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RESUMO

ARAUJO, Alisson Vinicius de, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, marco de 2015.
Caracterizacao fisica, fisiolégica e anatdmica de sementes de Crotalaria juncea L
colhidas em diferentes estadios de maturaca@rientador: Eduardo Fontes Araujo.
Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli, Ricardo Henrique Silva Santos e Paulo
Roberto Cecon.

Apesar de utilizada no Brasil como adubo verde, um dos desafios do cultivo da Crotalaria
juncea é a baixa disponibilidade de sementes de qualidade no mercado. A colheita no
momento certo contribui paeeobtencdo de sementes de melhor qualidade. Os objetivos
deste trabalho foram avaliar a armazenabilidadmracterizar as alteracoes fisicas,
fisiol6gias, anatbmicas e histoquimicas das sementes oriundas de frutos de diferentes
estadios de matuacdo, bem como determinar a época ideal de colheita das sementes. As
colheitas foram realizadas quando as plantas atingiram 40, 60, 80 e 100% de vagens secas.
Apo6s debulha manual e secagem natural, a sombra, as sementes foram beneficiadas. As
seguintscaracteristicas foram avaliadas: tempo para secagem, grau de umidade, acimulo
de matéria seca, pureza fisica, rendimento, teste de uniformidade, coloracdo do
tegumento, germinacao, primeira contagem do teste de germinacgdo, porcentagem de
sementes duras (impermedveis a agua), indice de velocidade e porcentagem de
emergéncia de plantula&s caracteristicas anatdbmicas e histoquimicas foram avaliadas
com a aplicacdo dos seguintes corantes: azul de toluidina, vermelho de ratgpitter

de Schiff/acido periédico, Lugol, vermelho neutro e Xylidine Ponceau. O delineamento
estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os tratamentos
consistiram em quatro estadios de maturacdo e dois tempos de armazenamento (0 e 8
meses). O armazenamento foi realizado em ambiente com temperatura de 20 °C e
umidade relativa do ar em torno de 50%. Os dados referentes aos estadios de maturacéo
foram submetidos a analise de regressdo. O efeito do armazenamento, dentro de cada
época,foi analisado pela andlise de variancia conjunta dos resultados e pelo teste de
médias. A dorméncia das sementes € fisica e € adquirida ao longo da maturacéo, se
intensificando com a permanéncia das sementes no campo, devido a maior deposicéo de
lignina na camada de macroesclereides do tegumento. O armazenamento, por oito meses,
reduz a dorméncia. O amido é ausente nas sementes maduras. Ja as reservas lipidicas
estdo presentes apenas nas sementes maduras e sao depositas, em pequenas quantidads
junto a camada de aleurona, no endosperma. As proteinas sao 0s principais compostos de

reserva das sementes e sdo estocadas no embrido. A maturidade fisiolégica das sementes



€ atingida quando as plantas apresentam aproximadamente 86,1% de vagews secas.
colheita de sementes de Crotalaria juncea deve ser realizada no ponto em que as plantas
apresentarem entre 80 e 100% de vagens secas.
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ABSTRACT

ARAUJO, Alisson Vinicius de. D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March of 2015.
Physical, physiological and anatomical Crotalaria juncea L. seed harvested at
different maturity stages. Adviser. Eduardo Fontes AraujoCo-adviser: Edgard
Augusto de Toledo Picoli, Ricardo Henrique Silva Santos and Paulo Roberto Cecon.

Although used in Brazil as green manure, one of the challenges of the cultivation of
Crotalaria juncea is the low availability of quality seeds in the market. The harvest at the
right time helps to obtain better quality seeds. The objectives of this study were to
evaluate the storability and characterize the physical, physiology, anatomical and
histochemical changes of seeds from fruits of different stages of matuacdo, and to
determine the ideal time to harvest the seeds. The samples were collected when the plants
reached 40, 60, 80 and 100% of dry pods. After manual threshing and natural drying in
the shade, the seeds were benefited. The following characteristics were evaluated: time
for drying, moisture content, dry matter accumulation, physical purity, yield, uniformity
test, tegument colors, germination, first count of the germination test, percentage of hard
seeds (waterproof), speed index and percentage of seedling emergence. The anatomical
and histochemical characteristics were evaluated by applying the following reagents
toluidine blue, ruthenium red, Schiff's reagent/periodic acid, Lugol, neutral red and
Ponceau Xylidine. The statistical design was completely randomized with three
replications. The treatments consisted of four stages of maturation and two storage
periods (0 to 8 months). They were stored at room temperature of 20 °C and relative
humidity around 50%. Details of the maturity stages were subjected to regression
analysis. The effect of storage within each season, was analyzed by a joint afalysis
variance of the results and the mean test. The seed dormancy is physical and is taken
along the maturation, intensifying with the permanence of seeds in the field, due to
increased deposition of lignin in macrosclereids layer of the seed coat. The storage for
eight months reduces dormancy. Starch is absent in mature seeds. Since lipid reserves are
only present in the mature seed and are you deposit in small quantities, by the aleurone
layer, the endosperm. Proteins are the main reserve compounds and seeds are stored in
the embryo. The physiological maturity of seeds is achieved when the plants have
approximately 86.1% of dry pods. Harvesting Crotalaria juncea seeds should be

performed at the point where the plants have between 80 and 100% of dried beans.
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1. INTRODUCAO

