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RESUMO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) € uma espécie relativamente bem estudada,
contudo faltam informacdes sobre a aquisicdo da qualidade fisiologica ao longo
da maturacdo. Determinar o periodo em que cada componente da qualidade
fisiolégica é adquirido permite um ajuste no momento ideal da colheita e
consequentemente uma colheita no periodo em que a semente se encontra
com o maximo de qualidade fisiologica. Este trabalho teve como objetivo,
determinar quando sementes de Vigna unguiculata adquirem qualidade
fisiologica, incluindo a aquisi¢cao de tolerancia a dessecacao e a longevidade. O
estudo foi realizado na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(UNESP), Faculdade de Ciéncias Agron6micas - Laboratorio de Analise de
Sementes - Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal (DPMV),
Campus de Botucatu-SP. A producdo de sementes foi realizada em abril de
2015, seguida de coleta e caracterizacdo morfolégica das sementes nos
estadios reprodutivos 17, 20, 23, 25, 28, 31, 34, 37 e 40 dias apds a antese
(DAA). Para cada estadio foi determinado o teor de agua, massa fresca, massa
seca, germinacdo e vigor nas sementes frescas. Em seguida sementes foram
submetidas a secagem e foi realizado o teste de germinacdo para se
determinar a aquisicao de tolerancia a dessecacdo. As sementes secas foram
entdo armazenadas a 35°C e 75% umidade relativa, para caracterizar a
aquisicdo de longevidade. A qualidade fisiolégica (germinacéo, tolerancia a
dessecacdo, vigor e longevidade) em feijdo-caupi € adquirida ao longo da
maturacdo da semente. O acumulo de massa seca se iniciou proximo aos 17
DAA e atingiu o maximo aos 31 DAA. A germinacdo foi iniciada aos 28 DAA e
atingiu seu maximo aos 37 DAA. A tolerancia a dessecacdao foi iniciada a partir
dos 28 DAA atingindo seu maximo aos 31 DAA. O vigor e a longevidade foram

iniciados a partir dos 31 DAA apresentando seus maximos aos 37 DAA.

Palavras-chave: maturidade fisiolégica, ponto de colheita, tolerdncia a

dessecacdao, longevidade.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) is a relatively well-studied specie, but lack
information on the acquisition of physiological quality throughout maturation.
Determine the period in which each physiologic component is obtained allows
an adjustment in the optimal time of harvesting a crop and consequently the
period in which seed acquire the maximum physiological quality. This study
aimed to determine when Vigna unguiculata seeds acquire physiological quality,
including acquisition of desiccation tolerance and longevity. The research was
conducted at the Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho
(UNESP), Faculty of Agricultural Science - Laboratory of Seed Analysis -
Department of Plant Breeding and Production, Botucatu-SP. Seed production
was performed at the beginning of the year 2015, followed by collection and
morphological characterization of the seeds in the reproductive stages 17, 20,
23, 25, 28, 31, 34, 37 and 40 days after anthesis (DAA). For each stage was
determined the water content, fresh weight, dry weight, germination and vigor
on fresh seeds. Then seeds were submitted to drying and carried out the
germination test to determine the acquisition of desiccation tolerance and
longevity. The dried seeds were then stored at 35 ° C and 75% relative
humidity, to characterize the acquisition of longevity. The physiological quality
(germination, desiccation tolerance, vigor and longevity) of Vigna unguiculata is
acquired during seed maturation, after the maximum dry matter accumulation.
The dry matter accumulation began close to 17 DAA and reached the maximum
at 31 DAA. Germination was acquired at 28 DAA and reached its maximum at
37 DAA. The desiccation tolerance was acquired from 28 DAA reaching its
maximum at 31 DAA. The vigor and longevity were acquired from 31 DAA
showing their maximum to 37 DAA.

Keywords: physiological maturity, harvest time, desiccation tolerance,
longevity.
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1 INTRODUCAO

A globalizacdo do agronegdcio vem provocando reflexos na cadeia produtiva de
varias culturas, principalmente, das que dependem do uso de grande quantidade de
insumos (fertilizantes e defensivos agricolas). Com esse alto volume de insumos
sendo utilizado, o custo de producdo estd se elevando a cada ano e como
consequéncia os produtores tém buscado novas opcdes para seus negocios
(FREIRE FILHO et al., 2011; SINGH, 2006).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L) Walper), também conhecido como feijao-
de-corda ou feijdo-macassar, € pertencente a familia das leguminosas (Fabaceae)
que vem ganhando forca como uma das opcdes para os produtores. Além de uma
excelente fonte de proteinas, vitaminas e minerais para dieta basica de parte da
populacdo da Africa, Brasil e india (NG, 1990; PEDALINO et al, 1992
OLUWATOSIN, 1998) é uma espécie rustica bem adaptada as condi¢des de climas
e solos de regides tropicais e subtropicais e a0 mesmo tempo possuidora de grande
variabilidade genética (devido provavelmente as adaptacdes sofridas ao longo do
tempo), o que a torna versatil, podendo ser usada em diferentes sistemas de
producdo, tradicionais ou modernos (FREIRE FILHO et al.,, 2005; ANDRADE
JUNIOR et al., 2002).

No Brasil, historicamente, a producdo de feijdo-caupi concentra-se nas regioes
Nordeste e Norte do pais, no entanto, a cultura esta conquistando espaco na regido
Centro-Oeste, em razdo do desenvolvimento de cultivares com caracteristicas que
favorecem o cultivo mecanizado (SILVA, 2011). Por possuir diversas utilidades,
todas as partes da planta podem ser aproveitadas, tanto para consumo humano,
como para forragem verde, feno, silagem e racdo; € muito usado em rotacdo de
culturas e adubacédo verde, visando a recuperacdo da fertiidade dos solos
(MORAIS, 2002).

A qualidade de um lote de sementes € representada por um somatério de
atributos genéticos, fisicos, fisioldégicos e sanitarios. O atributo fisiolégico relaciona-
se com o0 metabolismo da semente para expressar seu maximo potencial e é
representado pela germinacao, tolerancia a dessecacao, vigor e longevidade. E é na
maturidade fisiolégica que se tem o maximo de qualidade fisiol6gica, ou seja, é

guando se tem o maximo de vigor, maximo acumulo de massa seca, maxima
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germinacgéo e longevidade (POPINIGIS, 1985). Todavia, ha cada vez mais estudos,
incluindo em leguminosas, que mostram que as caracteristicas de qualidade
fisiologica das sementes sdo sequencialmente adquiridas ap0s a maturidade
fisioldgica, ap0s o0 maximo acumulo de massa seca, quando as sementes perdem
agua ainda na planta (SANHEWE; ELLIS, 1996b). Portanto, cada vez mais se tem
estudado sobre o exato momento em que cada espécie adquire seu maximo
acumulo de massa seca, seu maximo potencial de vigor e germinacdo e
principalmente seu maximo potencial de longevidade para assim obter uma semente
com a maxima qualidade. Nem todas as espécies adquirem esses fatores ao mesmo
tempo o que dificulta saber o momento ideal da colheita. Assim, o conhecimento da
aquisicdo e do comportamento de cada fator para cada espécie pode facilitar o
entendimento do momento ideal de colheita, visando maxima qualidade fisiologica.

A tolerancia a dessecacéao e a longevidade (ou capacidade de armazenamento)
de uma semente s&o as caracteristicas de sobrevivéncia mais importantes no banco
de sementes do solo e no armazenamento convencional de sementes. S&o eles,
juntamente com um ambiente adequado, que permitem gque a semente seja
armazenada por um longo periodo de tempo, tanto para ser utilizada em um préximo
plantio quanto para a conservacao da espécie em banco de sementes, sem perder
sua qualidade inicial (ELLIS; PIETRA-FILHO, 1992). O tempo que a semente fica no
campo aguardando a colheita também € muito importante na qualidade da
sementes, quanto mais longevidade a semente tem mais ela conseguira permanecer
no campo sem perder a qualidade fisiolégica e para isso é necessario entender o
padréo de aquisicdo de longevidade da espécie que estd no campo.

O feijdo-caupi € uma espécie relativamente bem estudada, contudo faltam
informacgBes sobre a aquisicdo da qualidade fisiol6gica ao longo da maturacéo.
Determinar o periodo em que cada componente da qualidade fisiol6gica é adquirido
permite um ajuste no momento ideal da colheita e consequentemente uma colheita

no periodo em que a semente se encontra com o maximo de qualidade fisioldgica.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve o objetivo de determinar quando os componente da qualidade
fisioloégica de sementes de feijdo-caupi sdo adquiridos
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracterizacdo da espécie Vigha unguiculata

3.1.1 Origem, distribuicdo e importancia econémica

O feijao-caupi (Vigna unguiculata) € originario da Africa, tendo sido domesticado
nas regibes semiaridas desse Continente, onde ainda se encontram as areas de
maior produgéo, associadas ao sorgo, milho e milheto, constituindo-se em umas das
principais fontes de subsisténcia alimentar. O feijdo-caupi se desenvolve
adequadamente em ampla faixa geogréafica, desde a latitude 40 °N até 30 °S,
adaptando-se tanto a terras altas como baixas, no oeste da Africa, na Asia, na
Ameérica Latina e na América do Norte (FREIRE FILHO et al., 2005). Entre todos os
paises, os principais produtores mundiais sdo a Nigéria e o Niger (QUIN, 1997;
SILVA, 2009).

