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USO DE RAIOS X NA AVALIACAO DA MORFOLOGIA INTERNA DE
SEMENTES DE FEIJAO (Phaseolus vulgaris L.)

USE OF X-RAYS IN EVALUATING THE INTERNAL MORPHOLOGY
OF BEAN SEEDS (Phaseolus vulgaris L.)

RESUMO

As sementes de feijoeiro comum sdo altamente sensiveis as condi¢des ambientais e a0 manejo durante as fases
de colheita, onde muitas vezes a real situacdo fisioldgica do seu interior pode estar comprometida. Através
desse trabalho, foi realizado uma analise com sementes de feijao onde foi realizado um acompanhamento
utilizando a exposicdo a radiagdo respeitando as normas da RAS (Regra para Analise de Sementes), com a
finalidade de se observar a qualidade das sementes, como aspectos externos (aparéncia, tamanho e cor) e
estruturas internas (cotilédone, plimula, hipocoétilo e radicula). Seguindo as normas da RAS (2009), apos a
visualizacdo radiografica foi realizado um teste de germiteste com o Phaseolus vulgaris L. Os resultados deste
trabalho foram expressos através de uma comparagdo entre os sublotes de sementes de feijao usados na
exposi¢do da radiacdo e também nos testes de germinagao.

PALAVRAS-CHAVE: radiacao; analise; germiteste; RAS.

ABSTRACT

Common bean seeds are highly sensitive to environmental conditions and handling during the harvest phases
where the real physiological situation inside them can often be compromised. Through this work, an analysis
was carried out with bean seeds where monitoring was carried out using exposure to radiation respecting the
rules of the RAS (Rule for Seed Analysis), with the purpose of observing the quality of the seeds, such as
external aspects ( appearance, size and color) and internal structures (cotyledon, plumule, hypocotyl and
radicle). Following RAS standards (2009), after radiographic visualization, a germitest test was carried out
with Phaseolus vulgaris L. The results of this work were expressed through a comparison between sublots of
bean seeds used in radiation exposure and also in germination tests.

KEYWORDS: radiation; analysis; germitest; RAS.
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INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro ¢ responsavel por suprir a demanda nacional e internacional
nos requisitos da agricultura e pecudria, com grande contribui¢cdo para a economia brasileira
e seu desenvolvimento. Ao longo dos anos, essa capacidade vem aumentando, com grande
destaque para a producdo de grdos, especificamente um que o brasileiro consome
diariamente, o feijao (UDOP, 2022).

O feijao, cientificamente conhecido como Phaseolus vulgaris L, ¢ um nome comum
para uma grande variedade de sementes de plantas de alguns géneros da familia Fabaceae.
Este grido proporciona nutrientes essenciais como proteinas, ferro, calcio, vitaminas,
carboidratos e fibras (CHAVES e BASINELLO, 2014)

A importancia desse grao para o Brasil ¢ enorme, levando em conta que nas ultimas
décadas a producdo vem aumentando e batendo recordes. Essa produgdo ¢ feita tanto por
pequenos agricultores quanto por grandes produtores (FREITAS, 2006).

Segundo Peske & Levien (2012), a demanda por sementes no Brasil tem
apresentado crescente desenvolvimento, a qualidade torna-se um importante parametro de
avaliagdo e ¢ preciso concentrar esfor¢cos nas melhorias e aspectos como a produgado,
qualidade e efetividade de desenvolvimento dos padrdes de lotes de sementes como um
todo.

A crescente demanda por sementes de bom estado de conservagdao tem gerado a
necessidade de desenvolvimento de tecnologias para a avaliagdo da qualidade dessas
sementes e dentre essas técnicas, destaca-se o uso de raios-X, que ¢ de grande eficacia e de
rapida andlise morfologica (LOBO JUNIOR e BRANDAO e MARTINS 2013).

A importancia da investigacao cientifica em tecnologia de sementes se baseia no seu
uso a fim de reduzir custos e desenvolver novas técnicas de produgdo em diversos
experimentos, cujos objetivos seriam tanto a sua conservagdo ou a sua adaptacdo em
empreendimentos comerciais € em programas de recuperagao de areas degradadas (PUPIM
2008).