A reducédo na capacidade produtiva dos solos, pela perda de fertilidade, tem sido
relatada na agricultura. Dentre as tecnologias utilizadas para reverter esse quadro, a
adubacdo verde é amplamente utilizada. Nessa técnica, as plantas sédo cultivadas e
incorporadas ou deixadas sob o solo (Muraoka et al., 2002). A crotalaria (Crotalaria
juncea L.) é uma das espécies mais difundidas no Brasil para esse fim (Ferraz e Valle,
1997). Pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Faboiglesiginaria da india e
Paquistao (Pascualides e Planchuelo, 2007).

A crotalaria destaca-se por possuir rapido crescimento e grande potencial de
producdo de matéria seca. Apresenta ainda facil decomposicéo e eficiéncia na fixacao
bioldgica do nitrogénio, além de favorecer a ciclagem de nutrientes no solo (Dourado et
al., 2001; Wang et al., 2002).

Em sistemas de rotacdo ou em consorcio, essa espécie tem efeitos consideraveis
na produtividade de culturas de expressao econdmica (Jesus et alD2f0g-Junior e
Coelho, 2008Lange et al., 200Silva et al., 2009Araujo et al., 2013). E utilizada com
eficiéncia no controle de nematoides (Moraes et al., 2006; Garrido et al), 20688
supressdo de plantas daninhas, pelo efeito alelopético (Fontanétti et al., 2007; Monquero
et al., 2009). Na indUstria, essa espécie se caracteriza como uma das principais plantas
produtoras de fibra de importancia econémica, sendo muito cultivada para esse fim na
Russia e na Asia tropical (Calegari et al., 1993; Cook e White, 1996).

Apesar de sua importancia, um dos entraves ao cultivo da C. juncea esta na baixa
disponibilidade de sementes com qualidade no mercado. Como ¢€ utilizada para prética da
adubacdo verde, o agricultor ndo tem o habito de cultivd-la visando obtencdo de
lucratividade direta pela comercializacdo de sementes (Kappes et al., 2012). Entretanto,
esse quadro tende a ser revertido, principalmente devido ao aumento continuo do uso
dessa espécie na agricultura brasileira (Dourado et al., 2001) e, consequentemente, a
demanda crescente por sementes. Para que haja viabilidade econémica da adubacéo verde
é indispenséavel o uso de sementes de qualidade, pois isso se reflete no estabelecimento
uniforme e satisfatorio das plantas. Caracteristica essa, relevante em sistemas de rotacéo
ou em consorcio. Sendo assim, a expansao do cultivo dessa espécie perpassa pela geraca
de informacgdes tangentes as praticas de manejo na produgcédo de sementes.

A crotalaria apresenta crescimento determinado, mas o florescimento e o
desenvolvimento das sementes séo desuniformes (Calegari et al., 1993). Assim, em uma

mesma planta sdo encontradas sementes em diversos estadios de maturagdo. ESSe



caracteristica dificulta a determinacédo da época de maturidade fisioldégica das sementes
e, consequentemente, 0 momento ideal para a colheita. Pesquisas relacionadas a
maturacdo das sementes sao imprescindiveis para o planejamento e definicdo do
momento ideal da colheita, uma vez que essas alcancam sua maxima qualidade em
campo.

O desenvolvimento das sementes é caracterizado por uma série de alteracdes
fisicas, morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas, que sao iniciadas a partir da fecundacéo
do ovulo (Berger et al., 2008; Hehenberger et al., 2012), que em Angiospermas leva a
formacédo do embrido, do endosperma e do tegumento (Kesavan et al., 2013). No inicio
da formacdo das sementes, ocorre intensa divisdo e expansédo celular, seguidas por
aumento progressivo da massa de matéria seca, devido a sintese e deposi¢ao de reservas
tais como carboidratos, lipidios e proteinas (Bewley et al.,, 2013). Esses processos
ocorrem em organelas especificas que podem estar presentes no embrido e/ou nos tecidos
de reserva, tais como endosperma ou perisperma. Na fase intermediaria de
desenvolvimento, as sementes permanecem com elevado teor de agua e exibem alto poder
germinativo. Posteriormente, em sementes ortodoxas, ocorre a secagem ou desidratacao
(Angelovici et al., 2010; Weber et al., 2010).