Watt (1978) e Freire Filho (1988) citam que sua introduc¢éo no Brasil ocorreu pelo
estado da Bahia, a partir do qual, o feijao-caupi foi levado pelos colonizadores para
outras areas da regido Nordeste e para outras regides do pais. Por outro lado,
Simon et al. (2007) sugerem que mais de um evento de introdugdo de diferentes
regides da Africa deve ter ocorrido, especialmente considerando que houve
migracdo de escravos africanos de diferentes regides para nosso pais. No nordeste
brasileiro, o feijdo-caupi € um dos principais componentes da dieta alimentar, pois
seus graos sao de alto valor nutricional, devido ao seu elevado teor proteico (LIMA
et al., 2007). No geral, apresenta cerca de 60% de carboidratos, 1,3% de gorduras e
3,9% de fibras. Seu valor proteico (em torno de 23,4% na composicdo média da
semente) é superior ao do feijdo comum (Phaseolus vulgaris) (EHLERS; HALL,
1997).

O cultivo dessa leguminosa € realizado em trés safras, sendo a primeira
denominada “safra das aguas”, a segunda “safra da seca”’ e a terceira “safra de
outono/inverno”. A 12 safra, de acordo com o calendario, o plantio da Regido Centro-
Oeste, Sul e Sudeste vai de agosto a dezembro e a colheita nos meses de
dezembro a abril. J& na Regido Norte e Nordeste, o plantio é outubro, novembro e

dezembro e a colheita em janeiro a maio.
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O plantio da 22 safra abrange todos os estados brasileiros e de acordo com o
calendéario, o plantio da Regido Centro-Oeste, Sul e Sudeste vao de janeiro a abril, e
a colheita nos meses de marco a agosto. Ja na Regido Norte e Nordeste, o plantio
fica entre os meses janeiro a junho e a colheita em abril a setembro. O plantio da
Regido Centro-Oeste, Sul e Sudeste na 32 safra vai de margo a junho e a colheita
nos meses de junho a setembro. JA na Regido Norte e Nordeste, o plantio é

realizado nos meses de abril a julho e a colheita em junho a setembro (SEAB, 2015).

No ano de 2016 a producédo de caupi na primeira safra foi de aproximadamente
80 mil toneladas sendo que 90% da producdo ocorreu no Nordeste. Na segunda
safra a producéo foi de 272 mil toneladas sendo Centro-Oeste com 52% e Nordeste
com 48%. Na terceira safra a producéo foi de 40 mil toneladas sendo o Nordeste e 0
Norte os responséveis por essa producdo com respectivamente 52% e 48%. Os
principais estados produtores dessa leguminosa sdo Ceara, Piaui, Bahia, Tocantins,
Rio Grande do Norte, Maranhdo e Mato Grosso (CONAB, 2016).

3.1.2 Classificacédo Botanica e Caracteristicas morfolégicas

O feijdo-caupi € uma planta Dicotyledonea pertencente a ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género
Vigna, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. (ONOFRE, 2008). O caupi, uma
leguminosa anual e herbacea, produz frutos do tipo vagem e, dependendo da
variedade, pode apresentar porte mais alto. O sistema radicular é pivotante, formado
por uma forte raiz principal com muitas ramificacdes laterais (ROCHA, 2001). As
flores sdo hermafroditas e autdgamas. A planta se desenvolve bem em condicdes de
alta temperatura, solos arenosos ou de textura média, com boa drenagem. A
propagacao é feita exclusivamente por sementes e a semeadura é direta no campo
(ARAUJO et al., 1984).

As primeiras folhas surgem em par, simples ou unifolioladas e opostas; as
seguintes sédo trifolioladas, longo-pecioladas, alternadas e compostas. Apresenta
habitos de crescimento determinado e indeterminado, onde no primeiro tipo, o caule
produz um numero limitado de ndés e para de crescer quando emite uma
inflorescéncia (ARAUJO et al., 1981); ja nas plantas de crescimento indeterminado,

0 caule continua crescendo e emitindo novos ramos secundarios e gemas florais.
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Este tipo € o mais comumente cultivado no Brasil. Quanto ao porte, distinguem-se:
ereto, semi-ereto, prostrado e semi-prostrado (FREIRE FILHO et al., 2005).

As inflorescéncias do feijao-caupi sdo formadas a partir de um eixo central,
consistindo em um racemo modificado com seis a oito pares de gemas florais. Os
pares de gemas florais s&o dispostos alternadamente, em uma sucesséo acropetal,
em um eixo entumecido denominado almofada. As flores sédo zigomorfas e estao
distribuidas aos pares, no racemo, na extremidade do pedunculo; tém os 6rgaos
masculinos e femininos bem protegidos pelas pétalas, em numero de cinco, de
coloracg&o branca, amarela ou violeta (TEOFILO et al., 2001). O androceu apresenta-
se incluso em relacdo a corola e € composto de dez estames, sendo um livre e nove
unidos (diadelfos); o gineceu apresenta ovario multilocular com estilete piloso do
lado interno e estigma obliguo (ROCHA et al, 2001). Apés a fecundacao
(autogamia) as bracteas caem, e geralmente s6 de duas a trés flores se convertem

em frutos, sendo que as demais abortam.

Os frutos sao legumes cilindricos, retos ou curvados, deixando visivel a posicéo
interna das sementes. As sementes sao muito variaveis na forma, tamanho e
coloracdo (dependendo da cultivar). A forma da semente pode ser alongada,
alongada-reniforme, ovoide ou globosa-angular, levemente comprimida ou, as
vezes, cilindrica e eliptica. O tegumento é coriaceo, com coloracdo que varia do
branco-creme, castanho-amarelado-claro, vermelho-escuro, castanho-purpureo,
preto ou bicolor e, variavelmente, marmoreada, com superficie glabra, levemente

brilhante, lisa ou, as vezes, com fina rugosidade transversal (LORENZI, 2000).

3.1.3 Ciclo e ciclo fenoldgico

Segundo Freire Filho et al. (2000), o feijao-caupi, quanto ao ciclo pode ser
classificado em: ciclo superprecoce — a maturacdo € atingida até 60 dias apds a
semeadura; ciclo precoce — a maturidade é atingida entre 61 e 70 dias ap6s a
semeadura; ciclo médio — a maturidade € atingida entre 71 e 90 dias apés a
semeadura; ciclo médio-tardio: a maturidade € alcancada entre 81 e 90 dias apos a
semeadura e ciclo tardio — a maturidade é atingida a partir de 91 dias apés a
semeadura. Com relacdo ao ciclo fenolégico, o feijdo-caupi pode ser identificado

segundo Campos et al. (2000) de acordo com a tabela abaixo:
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Tabela 1 - Ciclo fenolégico do feijdo-caupi (Vigha unguiculata) de acordo com Campos et al.

(2000).
Fase Vegetativa
VO | Semeadura
V1 | Os cotilédones estdo emergidos na superficie do solo
As folhas unifolioladas encontram-se completamente abertas, e as duas
ve margens estao completamente separadas
A primeira folha trifoliolada encontra-se com os foliolos separados e
Vs completamente abertos
A segunda folha trifoliolada encontra-se com os foliolos separados e
va completamente abertos
A terceira folha trifoliolada encontra-se com os foliolos separados e
Ve completamente abertos
Os primoérdios do ramo secundario surgem nas axilas das folhas unifolioladas,
Ve podendo também ser observados nas axilas das primeiras folhas trifolioladas
V7 | A primeira folha do ramo secundério encontra-se completamente aberta
V8 | A segunda folha do ramo secundario encontra-se completamente aberta
V9 | A terceira folha do ramo secundario encontra-se completamente aberta
Fase Reprodutiva
R1 | Surgem os primordios do primeiro botéo floral no ramo principal
R2 | Antese da primeira flor, geralmente oriunda do primeiro botéo floral
Inicio da maturidade da primeira vagem, geralmente oriunda da primeira flor.
R3 | Estadio caracterizado pelo inicio da mudanca de coloragéo das vagens devido
ao inicio da secagem das mesmas
R4 | Maturidade de 50% das vagens da planta
R5 | Maturidade de 90% das vagens da planta
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3.1.4 Caracterizagao da cultivar - BRS Guariba

A cultivar. BRS Guariba foi obtida do cruzamento da linhagem IT85F-2687,
introduzida do International Institute of Tropical Agriculture (IITA), em Ibadan,
Nigéria, com a linhagem TE87-98-8G, do Programa de Melhoramento da Embrapa
Meio-Norte, em Teresina-Pl. E uma cultivar com ciclo precoce em torno de 61-70
dias, com florescimento médio de 41 dias apds emergéncia, planta de porte
semiereto, gréo de coloracdo branca, com teor de proteina na faixa de 22% e de
tamanho médio (massa média de 100 grdos ¢é de 19,5 g). Além disso, a cv. BRS
Guariba é resistente ao mosaico do feijdo-caupi, transmitido por pulgdo (Cowpea
aphidborne mosaic virus — CABMV), e ao mosaico dourado do feijdo-caupi (Cowpea
goldenmosaic virus — CGMV), é moderadamente resistente ao oidio (Erysiphe
polygoni) e a mancha café (Colletotrichum truncatum) e é moderadamente tolerante
a seca e a altas temperaturas (VILARINHO, 2007).