O uso da radiografia por meio de raios-X de baixa energia para avaliacdo da
qualidade fisica das sementes ¢ recomendado pela organizacdo de Regras Internacionais
para Analise de sementes (ISTA 1999) que o considera um método rapido e ndo destrutivo,
prescrevendo com a finalidade basica de detectar e analisar as estruturas internas das
sementes, permitindo a visualizacdo de sementes cheias, vazias, mal formadas, com danos

mecanicos ou ataque de



insetos e fungos, e em alguns casos, possibilitando a detec¢cdo de anormalidades no embrido,
além do seu estagio de desenvolvimento (SIMAK; GUSTAFSSON, 1953; SIMAK et al.,
1989).

Apesar de ndo ser considerado um teste de viabilidade de sementes, como os testes
de germinagdo e tetrazolio, a técnica de raios-X auxilia na determinagdo da viabilidade das
mesmas, tendo como finalidade a selecdo e descarte de sementes ou lotes de qualidades
fisicas e fisiologicas inferiores (OLIVEIRA, 2008). A informagdo sobre a ocorréncia de
sementes danificadas e vazias ¢ desejavel, ja que essas sementes influenciam nos resultados
de germinacgao dos lotes (CRAVIOTTO et al., 2002).

Levando em conta a atual capacidade de um teste de germinagdo, ¢ necessario que
seja acompanhado e comprovada a eficacia da imagem radiografica na avaliagdo do estado
da semente, juntamente com o seu desenvolvimento (ISTA, 1999).

O objetivo deste artigo tem como propdsito, realizar uma correlacdo da eficiéncia da
utilizagdo do teste de raios-X, e sua relagdo com o teste de germinagdo para sementes de

Phaseolus vulgaris L. utilizando os métodos de folha de germinacao e de areia lavada.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo do artigo de carater exploratdrio, foram realizadas 2 etapas, na primeira
etapa, foi feita a aquisi¢ao de radiografias das sementes num aparelho de mamografia. Ja na
segunda etapa, foi feito o teste de germinacao com as mesmas sementes.

A aquisi¢do dos graos foi realizada através de uma compra de um vendedor local da
cidade de Pedras de Fogo - PB na feira popular da cidade. O armazenamento das sementes
foi feito evitando a exposi¢cdo a umidade e a agentes patdogenos que viessem a interferir na
qualidade da semente de feijdo. Os mesmos slots de sementes foram usados nos testes de

radiografia e também na germinagao.

2.1 AQUISICAO DAS RADIOGRAFIAS
Os principais materiais utilizados para esta aquisi¢ao foram:
° 4 placas de isopor de 20mm de espessura, caneta esferografica, as 200 sementes, 3

placas de acrilico (nivelar as sementes) e uma régua,



Para melhor manuseio durante a exposi¢ao das sementes e sem comprometer a
qualidade das imagens, foram confeccionados sobre uma placa de isopor, quadrados para

posicionar as sementes, como a figura a seguir.

Figura 1 - Placa de isopor utilizada.

As medidas de distribuicdo foram feitas em 4 placas de isopor iguais a da figura
acima, foram alocadas 50 sementes em cada placa. A medida de cada peca de isopor foi de
22 cmx 12c¢m e cada quadrado tem um espago de 2cm?. A disposi¢ao das sementes foi feita

em 5 fileiras contendo 10 sementes em cada uma.

Figura 2 - Placas de isopor com as sementes

No dia do experimento, foram 4 amostras de sementes ¢ feita s6 1 repeti¢do de cada
sublote das 50 sementes alocadas nas placas de isopor. A exposi¢do das sementes na
imagem ocorreu no consultorio de mamografia e foi utilizado o mamografo para obtengao

das imagens radiograficas.



Figura 3 - Equipamento utilizado para a exposicao e a sala

Fonte: O Autor, 2024.
Para a realizagdo da exposicao, a placa de isopor com as sementes foi posicionada

entre 3 placas de acrilico. Com 2 placas acima das sementes e 1 abaixo da placa de isopor.