Durante a maturacdo das sementes, mecanismos de prote¢cdo sdo iniciados para
preservar a integridade dos componentes celulares quando a agua for removida durante a
secagem (Hoekstra et al., 2001). As sementes entram em estado de repouso, permitindo
assim sua manutencao e sobrevivéncia a uma gama de condicdes ambientais (Leprince e
Buitink, 2010).

A colheita das sementes no momento ideal pode minimizar os efeitos de
deterioracdo que sdo causados pela maior permanéncia dessas no campo. Evita, também,
a colheita precoce, diminuindo a quantidade de sementes imaturas no lote e perdas por
injurias mecanicas.

O termo maturidade fisiologica € definido por Ellis e Pieta Filho (1992) como o
ponto de maxima qualidade fisiolégica das sementes. Para Weber et al. (2010), o ponto
de maturidade fisiolégica € observado quando as sementes atingem o maximo acumulo
de matéria seca e 0 mais alto nivel de diferenciacdo, antes que se inicie o processo de
secagem das sementes. O interesse agrondmico referente ao estudo do processo de
maturacdo de sementes € devido, principalmente, a obtencédo de informa¢des sobre o
controle da dorméncia, a regulagdo do acumulo de reservas e o controle do
desenvolvimento do endosperma (Ingram, 2010). O conhecimento a respeito das

alteracOes fisicas, fisiologicas, anatdmicas e histoquimicas, que ocorrem durante o



processo de maturacdo de sementes de C. juncea, sdo relevantes para obtencéo de
sementes de alta qualidade fisiolégica.

O ponto ideal de colheita deve ser baseado em identificacdo simples, rapida e
consistente de caracteristicas morfologicas da planta e/ou dos frutos (Marcos Filho,
2005). Em amendoim, por exemplo, a colheita € realizada quando as plantas apresentam
amarelecimento geral das fae manchas escuras nas faces internas da vagem (Segato
e Penariol, 2007). Em feijdo, a colheita é feita quando observam-se o amarelecimento e a
gueda das folhas (Dourado Neto e Fancelli, 2000). Em soja, colhe-se a partir do ponto em
gue observa-se a perda da coloracéo verde das vagens e das sementesa(V2igRrgt
Para C. juncea, tem-se sugerido a verificacdo da porcentagem de vagensasegas (C
et al., 1993).

Dessa forma, o presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
armazenabilidade e de caracterizar as alteracdes fisicas, fisiologicas, anatbmica e
histoquimicas das sementes oriundas de vagens em diferentes estadios de maturacéo,
visando determinar a época ideal de colheita das sementes de Crotalaria juncea L.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos gerais da Crotalaria juncea

A Crotalaria juncea L é uma espécie originaria da india e Asia tropical. Pertence
a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae (Papilionoideae) e tribo Crotalarieaee Trata-s
de uma espécie de ciclo anual e subarbustiva.

Possui resposta ao fotoperiodo, florescendo em dias curtos. A medida que a
semeadura é atrasada, ocorre reducdo do porte e, consequentemente, na producao de
matéria seca (Amabile et al., 1996). Quando semeada no inicio do periodo chuvoso,
floresce aos 90 dias e, quando semeada no final dessa estacéo, floresce aos 60 dias. En
ambas as épocas, geralmente o ciclo completa-se aos 120 dias (Carvalho et al., 1999). As
vagens geralmente apresentam de 10 a 20 sementes. As sementes sao verde-acidentado:s
reniforme, com tegumento liso (Calegari, 2002).

A densidade de semeadura € dependente do uso e do manejo da espécie, a saber,
se sera incorporada, deixada em cobertura ou destinada a producédo de sementes. Para :
producdo de sementeggmmendam-se 15 a 20 sementes viaveis por metro linear, com
espacamento de 50 cm (Calegari et al., 1993). Amabile et al. (2000) ndo constataram
diferencas entre os espacamentos de 0,40 e 0,50 m entre linhas, recomendando aquele
gue for mais adaptado as culturas principais semeadas na propriedade.

Quando semeada no inicio do periodo chuvoso, pode produzir 17 ‘Mdeha
matéria seca (Amabile et al., 2000). Ainda segundo esses autores, quando semeada em
meados do periodo de chuva, o rendimento de matéria seca decresce para:8Adg ha
ser semeada no final do periodo chuvoso, o rendimento € de apenas & Hg helacdo
ao déficit hidrico, € relativamente tolerante a seca, desde que ndo ocorra compactacéo ou
adensamento do solo, uma vez que seu sistema radicular ndo € eficiente para o
rompimento de camadas compactadas no salatoferante as baixas temperaturas, por
ser originaria de regidées com clima tropical e subtropical (Burle et al., 2006). Desenvolve-
se bem em solos argilosos a franco-arenosos e arejados, e ndo tolera o encharcamento
(Burle et al., 2006). Apresenta ainda tolerancia a solos de média fertilidade (Wutke et al.,
2014).