3.2 Qualidade fisiol6gica da semente

A qualidade da semente é definida por um somatério dos atributos genéticos,
fisicos, fisiolégicos e sanitarios, e quando esses atributos ndo expressam seu
maximo afetam a sua capacidade de originar plantas de alta produtividade. A
gualidade fisiolégica da semente significa sua capacidade de desenvolver suas
funcBes vitais, abrangendo germinacdo, tolerdncia a dessecacgdo, vigor e
longevidade (POPINIGIS, 1985).

Sementes de baixa qualidade, com germinagdo e vigor reduzidos, originam
lavouras com populacdo inadequada de plantas acarretando em instabilidade e
prejuizo econdmico para o produtor, sendo assim, para que se obtenha altas
produtividades de grdos ou sementes recomenda-se a utilizacdo de sementes de
gualidade comprovada. Sementes de baixa qualidade apresentam decréscimo na
porcentagem de germinacdo, aumento de plantulas anormais, reducéo do vigor de
plantulas e diminuicdo do potencial de armazenamento. A taxa de utilizacdo de
sementes melhoradas (percentual de sementes legais utilizadas pelos agricultores)
em outras culturas produtoras de graos (arroz, milho, soja, trigo), acima de 50%, tem
sido considerada como um dos fatores responsaveis por cerca de 70% dos
acréscimos de produtividade de grdos nos ultimos dez anos, sendo a “cultivar” o
fator preponderante (YOKOYAMA et al., 2000).
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O entendimento da aquisi¢do da germinacéo, do vigor, das fases de aquisicéo e
perda a dessecacado, assim como a aquisicdo de longevidade, € fundamental para o
entendimento dos mecanismos controladores dos processos de formac&do/maturacéo
de sementes e dos processos envolvidos na germinacdo (BARBEDO; MARCOS
FILHO, 1998).

3.2.1 Maturacao da semente

A partir da fertilizacdo, o oOvulo fecundado sofre uma série de alteracdes
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas, que levam a formacdo da semente. Trés
fases caracterizam esse processo: a fase 1 que correspondem as divisbes e
alongamento celular (o alongamento se inicia no final da fase 1 e continua na fase
2); a fase 2, também conhecida como maturacdo da semente, onde ocorre 0
acumulo de reservas e a fase 3, onde apds o total acimulo de massa seca as
sementes comecam a perder conteddo de &gua e a reduzir seu metabolismo
(BEWLEY et al., 2013; DURE IlI, 1975; MARCOS FILHO, 2005).

A maturidade fisiolégica € o0 momento em que cessa a transferéncia de massa
seca da planta para as sementes. Alguns autores afirmam que nesse ponto as
sementes apresentam maximo acumulo de massa seca e maximo potencial
fisiolégico (ou seja, maxima germinacéo e vigor). Nesse ponto, a semente € capaz
de desenvolver, com eficiéncia plena, todas as funcbes fisioldégicas que lhe séo
inerentes (POPINIGIS, 1985; FRANCA NETO, 1984; BARROS, 1986; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Para a obtencdo de uma semente de qualidade seria ideal

entdo, que as sementes fossem colhidas na sua maturidade fisiolégica.

Contudo, Ellis e Pietra-Filho (1992) determinaram o ponto de maximo acumulo
de massa seca como “maturidade de massa”, pois foi observado que as sementes
adquiriram o maximo potencial fisiolégico ap6s a “maturidade fisioldgica”. Estudos
com diversas espécies (como por exemplo, tomate, pimentédo, feijdo e Arabidopsis)
de acordo com Bewley et al. (2013), confirmam que a qualidade fisiolégica continua
a aumentar apoés ter atingido a maturidade fisiol6gica, e por isso entdo estudos
relacionados a aquisi¢cdo da qualidade fisiolégica vém sendo desenvolvidos a fim de
se conhecer o padréo de aquisicdo de qualidade em cada espécie, podendo assim
determinar o ponto ideal de colheita para obter sementes com maximo potencial

fisiologico.
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3.2.2 Germinagéao

As sementes ortodoxas (sementes que ao final da maturacdo passam por um
processo de reducdo no teor de agua), ao final do desenvolvimento entram em
estado quiescente (metabolismo reduzido) ou dormente, aguardando uma condic&o
ideal para germinar (conseguem manter sua porcentagem de germinacéo por longos
periodos de armazenamento a seco). Ja as sementes recalcitrantes (sementes que
nao toleram a reducédo do teor de agua no final da maturacdo) ndo sofrem secagem
nem reducdo no metabolismo e, portanto, sdo dispersas com alto teor de &agua,
prontas para que a germinacéo ocorra (BRADFORD, 1995).

O potencial fisiologico de sementes € determinado por meio do teste de
germinacao, que € o mais aceito para este fim (ISTA, 2003). O objetivo do teste de
germinacgdo é determinar o potencial maximo de germinacéo de lotes de sementes,
comparando-os e, posteriormente, estimando um valor para semeadura em campo.
O padrédo minimo de germinacdo de sementes de Vigna unguiculata € de 80%.
Existem duas definicdes para germinacéo, a primeira de acordo com a International
Seed Testing Association (ISTA) onde germinacéo € a capacidade de uma semente
produzir plantulas classificadas como normais, em condicbes e periodos
especificados pelas regras (BRASIL, 2009). De maneira geral, as plantulas normais
sdo aquelas que apresentam todas as estruturas essenciais para que continuem seu
desenvolvimento até tornarem-se plantulas normais, sendo elas: raiz primaria,
hipocotilo e epicétilo, gemas terminais e cotilédones.

A segunda definicdo de germinacdo, do ponto de vista fisiolégico, se inicia
guando a sementes comecam a absorver agua (embebicdo) e termina com a
emergéncia do eixo embrionario (protrusdo da radicula) através das estruturas que o
rodeiam. Durante a germinacdo trés principais etapas ocorrem: embebicdo,
reativacdo dos processos metabolicos e emergéncia do eixo embrionéario
(usualmente a radicula) (BEWLEY et al., 2013). A germinacdo de sementes é um
processo complexo e diversos fatores (internos e externos) podem afeta-la desde a
embebicdo até a protrusdo da radicula interferindo na qualidade da semente. Os
fatores internos compreendem a longevidade, a viabilidade, o grau de maturidade, a
dorméncia, a sanidade e o gendtipo. Os fatores externos sédo temperatura, luz, agua,
oxigénio e promotores quimicos. (MAYER; POLJAKOFF-MAYBER, 1979;
POPINIGIS, 1985; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; KIGEL; GALILI, 1995).
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A partir da embebicdo de agua pela semente, ha a reativacdo do metabolismo,
reparos e sintese de DNA, RNA e proteinas, aumento da atividade respiratoria,
digestdo de reservas (para suprir o embrido), mudancas na expressdo geénica,
alongamento celular e atuacdo de promotores quimicos, que juntos permitirdo que

ocorra o desenvolvimento de uma plantula normal (BEWLEY et al., 2013).

A continuidade do crescimento embrionario dara origem a emergéncias de
plantulas do tipo epigeas ou hipégeas. No caso do feijado-caupi, a emergéncia € do
tipo epigea, ou seja, a parte aérea é posta fora do solo envolta nos cotilédones, esse
mecanismo acarreta em um rdpido e vigoroso crescimento inicial do eixo hipocatilo-
radicular, ao passo que o epicotilo e as folhas primarias, no interior dos cotilédones,
praticamente nao crescem (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

3.2.3 Vigor

O vigor é caracterizado como sendo a soma das propriedades que determinam
o nivel potencial de atividade e desempenho de uma semente ou de um lote de
sementes durante a germinagdo e a emergéncia da plantula (ISTA, 2003). Para a
AOSA (2002), “vigor de sementes compreende aquelas propriedades que
determinam o potencial para uma emergéncia rapida e uniforme e para o
desenvolvimento de plantulas normais, sob uma ampla diversidade de condi¢cdes
ambientais, incluindo condi¢gbées 6timas e sob estresse”. A fisiologia da semente, 0
potencial de conservacdo genético e a condicdo de armazenamento afetam
diretamente o vigor.