Figura 4 - Posicionamento no equipamento de mamografia

Na ima{gem (A) serva— a posicao das placas de acrilico e a de isopor. (B) - Visualizacao por
cima. (C) - Placa de acrilico utilizada; - Fonte: O Autor, 2024.
As sementes foram dispostas em cima de uma placa de isopor, com numeracao de
1 a 50 na placa A, 1 a 50 na placa B, e assim sucessivamente até a placa D. As sementes nao
foram fixas com nenhum material adesivo, mas foram realizadas perfuracdes suficientes

para caber uma semente em cada quadrado a ponto de ndo ficarem fundas ou expostas e

atrapalhar o nivelamento das placas de acrilico.



Figura 5 - Equipamento de mamografia, sementes e marcadores.

Nas imagens - (A) - ficou com uma distancia de aproximadamente 4 cm da bandeja de compressdo até o filme
radiografico. (B) - Primeiras sementes sendo colocadas de forma retilinea com a altura da placa. (C) -

Marcadores feitos com clipe, para poder diferenciar as imagens radiograficas. - Fonte: O Autor, 2024,

As primeiras visualizacdes das radiografias foram como esperadas e totalmente
satisfatorias, ocorreu sO 1 repeticdo necessaria da bandeja 2 de isopor por conta da
colimagdo - porém ndo comprometeu a obtencao final das imagens.

Figura 6 - Primeiras imagens das sementes

.00?'.

Os parametros utilizados para a aquisicao das sementes foram feitos na hora da
exposicao, testando diferentes valores de kV (€ responsavel pela escala de contraste,a

diferenga entre tons de cinza) e mAs (parametro que define a densidade radiografica).



Os fatores escolhidos foram uma dose de 22 kV e 160 mAs, o mamdgrafo usado
foi o GE 700T da categoria Senographe, os cassetes usados foram da Carestream Classic
CR - Direct View.

As analises dos dados foram feitas para determinar quantas sementes cheias
conseguiram se desenvolver e até em que grau (tamanho da plantula) ou se ndo germinaram.
Relacionar o grau de desenvolvimento das sementes mal formadas e das vazias. Todas elas
serdo comparadas com as imagens feitas com o raios-X.

Determinando se de fato, uma semente saudéavel, se desenvolve ou pode ter efeitos
adversos, e se as sementes mal formadas também conseguem um bom empenho mesmo com
uma parte do embrido danificado.

As imagens digitais foram melhoradas e analisadas utilizando o software Imagel

versao Fiji (https://imagej.net/software/fiji/), de modo que facilite a visualizacdo da

estrutura interna das sementes e permita uma melhor comparagdo com os testes de
germinagdo e desenvolvimento da plantula posteriormente.

As imagens digitais foram melhoradas utilizando o ajuste de brilho e contraste com a
ferramenta Window/Level (figura 11A). Para facilitar a visualizagdo, a escala de cinza das
imagens foi convertida em uma escala colorida, utilizando a escala Red/Green, dando uma

outra perspectiva de tons (11B).

2.2 TESTES DE GERMINACAO
2.2.1 PRIMEIRO TESTE - PAPEL DE GERMINACAO.

O teste de germinagao foi feito nos laboratorios de multidisciplinar 06 e 07 do campus
da faculdade Nova Esperanga. A data do primeiro teste com a folha de germinagao ocorreu
no dia 15 de agosto de 2024.

Os principais materiais utilizados foram:
- 8 folhas de germinacdo, 22 ml de 4gua destilada, 8 ligas eldsticas, uma bandeja (para
dispor as folhas umidas) e papel-filme (para manter a umidade).

