdo (1 a 24h), da condutividade elétrica individual de
2,1pS.cm™.semente™, enquanto que, os lotes em que foi aplicado o envelhecimento acelerado
(2, 4, 6, 8 e 10), tiveram média de desvio padrdo de 1,7uS.cm™.semente™. Portanto, para
experimentos na area de sementes, em que se utilizem do envelhecimento acelerado para
compor alguns tratamentos, deve-se ter especial atencdo ao pressuposto de homogeneidade
das variancias de tratamentos para a variavel condutividade elétrica individual, pois este pode
ndo ser atendido. Lopes et al. (2005) também identificaram, na cultura do sorgo, que
experimentos que se utilizam de tratamentos formados por diferentes densidades de plantas,
proporcionam heterogeneidade de variancias.

A média dos valores minimos da condutividade elétrica individual das sementes de
trigo, dos seis periodos de embebicdo, aumenta em quatro vezes dos lotes sem
envelhecimento (1,33uS.cm™.semente™) para os lotes envelhecidos (5,56pS.cm™.semente™),
e aumenta em apenas 9%, entre as médias de valores maximos dos lotes sem envelhecimento
(15,2uS.cm™.semente™) para os lotes envelhecidos (16,5 S.cm™.semente™). Ou seja, o
envelhecimento acelerado promoveu homogeneizagdo das sementes, com as sementes mais
vigorosas afetadas com maior intensidade, contrastando com a afirmagdo de Jianhua;
McDonald (1996), de que sementes de menor qualidade deterioram-se mais rapidamente do
gue as mais vigorosas.

Os tamanho de amostra, em namero de sementes de trigo, para amplitudes 1 a 5
uS.cm™.semente™, entre os percentis 2,5% e 97,5%, de 1.000 reamostragens para estimativas

da média de condutividade elétrica individual em diferentes tempos de embebicdo dos lotes:
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1, 3, 5 7 e 9, sem envelhecimento, e dos lotes em que foi aplicado o envelhecimento
acelerado: 2, 4, 6, 8 e 10, estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Tamanho de amostra, em numero de sementes, para diferentes amplitudes entre 0s
percentis 2,5% e 97,5% de 1.000 reamostragens para estimativas da média de condutividade
elétrica individual de diferentes tempos de embebicdo de dez lotes de sementes de trigo. Santa
Maria, RS. 2013.

Lote 1 3 5 7 9 2 4 6 8 10
Tempo Amplitude de 1 uS cm™ semente™
1h 84 81 22 73 6 45 26 37 37 50
2h 70 145 27 85 13 61 45 33 43 47
3h 38 125 34 79 13 53 54 42 88 46
4h 93 176 53 61 24 33 40 22 43 42
8h 85 315 60 47 65 55 33 35 106 176
24h 29 395 126 70 69 162 61 35 248 209
Amplitude de 2 puS cm™ semente™
1h 20 19 6 18 1 11 8 10 9 11
2h 17 35 7 19 4 15 9 9 11 11
3h 10 31 8 17 3 11 13 12 24 11
4h 22 41 13 15 6 9 10 6 11 10
8h 22 82 16 12 15 13 8 8 26 39
24h 7 100 34 20 17 41 16 9 56 49
Amplitude de 3 puS cm™ semente™
1h 8 8 3 4 1 5 3 5 3 5
2h 8 15 4 8 2 7 5 4 5 5
3h 4 13 3 9 1 5 6 4 10 6
4h 10 18 6 7 2 4 4 3 5 5
8h 10 33 7 6 8 6 4 4 11 17
24h 3 44 14 8 7 16 8 4 27 22
Amplitude de 4 pS cm™ semente™
1h 5 4 2 5 1 2 2 3 2 3
2h 4 9 3 4 2 4 3 3 3 3
3h 2 8 3 4 1 3 3 3 6 3
4h 6 10 3 4 1 2 3 1 3 2
8h 6 19 4 3 5 4 2 2 6 9
24h 2 24 8 4 4 10 5 3 14 13
Amplitude de 5 puS cm™ semente™
1h 3 3 1 3 1 2 2 2 2 2
2h 2 6 2 3 1 2 2 2 2 2
3h 2 5 2 3 1 2 2 2 4 2
4h 4 6 2 3 1 2 2 1 2 2
8h 4 12 2 2 2 3 2 2 4 7
24h 2 16 5 3 3 7 3 2 10 8

Lotes de sementes de trigo: 1Fundacep Horizonte, 2 Fundacep Horizonte submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 3 Quartzo, 4 Quartzo submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas, 5 Onix, 6 Onix submetida & metodologia do envelhecimento
acelerado a 42°C por 60 horas, 7 Mirante, 8 Mirante submetida a metodologia do envelhecimento acelerado a
42°C por 60 horas, 9 Fundacep Campo Real, 10 Fundacep Campo Real submetida a metodologia do
envelhecimento acelerado a 42°C por 60 horas.
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Para uma semiamplitude minima de 1 pS.cm™.semente™, do intervalo de confianca de
95% da média, o tamanho de amostra varia de 6 a 395 sementes para todos os lotes e tempos
de embebicdo, sendo nesta maior precisdo, também, a maior variabilidade encontrada no
tamanho de amostra na comparacao com as demais semiamplitudes (2 a 5 uS.cm™.semente™).
Neste nivel de precisdo alto e considerando o Analisador Automético de Sementes (SAD
9000-S) utilizado, que possui uma bandeja com 100 alvéolos, seriam necessarias quatro
bandejas para compor uma repeticdo de um tratamento.