O condicionamento fisiolégico das sementes (embebicédo controlada seguida de
desidratacdo ao seu teor de agua inicial) tem sido muito utilizada para aumentar o
vigor das sementes, uma vez que proporciona maior uniformidade e velocidade de
germinacao (RAJJOU et al.,, 2012). Na area das “Omicas”, novos estudos estédo
sendo realizados a fim de descobrir novos marcadores de qualidade das sementes
que poderdo ser utilizados na biotecnologia a fim de melhorar o rendimento das
culturas, como por exemplo, o gene NnMT2 que é um gene do l6tus sagrado que
esta fortemente relacionado com vigor (RAJJOU et al., 2012). O vigor das sementes
€ um dos principais determinantes do rendimento das culturas, especialmente sob
condicbes ambientais adversas que podem comprometer severamente o0

estabelecimento de plantulas.
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A melhoria do vigor de sementes e longevidade é, portanto, uma estratégia clara
para manter e melhorar o rendimento das colheitas e mitigar os efeitos negativos
resultantes das alteragdes climaticas.

N&o ha um teste de vigor padronizado para uma ou mais espécies, e também
ndo ha como quantificar o vigor e sim apenas realizar uma comparagdo entre 0s
lotes de sementes. Os testes de vigor consistem em avaliar ou detectar diferencas
significativas na qualidade fisiolégica de lotes com germinacdo semelhante,
complementando as informagfes fornecidas pelo teste de germinagdo. Empresas
produtoras e entidade certificadoras de sementes utilizam os testes de vigor para a
composicdo de programas internos de qualidade (VIEIRA et al., 1996). Além disso,
empresas produtoras de sementes se utilizam dos testes de vigor para tomadas de
decisdo sobre época de semeadura (se a semente ira suportar condi¢cdes de
estresse em determinadas épocas, como excesso de chuva por exemplo) e
comercializacdo (se devem comercializar ou se a semente ira suportar ser

armazenada por mais tempo).

Os testes de vigor podem ser classificados em testes fisicos (avaliam aspectos
morfolégicos ou caracteristicas fisicas das sementes possivelmente associados ao
vigor); testes fisiologicos (determinam a atividade fisiologica especifica cuja
manifestacdo depende do vigor); testes bioquimicos (avaliam as alteracdes
bioguimicas associadas ao vigor das sementes) e testes de resisténcia ao estresse
(onde avaliam o desempenho de sementes expostas ao estresse) (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Os testes fisioldgicos mais realizados sdo os baseados no desempenho e
avaliacao das plantulas, como por exemplo, crescimento de plantulas, velocidade de
emergéncia no campo e primeira contagem. Condutividade elétrica e tetrazolio séo
os testes bioquimicos mais utilizados, e o teste de frio e o de envelhecimento
acelerado sao os testes de resisténcia ao estresse mais utilizados (OLIVEIRA et al.,
2009).
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3.2.4 Tolerancia a dessecacao

Durante o periodo de formacdo e maturacdo das sementes a agua tem o papel
importante, atuando na expanséao, divisdo celular e posteriormente como veiculo
para os produtos fotossintéticos que fardo parte dos tecidos da semente ou seréo
armazenados para utilizagdes futuras nas fases iniciais da germinagdo. Assim, até o
final do desenvolvimento, o teor de agua da semente permanece elevado,
normalmente acima de 30 a 40% do peso Uumido (BARBEDO; MARCOS FILHO,
1998).

As sementes podem ser classificadas em ortodoxas, recalcitrantes (ROBERTS,
1973) e intermediarias (ELLIS et al., 1990). A tolerancia a dessecacédo é uma mdas
caracteristicas mais marcantes que distinguem esses trés tipos de sementes.
Sementes ortodoxas sao tolerantes a dessecacdo, ou seja, sobrevivem a uma
reducdo do teor de agua a valores entre 5-8%, essa caracteristica junto com a
tolerancia a baixas temperaturas é o que permite 0 armazenamento e a preservacao
dessas espécies ortodoxas em bancos de sementes (HONG; ELLIS, 1996). Ja as
sementes recalcitrantes sdo sensiveis a secagem (ndo entram em quiescéncia e
precisam manter seu teor de agua elevado para manter seu metabolismo ativo)
(CASTRO et al.,, 2004) e nao toleram baixas temperaturas, o que dificulta o
armazenamento e a preservacdo dessas espécies recalcitrantes. A classe
intermediaria tolera uma secagem a niveis entre 10-12%, mas se submetidas a

valores inferiores ou a baixas temperaturas sofrem danos fisiolégicos.

Essa diferenca no comportamento das sementes pode ser considerada como
resultado do processo de selecdo natural, em concordancia com as condi¢des
ambientais das regides de origem da espécie (KERMODE; BEWLEY, 1985,
BARBEDO; MARCOS FILHO, 1998). O conhecimento se uma semente é ortodoxa,

recalcitrante ou intermediaria € uma ferramenta essencial desde a coleta até a

comercializacdo e armazenamento.

Para que uma semente possa tolerar a retirada de agua durante a fase final de
sua maturacdo sao necessarios alguns pré-requisitos que irdo agir conjuntamente na
protecdo as proteinas, enzimas, membranas, reducdo do movimento de moléculas
no interior das células, sistemas de protecdo ao ataque de radicais livres, redugéo
das atividades metabdlicas e reparo dessas mesmas atividades durante o processo
de embebicdo (MOORE et al., 2009).
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Dessa forma € possivel afirmar que a aquisicdo da tolerdncia & dessecacéo
corresponde a um complexo mecanismo que envolve um sinergismo entre varias
substancias (WALTERS, 2000).

3.2.5 Longevidade

A longevidade € o periodo de tempo total durante a qual as sementes
permanecem viaveis (capacidade de manter a germinacdo que € gradualmente
perdida com o tempo). Sementes de algumas espécies se deterioram mais rapido o
gue acarreta em menor longevidade, outras demoram mais tempo para se deteriorar
podendo permanecer mais tempo armazenadas. A longevidade das sementes é
varidvel podendo existir espécies como l6tus sagrado (Nucifera nelumbo) com
longevidade de cerca de 1300 anos (SHEN-MILLER, 2002) e Phoenix dactylifera
com mais de 2000 anos (SANO et al., 2015).

Durante o desenvolvimento da semente, a longevidade é a Ultima caracteristica
a ser adquirida (BEWLEY et al., 2013) e juntamente com a tolerancia a dessecacao
sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia da semente no armazenamento
convencional e no banco de semente do solo. A longevidade é adquirida no final da
maturacdo das sementes podendo aumentar continuamente desde o enchimento
das sementes até a dispersdo natural da espécie. Estudos observaram trés padrdes
de aquisicdo de longevidade, o primeiro padrao € quando a longevidade é adquirida,
atinge seu maximo na maturidade de massa se mantendo constante até o final da
colheita (como por exemplo, em tomate (DEMIR; ELLIS, 1992a) e pimentédo (DEMIR;
ELLIS, 1992b)). O segundo padrdo ocorre quando a longevidade é adquirida, atinge
seu maximo na maturidade de massa e entdo declina acentuadamente antes da
colheita (como em milheto (KAMESWARA et al. 1991) e mostarda selvagem
(SINNIAH et al. 1998)). E o terceiro padréo é quando a longevidade vai aumentando,
porém s atinge seu maximo apés a dispersdo natural da semente (Digitalis
purpurea L. (HAY; PROBERT; 1995)).

A porcentagem de germinacdo de uma semente armazenada por um longo
periodo é resultado de uma combinacdo de sistemas complexos de protecéo,
desintoxicacdo e reparo (NGUYEN, 2014), além de um ambiente adequado de

armazenamento a fim de otimizar a vida util da semente.
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A auséncia ou a expressdao incompleta de um ou mais dos mecanismos que
conferem tolerancia a dessecacdo em sementes ortodoxas é considerada como a
causa da sensibilidade a dessecacdo em sementes recalcitrantes. A tolerancia a
dessecacao contribui para a longevidade das sementes, e a combinacdo desses
sistemas complexos sd0 0s principais responsaveis por essas duas caracteristicas

(tolerancia a dessecacao e longevidade) em sementes ortodoxas.