A RAS (2009), determina que para o teste de germinacdo ¢ necessario realizar
algumas etapas, como a pesagem das folhas de germinacdo e realizar um calculo, para que
com essa informacao, seja possivel saber a quantidade de dgua necessaria para que nao
comprometa o teste, mas estimulando a quebra dorméncia fisica e evitando que o papel

fique encharcado.


https://imagej.net/software/fiji/

Primeiramente ocorreu a pesagem de duas folhas de germinagdo, que virou um peso
padrdo, onde se obteve um peso aproximado de 7,0957¢g na primeira, e 7,0327g na segunda.
ApoOs esses resultados foi feita a soma de ambas, que deu 14,1284 e tira a média que se
obteve 7,0642. Na RAS aborda que pode realizar o calculo de peso médio obtido por 2,5 a 3
vezes o volume do papel, para este teste ficou 21,1926 ml de dgua, valor obtido através do
limite que foi usado o fator de 3 x o peso.

O teste pratico foi feito seguindo os passos a seguir:
1. Foi colocado a primeira folha dentro de uma bandeja e adicionado a medida de dgua
(22 ml), deixando-a totalmente molhada;
2. Estendeu-se a folha totalmente rente a bancada higienizada, distribui-se 50 sementes
na folha - respeitando um espagamento entre elas.
3. Na segunda folha, realizado também o mesmo procedimento que na primeira,
colocada na bandeja, adicionada a 4gua destilada e retirada apos estar totalmente molhada.
4. Colocada em cima das sementes e da primeira folha estendida na bancada - com o
intuito de fazer um fechamento por cima.
5. Ap0s isso, foram feitas dobras nas bordas para evitar que ao enrolé-las, para evitar
que alguma semente escapasse € ao final, foi colocado dois eldsticos para evitar a abertura
das folhas.
6. Foram levadas até o laboratério com a B.O.D e colocadas a uma temperatura de

25°C, com luz e circulagdo constantes.

Figura 7 - Sementes de feijao, postas na bandeja de metal e protegidas por papel filme.




2.2.2 SEGUNDO TESTE - AREIA LAVADA E FOLHA DE GERMINACAO.

No dia 20 de agosto, foi realizado um novo método de germinagdo, dessa vez
utilizando também a areia lavada. O processo com a folha de germinacao feita anteriormente
foi utilizando alguns pardmetros, porém com novas metodologias.

De acordo com a RAS (2009), para o teste de germinagdo utilizando a areia, ¢
necessario seguir algumas especificagdes, como:

° Controle do PH de 6,0 a 7,5;

o Os graos devem ser de tamanho uniforme (ao longo da peneiracio,
removendo grandes graos);

° Capacidade suficiente de areia em reter a agua;

Seguindo essas recomendacgdes, o procedimento de germinacao do tipo Entre Areia
(EA), foi feito no laboratério utilizando os seguintes objetos:

Areia lavada (esté ja estando esterilizada), peneira Mesh ,2 bandejas e 4gua destilada -

aproximadamente 1 litro;

Figura 8§ - Materiais utilizados para teste com a areia lavada.

Font: O Autor, 2024.
O procedimento de Entre Areia executado foi:

° Foi feita a peneiracdo da areia com a finalidade de separar os graos de areia -
tamanho aceitdvel. Em outra bandeja, foi realizada a distribuicdo da areia de forma uniforme
e sem nivelamento - ¢ feita a umidificag¢ao do solo;
° Em seguida, foram postas as sementes 50, sendo 5 fileiras com 10 em cada parecida
com a distribui¢ao na folha de germinagdo. Foi sobreposta uma nova camada de areia, com a

finalidade de cobrir as sementes - formando assim 1 cm (RAS, 2009);



° Por final, a bandeja com as sementes foi umedecida, postas em uma estante no
laboratorio e com um medidor de temperatura - seguindo a temperatura ambiente (entre
24°C a 26°C) - e sempre com iluminagao (do tipo estufa).

Figura 9 - Distribuigdo das sementes sobre a areia ja umedecida com agua destilada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 ANALISE DAS RADIOGRAFIAS.

Figura 10 - Comparativo da visualizacdo das sementes da bandeja 4.

Como observado acima, com a aplicacdo da escala colorida, alguns detalhes da
imagem em escala de cinza ndo sdo perceptiveis, na colorida ¢ mais facil de ser observado.

A utilizacdo de outras escalas na imagem ¢ uma pratica comum em medicina nuclear,



principalmente para aprimorar e ressaltar regides de interesse a serem investigadas para
diagnosticar patologias.