No maior nivel de precisdo (amplitude de 1pS.cm™.semente™), o menor (6) e 0 maior
(395) numero de sementes de trigo estimados de tamanho de amostra estdo dentro dos lotes:
1, 3,5 7 e 9, sem envelhecimento, ou seja, confirma-se que o envelhecimento acelerado
proporciona homogeneidade aos lotes de sementes (2, 4, 6, 8 e 10), com estimativas de
tamanho de amostra de menor variabilidade (22 a 248).

Para precisdo de experimento menor, por exemplo, semiamplitude de 5 puS.cm’
! semente™, do intervalo de confianca de 95% da média, o tamanho de amostra varia de 1 a 16
sementes para todos os lotes e tempos de embebicdo, sendo nesta precisdo, a menor
variabilidade encontrada no tamanho de amostra na comparacdo com as demais
semiamplitudes (la 4pS.cm™.semente™) (Tabela 2). Neste nivel de precisio menor, o
Analisador Automaético de Sementes (SAD 9000-S) utilizado, poderia comportar numa
bandeja (100 alvéolos), 6 tratamentos, formando um bloco, por exemplo.

Experimentos em campo requerem dimensionamento do numero de repeticdes e
tamanho de parcela para cada local e espécie a serem utilizados, em analogia, a estimativa do
tamanho de amostra para determinagcdo da condutividade elétrica individual de sementes
também dependeria, principalmente, da espécie e, também, do equipamento. Com relacdo a
espécie, Haesbaert (2013) encontrou estimativas de tamanho de amostra bem maiores para
sementes de girassol do que foi encontrado neste estudo, para o trigo, como por exemplo, para
10 pS.cm™.semente™, o tamanho de amostra variou de 22 a mais de 400 sementes.

A maioria dos lotes (1 a 10) teve o tempo de embebicéo relacionado de forma direta
com o tamanho de amostra, para todos os niveis de precisao estudados (1 a 5pS.cm™.semente”
1) (Tabela 2), ou seja, aumentar o tempo de embebicdo da semente implica na necessidade de
tamanhos de amostra maiores, maiores valores da condutividade elétrica individual das
sementes e maior heterogeneidade.

Na Tabela 2, existem varias alternativas de tamanho de amostra para diferentes niveis
de precisdo e tempos de embebicdo da semente de trigo, para estimar a média da

condutividade elétrica individual. De maneira geral, considerando uma precisdo de 3 pS.cm’
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! semente™, do intervalo de confianca de 95% da média, para todos os tempos de embebic&o
(1 a 24 horas), poderia se recomendar dividir a bandeja de 100 alvéolos em 2 repeti¢6es de 50
sementes, considerando como critério, 0 maior valor de tamanho de amostra encontrado

nessas condi¢des, que foi de 44 sementes, no tempo de 24h do lote 3.

3.5 Conclusoes

A amostragem, em nimero de sementes de trigo, para avaliar a condutividade elétrica
individual é de 44 sementes, para lotes em que ndo foram aplicados o envelhecimento
acelerado, é de 27 sementes, para lotes envelhecidos artificialmente, para amplitudes de 3 a 5

uS cm™ semente™, para tempos de embebic&o das sementes de uma a 24horas.
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3.7 Apéndices

APENDICE A — Representacio grafica das estatisticas valor minimo, percentil 2,5%, média,
percentil 97,5% e maximo de 1.000 reamostragens para estimativas da média de
condutividade elétrica individual de diferentes tamanhos de amostra em nimero de sementes
(n) em 1 hora de embebicédo de dez lotes de sementes de trigo (1 - 10). Santa Maria, RS. 2013.
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APENDICE B - Representacdo grafica das estatisticas valor minimo, percentil 2,5%, média,
percentil 97,5% e maximo de 1.000 reamostragens para estimativas da média de
condutividade elétrica individual de diferentes tamanhos de amostra em nimero de sementes
(n) em 2 hora de embebicéo de dez lotes de sementes de trigo (1 - 10). Santa Maria, RS. 2013.
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APENDICE C - Representacio grafica das estatisticas valor minimo, percentil 2,5%, média,
percentil 97,5% e maximo de 1.000 reamostragens para estimativas da média de
condutividade elétrica individual de diferentes tamanhos de amostra em nimero de sementes
(n) em 3 hora de embebicéo de dez lotes de sementes de trigo (1 - 10). Santa Maria, RS. 2013.
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APENDICE D - Representacio grafica das estatisticas valor minimo, percentil 2,5%, média,
percentil 97,5% e maximo de 1.000 reamostragens para estimativas da média de
condutividade elétrica individual de diferentes tamanhos de amostra em numero de sementes
(n) em 4 hora de embebicéo de dez lotes de sementes de trigo (1 - 10). Santa Maria, RS. 2013.
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APENDICE E - Representacdo grafica das estatisticas valor minimo, percentil 2,5%, média,
percentil 97,5% e maximo de 1.000 reamostragens para estimativas da média de
condutividade elétrica individual de diferentes tamanhos de amostra em nimero de sementes
(n) em 8 hora de embebicéo de dez lotes de sementes de trigo (1 - 10). Santa Maria, RS. 2013.
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APENDICE F — Representacdo grafica das estatisticas valor minimo, percentil 2,5%, média,
percentil 97,5% e maximo de 1.000 reamostragens para estimativas da média de
condutividade elétrica individual de diferentes tamanhos de amostra em nimero de sementes
(n) em 24 hora de embebicdo de dez lotes de sementes de trigo (1 - 10). Santa Maria, RS.

2013.
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