3.2.5.1 Protecao celular

A célula passa por uma série de alteracdes que vao auxiliar a perda de 4gua e
consequentemente proteger os componentes celulares, permitindo assim que a
semente possa sobreviver por décadas se desidratadas (longevidade prolongada). A
primeira alteracdo a fim de limitar a atividade metabdlica é a vitrificacdo. Processo
pelo qual a célula transforma o citoplasma de um estado liquido para um estado
vitreo através da acumulacéo de aglcares nao-redutores (oligossacarideos) no lugar
da agua (SANO et al., 2015). Nesse estado a mobilidade molecular é reduzida
evitando aglomeracéo desordenada e o colapso das células, também séo eficazes
contra danos nas membranas celulares, protegem a estrutura e funcionamento de
proteinas e tem sido associado a protecdo de danos oxidativos, possivelmente por
eliminacao de radicais hidroxila (RAJJOU; DEBEAUJON, 2008).

Além da vitrificacdo, a participacdo de proteinas especificas como LEAs (Late
Embryogenesis Abundant) e HSPs (Heat shock proteins) sdo fundamentais.
Proteinas LEAs sdo encontradas em todos os organismos tolerantes a dessecacao,
sendo altamente hidrofilicas, estaveis e resistentes a altas temperaturas
(OSBORNE, 1994). Elas possuem diferentes fungbes e mecanismos onde a grande
maioria esta relacionado a protecdo das estruturas celulares. Pode ser encontrada
abundantemente no citoplasma quando no estado vitreo, possivelmente pela sua
capacidade de manter o local hidratado. Atuam na membrana plasmatica onde
através de um enrolamento preenchem os espagcos na membrana plasmatica
causados pela secagem. Estudos em Arabidopsis thaliana (HUNDERTMARK et al.,
2011) e Medicago truncatula (CHATELAIN et al., 2012) relacionam essa proteina
com a longevidade, onde através de testes de envelhecimento acelerado notaram

que sua presenca diminui conforme a semente envelhece.
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J4 as proteinas HSPs podem estar envolvidas na extensdo da longevidade de
sementes, atuando na estabilizacdo de proteinas; na protecdo de proteinas contra
danos oxidativos e no redobramento de proteinas que foram alteradas durante o
armazenamento da semente (SANO et al., 2015). Estudos em plantas transgénicas
de tabaco superexpressando o fator de transcricdo de HSFA9, apresentaram
acumulo de HSPs e consequentemente, melhoria na longevidade das sementes
(PRIETO-DAPENA et al., 2006).

3.2.5.2 Sistemas antioxidantes

Sistemas antioxidantes também sdo essenciais para que a longevidade seja
maxima. A oxidacédo leva a formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) que
podem modificar e inativar proteinas, lipideos, DNA e RNA, induzir disfuncbes
celulares e agir negativamente na estrutura da membrana celular. Com a finalidade
de remover o0 excesso de ROS (que se acumulam durante o armazenamento das
sementes) e controlar a superproducao de radicais livres (gerados pela reativacao
do metabolismo gerado pela embebicdo), a semente utiliza um conjunto de enzimas
antioxidantes, como por exemplo, superoxido dismutase, catalases e glutationa
(BAILLY, 2004; KUMAR et al., 2015).

Entre outros antioxidantes, os tocoferdis (vitamina E) desempenham um papel
na manutencdo da viabilidade, ao impedir a oxidacdo lipidica, durante o
armazenamento (NAGEL et al., 2015). Além dos tocoferdis, os tocotriendis - que se
diferem estruturalmente dos tocoferois — também sdo encontrados em sementes, e
tem papel na protecédo de lipidios da membrana contra peroxidacao, protegendo o
Oleo durante o armazenamento contra os danos oxidativos. Polifenois antioxidantes,
tais como flavonéides que se encontram no tegumento, embrido e no endosperma,
tém demonstrado aumentar a longevidade de sementes de Arabidopsis thaliana, por
oferecer acdo contra ROS e protecdo de membranas, limitando a peroxidacao
lipidica (DEBEAUJON et al., 2000).
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3.2.5.3 Tegumento

A presenca do tegumento na semente confere maior ou menor longevidade a
semente uma vez que ele protege as reservas do embrido e a semente de estresses
bidticos e abidticos durante o armazenamento. Lepiniec et al. (2006) notaram que

mutantes de Arabidopsis thaliana sem testa tém longevidade reduzida.

3.2.5.4 Reparo celular

Durante o desenvolvimento, a semente dispbe de diversos mecanismos de
protecdo, porém com o tempo os danos se acumulam e impulsionam o processo de
envelhecimento se ndo sdo reparados. Os danos se acumulam no DNA, RNA e nas
proteinas e apds a embebicdo, vias metabodlicas sdo rapidamente ativadas e as
sementes podem reparar os danos causados durante o armazenamento, € iniciar a
germinacdo (RAJJOU; DEBEAUJON, 2008). Estudos vem demonstrando que esta
capacidade de reparacdo pode ser associada a longevidade de sementes (SANO et
al., 2015).

Tem sido relatado que a perda de longevidade esta associada com o acumulo de
lesGes no DNA (BALESTRAZZI et al., 2011; WATERWORTH et al.,2015). Rupturas
na fita de DNA sdo geralmente causadas pelos ROS através da desnaturacdo das
unidades de desoxirribose. O priming (condicionamento fisiolégico) tem sido utilizado
para melhorar o desempenho das sementes no que se refere as questdes de danos
causados no DNA, pois o reparo é realizado durante o priming (OSBORNE, 1994).

O RNA é mais sensivel a oxidacdo do que o DNA as ROS devido sua estrutura
(as bases nitrogenadas no RNA ndo sdo protegidas por ligacdes de hidrogénio,
ficando mais acessiveis ao ataque dos ROS). Danos ao mRNA (RNA mensageiro)
podem inibir a transcricdo e a traducao. A transcricdo quando inibida nao ira afetar a
germinacao pois a célula se utiliza de RNAs que foram sintetizados e armazenados
no final da maturacdo, porém inibidores da traducdo acarretam em perda de
germinacdo e consequente perda de longevidade (BAZIN et al.,, 2011). Os
mecanismos de protecdo e reparo de RNA danificados ainda estdo sendo
elucidados.

As proteinas sofrem danos como oxidagédo e modificagdes covalentes levando a
perda de funcdo. A metionina sulféxido reductase (MSR) € capaz de reduzir

metionina sulfoxido (metionina que foi oxidada) e reparar as proteinas.
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Estudos com Medicago e Arabidopsis mostram uma correlacdo positiva entre a
atividade de reparo da MSR e a longevidade das sementes (CHATELAIN et al.,
2013).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido na Fazenda Experimental Lageado,
localizada no municipio de Botucatu-SP, pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (FCA) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu-SP. As analises foram realizadas no Laboratério de Anédlise de Sementes
do Departamento de Producdo e Melhoramento Vegetal (DPMV), pertencente a
UNESP, Campus de Botucatu-SP.

4.1 Localizagéo e caracterizagcdo da area experimental

As coordenadas geograficas da area sao: 22° 51’ de Latitude Sul, 48° 26’ de
Longitude Oeste de Greenwich, com altitude de 740 metros. Segundo a classificacao
climatica de Képpen, o clima predominante na regido de Botucatu-SP € do tipo Cwa,
caracterizado pelo clima tropical de altitude, com inverno seco e verdo quente e
chuvoso (LOMBARDI NETO; DRUGOWICH, 1994). A precipitacdo média anual é em
torno de 1600 mm e a temperatura média anual é de 20,3 °C (CUNHA; MARTINS,
2009).

Os dados climéticos de precipitacdo pluvial, temperaturas maximas, minima e
média mensais do periodo de realizacdo do experimento estdo apresentados na

Figura 1.

Figura 1 - Médias mensais de precipitacdo, temperatura maxima e temperatura minima no
municipio de Botucatu-SP no periodo de abril/2015 a setembro de 2015.
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Com base nos resultados da andlise de solo (Tabela 2), iniciou-se o preparo da
area para a semeadura, com aracao e gradagem. A adubacdo foi realizada na
semeadura com 20 kg ha' de P20s na forma de superfosfato simples, e de 20 kg ha
1 de K20, na forma de cloreto de potassio. A adubacédo de cobertura foi realizada aos
15 e 30 dias apdés a emergéncia das plantulas, utilizando-se 20 kg ha? de N, na

forma de sulfato de amoénia.

Tabela 2 - Resultados da analise quimica do solo da area de implantagdo do experimento de
Vigna unguiculata.

AMOSTRA | pH | MO. | Peg | AP |H+AI| K | Ca | Mg | SB |CTC| W | S

g/dm3 mg/dm3 —————————————— mmolcldm3 ————————————— mg/dm3

Bmostra 1] 5.0 | 23 | 37 | 0 | 43 | 2.7 | 28 | 12 | 43 | 86 | 50 | 23

4.2 Producao das sementes

As sementes foram inoculadas com Bradyrhizobium spp. (na proporcao de 100
ml do inoculante para 100 Kg de sementes) e a semeadura foi realizada no dia 18 de
abril de 2015, com aproximadamente 18 sementes/m linear e espacamento de 70 cm
entre linhas, totalizando uma area de 160m?. Os tratos culturais foram realizados
conforme as necessidades da cultura, onde o controle de plantas daninhas foi
realizado com cinco capinas manuais e a irrigacdo complementar feita com
aspersores. O controle fitossanitario foi realizado com a aplicagcdo do fungicida
tiofanato metilico, na dose de 0,7 kg ha' do produto comercial Cerconil®, e do
inseticida deltametrina, na dose de 30 ml/100 litros de agua ha' do produto

comercial Keshet®, ao longo do ciclo.