Analisando as sementes isoladamente, € possivel observar defeitos nas sementes
mais facilmente na escala colorida, na escala de cinza, alguns detalhes podem passar
despercebidos, como exemplificado na figura 11B. Nesta perspectiva, a semente tem uma
falha interna no embrido. Em ambas as imagens ¢ perceptivel essa anomalia, todavia, com o
uso da escala Red/Green foi notdéria a visualizacdo da semente danificada. Com essa

aproximacao, fica nitida essa anormalidade que a semente apresenta.

Figura 11 - Semente danificada

Apods analisar as imagens radiograficas, as sementes foram distribuidas em 3
categorias, para que apos o teste de germinagdo, a porcentagem de sementes boas nas
radiografias, seja comparada com a quantidade de germinagdes feitas nos testes. A
classificagdo foi representada na figura a seguir.

Figura 12 - Representac@o em tabela e graficos dos dados das sementes da radiografia

CLASSIFICAGAO DO ESTADO VAZIA
INTERNO DAS SEMENTES DE o
FEIJAQ (Phaseolus Vulgaris L.)

CHEIA 84
DANIFICADA 8%
VAZIA 27

DANIFICA...

Como expressado acima, todas as 200 sementes foram analisadas nas imagens

radiograficas e com o uso da imagem original (em tom preto e branco), como também usado



o melhoramento no Fiji com a escala Red/Green que teve uma grande contribui¢do para uma

outra perspectiva. Foram classificadas em 84 sementes cheias, 89 danificadas e 27 vazias.

3.2 ANALISE DA GERMINACAO DAS SEMENTES.
3.2.1 - PRIMEIRO TESTE - 1° DIA DE OBSERVACAO.

Como o dia de germinagao ocorreu no dia 15 de agosto, e a RAS (2009) informa que
os dias de observagdo devem ser no 4° e 9° dia. No dia 19 de agosto, ocorreu a primeira
contagem.

Ao abrir 2 dos 4 sublotes de germinagdo, verificou-se que estavam muito secos -
possivelmente a ventilagdo da B.O.D pode ter influenciado na perda de umidade da folha.
ApOs abrir os 2 sub lotes, verificou-se que nenhuma das 200 sementes teve algum progresso
de germinagdo, pelo contrario, algumas acabaram ficando enrugadas e por estarem assim,
nenhuma entrou no estagio de germinacao.

Figura 13 - Sementes de feijao envoltas no papel de germinagéo, no 1° dia de verificagao.

Sementes de feijdo envoltas no papel de germinagéo e amarradas com elastico. Fonte: O
Autor, 2024.
Figura 14 - Abertura dos sublotes de feijao.

Com a perda de umidade e sublotes perdidos, foi feito o descarte das sementes e da folha de

germinacao.



3.2.2 - SEGUNDO TESTE - 1° DIA DE OBSERVACAO.

No 1° de observagdo realizado no dia 23 de agosto, as sementes ndo foram abertas da
folha de germinacdo, pois so6 foi usado um sublote de 50 sementes. Todavia, as sementes
foram retiradas da protec¢do plastica para ser umedecida, ndo estavam secas, porém, foram
molhadas com a finalidade de ndo acabar ressecando a folha. Em outro aspecto, o recipiente
(com agua), colocando dentro da B.O.D para ajudar a controlar a umidade. o mesmo estava
pela metade, foi posto mais agua e por fim fechado a estufa.

Figura 15 - Sementes de feijao na B.O.D no 1° dia de observacao

Na areia lavada, até aquele momento nenhuma semente tinha desenvolvido nenhuma
estrutura que pode ser observada por cima, isto €, nenhum sinal de rompimento do solo que
geralmente ¢ ocasionado pela semente, quando 50% do seu cotilédone se desenvolve e fica

visivel.

Figura 16 - Bandeja das sementes com a areia lavada

Foi feita uma umidificacdo com agua destilada em toda a area da areia lavada, pois
foi observado que ela estava seca e um pouco dura (superficie). Apds isso foi colocada de

volta nessa estrutura observada acima que simula uma estufa.