4.3 Caracterizacao dos estadios reprodutivos
A caracterizacdo dos estadios reprodutivos foi realizada tendo como base o
trabalho de Ritchie et al. (1994) com soja, realizando adapta¢gfes necessarias para o
feijdo-caupi. O caupi € uma espécie autbgama que apresenta cleistogamia (a
autopolinizacdo ocorre antes da abertura da estrutura floral) reproduzindo-se
preferencialmente por autofecundacao (sua taxa de fecundacéo cruzada é de 0.8%).
Suas flores permanecem abertas apenas por algumas horas da manha e quando se

fecham j& iniciam o desenvolvimento do fruto.
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A emergéncia das plantulas ocorreu no dia 23 de abril de 2015 e o aparecimento
dos primeiros botdes florais ocorreu no dia 13 de julho de 2015. A cultivar BRS
Guariba tem sua floragcdo normalmente 40 dias ap0s a emergéncia das plantulas, o
atraso da floracéo nesse experimento pode ter sido devido a baixas temperaturas na
fase vegetativa, jA que temperaturas abaixo de 18°C retardam o aparecimento de
flores aumentando o ciclo da cultura (ROBERTS et al.,, 1978). Assim que oS
primeiros botdes florais surgiram, os mesmos foram marcados com fitas de cetim,
para identificacdo de cada flor e acompanhados o nimero de dias apos a antese
(DAA) (Figura 2).

Figura 2 - Marcacgao da flor e inicio do desenvolvimento do fruto de Vigna unguiculata. A- Flor
aberta B-Flor ap6s 2 dias de polinizagdo C-Fruto em formacao, 9 dias apos a antese.

B

Fotos: Leticia Moreno - 2015

Todos os dias as flores eram marcadas e ao longo do desenvolvimento da vagem
as coletas eram realizadas, sendo que para cada estadio colhiam-se em média de
200 a 250 vagens. Os frutos foram coletados manualmente desde 11 DAA até 40
DAA, e as sementes foram retiradas das vagens manualmente. As andlises de
massa seca, massa fresca e teor de agua foram realizadas a partir de 17 DAA
(somente com 17 dias foi possivel retirar as sementes da vagem sem danifica-las),
totalizando 9 estadios reprodutivos. De acordo com pré-testes de germinacao
realizados nos diferentes dias apds a antese (testes realizados antes da coleta
definitiva dos estadios para conhecer a situacgéao fisiologica da semente), verificou-se
que as sementes estavam aptas a germinar apenas a partir dos 28 DAA. Portanto,
para os testes de germinacdo, vigor, tolerdncia a dessecacdo e longevidade
considerou-se apenas 0s Ultimos cinco estadios reprodutivos: 28, 31, 34, 37 e 40
DAA, com intervalo de 3 dias entre os estadios. As analises foram realizadas nas
sementes frescas (logo apds a coleta), nas sementes secas (apds sofrerem
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secagem em gerbox contendo silica gel a uma reducdo do teor de agua a 10%) e

nas sementes submetidas ao teste de longevidade.

Figura 3 - Vagens de Vigna unguiculata em diferentes estadios de desenvolvimento. A- Vagem
com 28 DAA B- Vagem com 31 DAA C- Vagem com 34 DAA D- Vagem com 40 DAA.

Fotos: Leticia Moreno - 2015

A vagem apresenta coloracdo verde escura aos 28 DAA (Figura 3A), aos 31
DAA elas iniciaram alteracéo da cor e apresentam metade da vagem com coloracéo
verde e a outra metade com coloracdo roxa (Figura 3B). Com 34 DAA, a vagem
apresenta-se com uma maior propor¢cdo de cor roxa (Figura 3C) e conforme vai
avancando para os 37 DAA a vagem vai perdendo sua coloragdo. Aos 40 DAA a
vagem ja esta seca e com coloragdo marrom (Figura 3D).

Aos 28 DAA a semente apresenta coloracéo verde intensa (Figura 4) e aos 31
DAA a semente ja perdeu a intensidade do verde e possui algumas partes da

semente com tons amarelados (Figura 5A).
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Figura 4 — Sementes de Vigna unguiculata aos 28 DAA apresentando coloracéo verde.

Fotos: Leticia Moreno -2015

Aos 34 DAA a semente ja apresenta coloragdo creme com apenas a regiao ao
redor do hilo na coloragdo verde (Figura 5B). Com 37 DAA a semente apresenta
coloracdo creme, porém opaca (Figura 5C) sem diferir do tamanho das sementes

dos estadios anteriores.

Figura 5 — Sementes de Vignha unguiculata em diferentes estadios A- 31 DAA B- 34 DAA C- 37

Fotos: Leticia Moreno -2015

Na ultima coleta (com 40 DAA), as sementes apresentavam coloragdo creme
(semelhante a coloracdo aos 37 DAA), porém com tamanho reduzido comparado
aos estadios anteriores (Figura 6) devido a reducdo de agua (dessecacdo) que
ocorre no final da maturacdo em sementes ortodoxas (DURE IlI, 1975).
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Figura 6 — Sementes de Vigna unguiculata com 40 DAA.
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Foto: Leticia Moreno -2015

4.4 Teor de 4gua na semente
Para determinacédo do teor de dgua o método utilizado foi o de estufa a 105+3°C
durante 24 horas, empregando-se quatro repeticbes de 10 sementes, sendo 0s
dados expressos em porcentagem, em base Umida, conforme metodologia descrita

nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

4.5 Determinacdo da massa fresca e massa seca das sementes

As sementes foram pesadas em balanca de precisdo de 0,001g para obtencao
de massa fresca, utilizando quatro repeticbes de 10 sementes. Em seguida as
mesmas foram colocadas em estufas de circulacdo de ar a 60°C até a estabilizacéo

da massa, obtendo a massa seca dessas sementes.

4.6 Germinacao

Foram utilizadas trés repeticdes de 25 sementes para cada estadio reprodutivo,
semeadas em substrato de papel tipo Germitest, umedecido com 2,5 vezes o seu
peso com agua deionizada na forma de rolo e depois mantidas em germinador, em
posicdo vertical, a uma temperatura de 20 = 3°C. As leituras foram realizadas
diariamente, adotando como critério a protrusdo da radicula com comprimento de 2

mm e os resultados foram expressos em porcentagem.

4.7 Primeira contagem da germinacéao (PC)
Foram utilizadas trés repeticbes de 25 sementes, umedecido com 2,5 vezes o

seu peso com agua deionizada na forma de rolo e depois mantidas em germinador,
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em posicdo vertical, a uma temperatura de 20 + 3°C. No 5° e 8° dia apods a
instalacdo do teste foram realizadas a contagem de plantulas normais (BRASIL,
2009).

4.8 Tempo médio para ocorréncia de 50% de germinacao (T50)

Foram utilizadas trés repeticbes de 25 sementes para cada estadio de
desenvolvimento, semeadas em substrato de papel tipo Germitest, umedecido com
2,5 vezes 0 seu peso com agua deionizada na forma de rolo e depois mantidas em
germinador, em posicao vertical, a uma temperatura de 20 £ 3°C. As avalia¢des das
sementes foram realizadas de seis em seis horas. As avaliagbes foram realizadas a
cada 6 horas, sendo computado o nimero de sementes que apresentaram protrusao
radicular com 2 mm de comprimento. O tempo requerido para germinacdo de 50%
das sementes viaveis (T50) foi calculado por meio da andlise de dados de
germinacao acumulada usando o modulo de ajuste de curva do software Germinator

(JOOSEN et al., 2010) e os resultados expressos em horas.

4.9 Teste de aquisicdo de tolerancia a dessecacao

Trés repeticbes de 25 sementes de cada estadio de desenvolvimento das
sementes foram submetidas a secagem em atmosfera controlada, em caixas
plasticas gerbox (11cm x 11 cm x 3,5 cm ) contendo silica gel a 20°C. Esta secagem
permite que as sementes atinjam cerca de 10% de umidade (base Umida)
rapidamente (FARIA et al., 2005; ALPERT, 2005). Apés a secagem foram
determinados: a massa seca, teor de agua e germinacdo das sementes. As
sementes foram consideradas tolerantes a dessecacdo quando germinaram

(protruséo radicular com comprimento de 2mm) apés a secagem.

4.10 Estudo da aquisicdo da longevidade

Foi conduzido com 150 sementes (para cada ponto analisado), dispostas sob
tela de aluminio, em caixas tipo gerbox contendo solucéo salina (NaCl), de modo a
nao se sobreporem e ficarem em ambiente controlado com 75% de Umidade
Relativa a 35°C por intervalos diferentes, de acordo com o estadio analisado. Apos
estes periodos, as sementes foram colocadas para germinar e a avalicdo da

porcentagem de sementes germinadas foi realizada conforme descrito acima. Os
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resultados de longevidade foram definidos como tempo (em dias) para que as
sementes percam 50% da viabilidade durante o armazenamento. Os resultados
foram expressos em P50, calculados conforme Ellis et al. (1980).

Para sementes com 28 DAA os intervalos foram de 3 dias entre cada ponto de
longevidade (3, 6, 9, 12, 15, 18 e 21 dias), e para os demais estadios os intervalos
foram de 10 dias entre cada ponto de longevidade se diferenciando apenas pelo

tempo em que cada semente suportou a longevidade.

4.11 Analise estatistica
Os dados médios dos testes de teor de agua, massa fresca e massa seca, de
germinacao, primeira contagem da germinacdo, tempo médio de ocorréncia de 50%
de germinacao, de aquisi¢cdo de tolerancia a dessecacéo e aquisicao da longevidade
foram submetidos a andlise de variancia (ANAVA) e suas médias comparadas entre
si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 1998).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os estadios de desenvolvimento das sementes de Vigna unguiculata foram
caracterizados com relacdo a massa seca, teor de agua, germinacado, vigor,
aquisicao de tolerancia a dessecacéao e longevidade. Pelos resultados da analise de
variancia (Tabela 3), houve diferencas significativas entre os estadios de

desenvolvimento para todas as variaveis analisadas.

Tabela 3 — Médias das caracteristicas massa seca das sementes (MS), teor de agua (T),
germinacdo (%), tempo médio em horas (hr) para ocorréncia de 50% de
germinacdo (T50), primeira contagem (PC), tolerancia a dessecacéo (TD) e periodo

em dias em que a viabilidade das sementes se reduz a 50% (P50).

DAA MS (g) T (%) G (%) T50 (hr) PC (%) TD P50 (dias)
17 0.005 g 87.6a Oc Oc Oc Oc od
20 0.014 ¢ 83.82 b Oc Oc Oc Oc od
23 0.034 f 77.87c Oc Oc Oc Oc od
25 0.078 e 69.63d Oc Oc Oc Oc od
28 0.147 b 62.56 e 80,00 ab 154.60 b 0c 25.33b od
31 0.196 a 57.64 f 68,00 b 142.85b 20c 94.66 a 52,6 ¢
34 0.099 cd 53.03 g 69,33 b 96.73 b 12d 100.0 a 926 b
37 0.096 de 23.71h 100,0 a 22.70 a 76 a 97.33 a 170,97 a
40 0.115 ¢ 19.03i 94,67 a 32.75 a 63 b 97.33a 174,77 a

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P <
0,05).

O teor de 4gua da semente no inicio do desenvolvimento é elevado, e sementes
aptas a germinar (28 DAA) continham um alto teor de agua (63%) e ao longo do
desenvolvimento da semente esse valor foi decrescendo gradualmente até os 34
DAA (53,03%). A queda do teor de agua torna-se mais abrupta durante os estagios
finais de maturacao, até atingir 18% aos 40 DAA (Figura 7) ponto esse considerado
maturidade da colheita (BEWLEY et al., 2013). Botelho (2009) observou 0 mesmo
comportamento no teor de agua em Phaseolus vulgaris colhidos em diferentes
estadios de maturacdo, onde o conteludo inicial de dgua era de aproximadamente
70%, sofrendo uma reducéo gradativa conforme o desenvolvimento da semente até
atingir uma média de 16%. Em mucuna preta (Mucuna aterrima), também se
observou queda do teor de agua durante o avanco da maturacdo (NAKAGAWA et
al., 2007). A reducéo continua do teor de agua, sendo mais acentuada no final da

maturacdo, € um comportamento comum na maturacdo de sementes ortodoxas
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).
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Em Vigna unguiculata observa-se que a partir dos 17 DAA a semente comeca a
ter um aumento na massa seca. A maturidade de massa foi adquirida aos 31 DAA
(0,193 g) se diferenciando estatisticamente dos outros estadios (Tabela 3) e
indicando que apos esse estadio a semente nao recebe mais nutrientes da planta
mae e, portanto, entra na Ultima fase do seu desenvolvimento (CARVALHO,;
NAKAGAWA, 2012) (Figura 7). Esse maximo acumulo de massa seca, contudo, nao
coincide com o ponto de maximo vigor e de germinacéao, indicando que a qualidade
fisioldgica ainda nao foi adquirida (BEWLEY et al., 2013). Esse resultado também foi
observado por Oliveira (2012) em diferentes cultivares de feijao caupi, onde o

acumulo de massa seca também foi maximo aos 30 DAA.

Figura 7 — AlteracGes no Peso Seco (g/semente) e no Peso Fresco (g/semente) e no Teor de
Agua (%) em sementes de Vigna unguiculata. Os dados s&o médias de quatro

repeticdes de 10 sementes cada. Barras representam desvio padréo.
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Apos os 31 DAA nota-se uma diminuicdo nos valores de massa seca (Figura 7).
Esse padrdo de reducdo de massa seca na semente também foi observado por
Lazarini et al. (2000) com sementes de soja e por Mendes et al. (2006) em sementes
de urucum. Essa perda de massa seca € normal visto que o teor de agua ainda se

encontra elevado (50%-60%) nesses estadios (e a semente ja ndo mais recebe
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assimilados da planta mée) e, portanto, esta ainda com o metabolismo ativo
ocorrendo perdas devido a respiracdo da semente (CARVALHO; NAKAGAWA,
2012). Conforme a semente alcanca niveis de umidade menores, o metabolismo
diminui o suficiente para eliminar essa perda de massa seca.

Sementes de Vigha unguiculata adquirem a habilidade de germinar aos 28 DAA
(80%), e atingem seu maximo aos 37 DAA com 100% (ndo sofrendo reducao
significativa no estagio seguinte (Tabela 3)). Para o teste de vigor foram realizados o
T50 (Figura 8) e a primeira contagem de plantulas normais (Figura 9). Para o T50, os
valores aos 37 DAA e 40 DAA néo diferiram estatisticamente entre si (Tabela 3),
apresentando o menor tempo para atingir 50% de germinagao (22 horas). Para o
teste de primeira contagem, apesar da alta porcentagem de germinacdo aos 28
DAA, sementes ainda ndo sdo capazes de formar plantulas normais (Figura 9)
(provavelmente pelo fato de que nessa fase de desenvolvimento a semente ainda
estava acumulando reservas que sdo necessérias para a formacao de uma plantula
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; GALLARDO et al.,, 2003)). Aos 31 DAA as
sementes ja apresentavam porcentagem de plantulas normais (20%), e aos 37 DAA
a porcentagem de plantulas normais foi maxima (76%) (Tabela 3) confirmando o
resultado do teste de T50, onde o méaximo vigor foi atingido aos 37 DAA. Portanto,
para os dois testes usados o maximo vigor foi atingido aos 37 dias apds a antese.

O méaximo vigor e 0 ponto maximo de germinacao foram atingidos seis dias ap6s
0 maximo acumulo de massa seca (que ocorreu aos 31 DAA), o que indica que a
semente j& havia adquirido maturidade de massa, porém ndo havia ainda adquirido
0 maximo de qualidade fisiolégica (ELLIS; PIETRA-FILHO, 1992; BEWLEY et al.,
2013)).

Nogueira et al. (2014) e Oliveira (2012) também observaram em feijao caupi que
0 maximo vigor e o ponto maximo de germinacdo foram adquiridos no mesmo
periodo de maturacdo da semente e apés a maturidade de massa. Sobral et al.
(2006) observaram em angico vermelho, que aproximadamente trinta e duas
semanas apos a antese, frutos de angico vermelho podem ser colhidos com maxima
germinacdo e vigor e que a massa seca nao diferiu estatisticamente entre 0s

estadios, nao servindo de parametro de colheita.



48

Figura 8 — Aquisicdo de maxima de germinacdo, de maximo vigor (T50) e de tolerancia a
dessecacao em sementes de Vigna unguiculata. A TD (tolerancia a dessecacéo) foi
determinada pela porcentagem de germinacdo ap6s secagem rapida até 10%.
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Aradjo et al. (2006), estudando maturacdo de sementes de milho doce,
observaram que a maturidade de massa ocorre aproximadamente 41 dias apos a
floracdo e 0 maximo de germinacdo ocorre com 48 dias apos floracao, valores esses
adquiridos antes do maximo vigor que ocorreu aos 76 dias apos a floracdo. Essas
diferencas nos resultados entre vigor, germinagdo e massa seca Sao normais visto
qgue a relacdo de quando cada elemento ira se desenvolver e atingir seu maximo
varia entre as espécies (BEWLEY et al., 2013).