3.2.3 - SEGUNDO TESTE - 2° DIA DE OBSERVACAO.
No 2° dia de observacao, as sementes na folha de germinacao foram abertas e

analisadas, pode se observar na imagem a seguir:

Figura 17 - Folha de germinagdo aberta com o desenvolvimento das sementes

Como observado acima, os resultados obtidos foram dentro das condigdes do
experimento, tendo em vista que as sementes nao sdo ideais para o cultivo.
Os resultados da folha de germinacao foram:

Figura 18 - Desenvolvimento visivel das sementes.




Visivelmente, 15 das 50 sementes da folha de germinagao se desenvolveram além do
estagio VO (Germinagdo), muitas chegaram a V1 (Emergéncia) e uma ao V2 (Folhas
primarias) - em destaque no retangulo verde. Em porcentagem, a taxa de germinacao direta
foi de 30%.

Como observado acima, 5 das 50 as sementes em destaque em amarelo, chegaram a ter algum grau
de quebra da dorméncia, porém ndo chegaram a se desenvolver completamente do V0. Expresso em
porcentagem ¢ de 10%.

As sementes acima ndo chegaram a germinar e quebrar a dorméncia fisica ou acabaram

apodrecendo durante o periodo de germinagao. Foram 30 das 50 sementes, expressando em

porcentagem foi de 60%.

Figura 19 - Representagdo em tabela e graficos dos dados das sementes germinadas

CLASSIFICACAO DA

= V2
GERMINACAO DAS 7.0%
SEMENTES DE FEIJAO
(Phaseolus Vulgaris L.)
Vo 30 Vi
Vi 19 38.0%
V2 1

Figura 20 - Bandeja com areia lavada e sementes de feijao ndo germinados.




Na areia lavada ndo houve nenhuma semente germinada, o que se pode constatar foi
que mesmo com a umidificacdo da terra no 4° de observagao, o grau de umidade nao foi o
suficiente para as sementes germinarem. Portanto, nenhuma das 50 sementes postas na areia
lavada tiveram desenvolvimento. Taxa de germinacdo de 0%.

Um estudo da area da agronomia realizou a utilizagdo dos raios-X para a analise de
danos mecanicos em sementes de feijao que sofreram danos causados por insetos, como no
trabalho intitulado: “Utilizacdao de raios-X na avaliacdo de danos causados por caruncho em
sementes de feijao-caupi”(Melo et al., 2010). O trabalho teve o objetivo de identificar os
danos causados por caruncho (Callosobruchus maculatus) e sua relacdo com a qualidade
fisiologica das sementes de feijao-caupi, por intermédio da andlise de raios-X e de teste de
germinacgdo, onde os resultados foram expressos destacando os danos no eixo embrionario e
nos cotilédones.

Outro estudo comparativo feito no Brasil sobre a utiliza¢do de raios-X foi um estudo
sobre: “Analise de imagens na avaliacdo de danos mecanicos e causados por percevejos em
semente de feijao” (Forti et al.,2008). O método de anélise também se deu por utilizacao do
teste de germinagdo, para além das imagens radiograficas. Os pontos de avaliacdo das

sementes também focaram em danos mecanicos gerais das sementes.

CONCLUSAO

Realizando um comparativo entre as imagens radiograficas, com o teste de
germinagdo observa-se um grau semelhante de resultados. Na andlise das imagens
radiograficas das 200 sementes, 84 (42%) estavam em bom estado para desenvolvimento,
enquanto 116 (58%) apresentaram algum grau de danificagdo (parcial ou total).

Na folha de germinagdo a taxa de sementes germinadas e ndo germinadas foi de 38%
e 62% respectivamente, colocando em evidéncia que tem sim uma relagdo de grau de
confianca da utilizacdo da imagem radiografica para essa rapida analise que vai além do
tradicional teste de germinacao.

A taxa de comparagdo obtida nesse trabalho foi de 4% de diferenca: 42% na
radiografia para 38% em germinacdo das boas sementes e 58% para 62% das sementes

danificadas.
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