Para determinar quando as sementes adquirem tolerdncia a dessecacéao
(capacidade que uma semente tem de germinar apOs sofrer dessecacdo), as
sementes colhidas foram secas até um teor de agua de aproximadamente 10%.
Através de pré-testes, sementes com menos de 28 DAA ndo apresentaram
capacidade de germinar ap0s a secagem, o que indica que ainda ndo tinham
adquirido tolerancia a dessecacao. A tolerancia a dessecacao se iniciou aos 28 DAA
e atingiu seu maximo aos 31 DAA (Figura 8), mantendo-se similar estatisticamente

aos préoximos estadios (Tabela 3). O maximo de TD foi adquirido ao mesmo tempo
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em que a maturidade de massa, em concordancia com Berjak; Pammenter (2013)
que sugerem gue esse comportamento ocorre em sementes ortodoxas, para que
guando se inicie a secagem da semente os tecidos ja estejam predispostos a
suportar tensdes impostas durante a desidratacdo. Sementes que sao tolerantes a
dessecacdo passam por uma série de transformacdes (fisiologicas e morfoldgicas)
que vao prepara-las para suportarem a secagem e também o armazenamento, e
guando essas transformacdes comecam a ocorrer pode variar entre as espécies
(BEWLEY et al., 2013).

Figura 9 — Germinagdo e primeira contagem de plantulas normais de sementes de Vignha
unguiculata em diferentes estadios de desenvolvimento apds a antese (DAA).
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Apesar das sementes ja terem adquirido o maximo de TD aos 31 DAA, nota-se
pela Figura 9 que as sementes ainda ndo eram capazes de atingir uma alta
porcentagem de plantulas normais, isso se deve, pois, a aquisicdo de TD em feijao
caupi ocorreu antes do ponto de maximo vigor, o que explica a baixa capacidade de
formacdo de plantulas normais. Em Sesbania virgata, as sementes adquiriram TD

aos 75 DAA juntamente com 0 maximo vigor, porém sO atingiram maxima
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germinacao aos 85 DAA (TEIXEIRA, 2016). Corsato (2014) observou que sementes
de Annona emarginata adquiriram primeiramente 0 maximo de germinacao e vigor
aos 91 DAF (dias apo0s o florescimento) seguido de maturidade de massa e TD aos
116 DAF. O periodo de aquisicdo de TD varia entre espécies e a aquisicdo de TD
antes da méaxima germinagdo foi considerado um comportamento normal em
dicotiledoneas (SANHEWE; ELLIS, 1996a).

Para determinar a aquisicao da longevidade ao longo da maturacdo de sementes
de feijdo caupi sementes de todos os estadios foram submetidas a condi¢cdes de
armazenamento com 75% de umidade relativa e 35° C. Para cada estadio de
desenvolvimento as sementes foram testadas quanto a sua capacidade de
germinacdo apés o armazenamento (Figura 10). A longevidade foi avaliada
estimando-se o periodo em dias em que a viabilidade das sementes reduz a 50%
(P50) (ELLIS et al, 1980). Na Figura 11 nota-se que a longevidade foi
progressivamente sendo adquirida a partir dos 28 DAA e seu maximo ocorreu aos
37 DAA nao diferindo estatisticamente dos 40 DAA (Tabela 3). Estudos mostram que
embora a semente ja possa ser armazenada apos ter adquirido TD, ha um aumento
da longevidade das sementes conforme alcancam os estagios finais da maturacéo
(PROBERT et al., 2007), comportamento esse também observado em feijao caupi.
Portanto, mesmo quando as sementes estdo perdendo agua, durante a fase final do
desenvolvimento, ainda existem ganhos em qualidade da semente, principalmente
longevidade (Figuras 7 e 11).

Sementes de Vigna unguiculata com 28 DAA nao suportaram mais do que 21
dias de armazenamento (Figura 10). Zanakis et al. (1994) também constataram que
sementes verdes imaturas de soja ndo apresentaram germinacdo apds a secagem.
Essa auséncia da germinacdo se deve provavelmente porque nesse estadio as
sementes ainda estdo imaturas (verdes), nao haviam adquirido a maxima
capacidade de tolerar a dessecacédo (fazendo com que a secagem causasse danos
a germinacdo das sementes) e também ndo haviam adquirido a capacidade de
serem armazenadas (longevidade). Retencao de clorofila em sementes pode afetar
a sintese de tocoferbéis (antioxidantes) afetando assim sua capacidade de
armazenamento (LEPRINCE et al, 2016; SANO et al.,, 2015). Conforme as
sementes vao amadurecendo e mudando sua coloragdo, a sintese de tocoferois
pode ser realizada, afetando positivamente sua capacidade de ser armazenada

(longevidade). Com 31 DAA, as sementes de feijdo caupi ja haviam adquirido TD,
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sua coloracdo j4 comeca a se alterar (Figura 5) e os sistemas de protecdo celular
comecam a serem desenvolvidos, 0 que mostra uma maior capacidade de serem

armazenadas (Figura 10).

Figura 10 - Mudancas na porcentagem de germinacdo de sementes secas de Vigna unguiculata
nos diferentes dias apds a antese (DAA) e armazenamento a 75% de umidade
relativa (UR) e 35°C.
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Como se pode observar nesses resultados, a tolerancia a dessecacao contribui
para uma melhor longevidade (isso também pode ser observado em sementes
recalcitrantes, que por serem sensiveis a dessecacéo ndo suportam longos periodos
de armazenamento) porém as sementes nao necessitam apenas tolerar a
dessecacdo, mas permanecerem vivas no estado seco por longos periodos
(ANGELOVICI et al., 2010).

A medida que a semente se desenvolve e adquire a longevidade, seu potencial
de armazenamento aumenta como pode ser observado nas sementes com 37 DAA
e 40 DAA (Figura 10), isso devido a sua qualidade fisioldgica inicial superior e
também por ja terem desenvolvido mecanismos de protecdo, associados a
longevidade. Verdier et al. (2013) observaram que o aumento de oligossacarideos

(principalmente da familia rafinose) no final da maturacdo estd4 relacionado
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diretamente com o aumento da longevidade em sementes de Medicago truncatula.
Acumulacéo de proteinas LEAs no final do desenvolvimento das sementes de M.
truncatula esta relacionada com melhoria da capacidade de armazenamento das
sementes (CHATELAIN et al., 2012).

Figura 11- Aquisicdo da longevidade em sementes de Vigna unguiculata ao longo da

maturacdo da semente. Longevidade expressa em P50 (periodo em dias que a
viabilidade da semente reduz para 50%).
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As sementes tendem a perder o vigor e a capacidade de germinacédo durante o
armazenamento devido a processos de deterioracdo. A deterioracdo causa uma
série de alteracBes fisicas, fisioldgicas e bioquimicas (como, por exemplo,
esgotamento das reservas, alteracdo na composicdo quimica e estrutural da
membrana) acarretando na morte das sementes (MARCOS FILHO, 2013).

A TD e a germinagcdo em sementes de Vigna unguiculata foram adquiridas antes
da ultima fase de desenvolvimento, quando a semente ainda estava na fase de
enchimento de grdo. Ja a longevidade foi adquirida na dltima fase (também
conhecida como maturacéo tardia da semente) atingindo seu maximo proximo da
fase final da secagem, Medicago truncatula também adquire TD e longevidade em

diferentes fases de desenvolvimento da semente ao contrario de Arabidopsis
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thaliana onde o enchimento do grdo continua até a fase final da maturacdo se
sobrepondo com a aquisi¢céo da longevidade (RIGHETTI et al., 2015).

Visto que a longevidade é adquirida também apés a maturidade de massa, a
qualidade fisioldgica da semente de Vigna unguiculata é atingida quando se tem um
maximo vigor, maxima germina¢do e maxima longevidade aos 37 DAA. Entender o
padrao de aquisicdo dos componentes de qualidade da semente de uma
determinada espécie permite que a colheita seja realizada na maxima qualidade
fisiolégica da semente, além de permitir que essas sementes possam ser

armazenadas por longos periodos mantendo essa méaxima qualidade adquirida.
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6 CONCLUSAO

A qualidade fisioloégica em feijao—caupi € adquirida ao longo da maturacdo da
semente.

O acumulo de massa seca se iniciou préximo aos 17 DAA e atingiu 0 maximo ao
31 DAA.

A germinacdo (protrusdo radicular) em feijdo—caupi foi iniciada aos 28 DAA e
atingiu seu maximo aos 37 DAA.

A tolerancia a dessecacdo em feijao-caupi foi iniciada a partir dos 28 DAA
atingindo seu méaximo aos 31 DAA.

O vigor e a longevidade foram adquiridos a partir dos 31 DAA apresentando seus

maximos aos 37 DAA.
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