A velocidade inicial de crescimento e a cobertura mais rapida do solo por essa
espécie também contribuem para a maior protecéo do solo, além de exercer o controle de
plantas daninhas (Burle et al., 2006). Salton et al. (1@3&aram que a cobertura do

solo com a crotalaria juncea chega a 100% aos 50 dias apés semeadura.
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Apresenta elevada capacidade para fixar N, principalmente em condi¢cdes de nao
ocorréncia de estresse hidrico, podendo fixar de 150 a 450'ky\hake et al., 2014).

Sua capacidade de ciclar nutrientes do solo também é relevante (Diniz et al., 2014).

Em sistemas de rotacdo ou em consorcio, essa espécie tem efeitos consideraveis
na produtividade de culturas de expressédo econdémica, como algodéao (Wutke et al., 2014),
arroz (Jesus et al., 2007), feijao, fumo (Wutke et al., 2014), café (Araujo et al., 2013),
canade-acUcar (Duarte-Junior e Coelho, 2008), milho (Fosu et al., 2004; Silva et al.,
2009), pimentéo (Cesar et al., 2007), quiabo (Ribas et al., 2003), soja, sorgo (Wutke et
al., 2014)etrigo (Lange et al., 2009).

A C. juncea é utilizada com eficiéncia no controle de nematoides, tais como o
Meloidogyne incognita (Kofoid e White), M. javanica (Treub) (Moraes et al., 2006),
Rotylenchulus reniformis (Linford e Oliveira), Scutellonema bradys (Stainer e LeHew)
(Garrido et al., 2008), Radopholus similis (Cobb) (Jasy e Koshy, 1994) e M. exigua Goeldi
(Amaral et al.,, 2002), devido ao alcaloide npirrolizidinico toxico denominado
‘monocrotalina’ presente nas folhas e nas sementes (Ferraz e Freitas, 2004; Garrido et al.,
2008). Além disso, com a contribuicdo de matéria organica, aumenta-se a populacdo de
microrganismos desfavoraveis aos nematoides (Wutke et al., 2014). Venzon et al. (2006)
verificaram a qualidade nutricional do gréo de pdélen da C. juncea, cujos teores proteicos
médios foram de 25,6%. Segundo esses autores, isso favorece o aumento da fecundidade,
na promocao de crescimento populacional e na alimentac&o do &caro Iphiseiodes zuluagai
Denmark e Muma e do bicho-lixeiro (Chrysoperla externa Hagen), dois
predadores/sugadores de algumas pragas na cultura do café, como os acaros fitéfagos
Oligonychus ilicis MgGregor e Brevipalpus phoenicis Geijskes.

Destaca-se ainda pelo efeito alelopético na supresséo de plantas daninhas, sendo
utilizada no controle de Bidens pilosa L. (Monquero et al., 2009), Brachiaria decumbens
Stapf, Panicum maximum Jacq. (Severino e Christoffoleti, 2001; Monquero et al., 2009)

e Cyperus rotundus L. (Fontanétti et al., 2007). As hastes secas e o feno séo utilizados
como forrageiras para os animais domeésticos (Duke, 1981).

Na industria, essa espécie se caracteriza como uma das principais plantas
produtoras de fibra de importancia econémica, sendo muito cultivada para esse fim na
Russia e na Asia tropical. Suas fibras sdo macias, duraveis e resistentes, detentoras de
celulose de alta qualidade, sendo utilizada em cordoaria, fabricagdo de redes ,de pesca
sacarias, tapetes e papel para confeccao de cigarros (Calegari et al., 1993; Cook e White,
1996). A fibra extraida da casca de crotalaria € mais duravel do que a da juta (Corchorus
sp.). No Brasil, a crotalaria juncea foi introduzida inicialmente para a producgéo de fibras,
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mas se difundiu como planta condicionadora do solo (Burle et al., 2006). Porafim, n
medicina popular, as sementes sdo utilizadas como purificadoras do sangue, contra o
impetigo e a psoriase (Duke, 1981).

Como a C. juncea € polinizada preferencialmente pela mamangava (Xylocopa
fenestrata Fabricius, X frontalis Olivier, X grisescens Lepeletier (Hymenoptera:
Apidae)), é recomendavel a manutencdo da populacdo desse inseto na area de cultivo,
durante a floracdo, para que haja producéao satisfatéria de sementes (Leitdo Filho, 2009).

Umas das principais limitacbes a producédo de sementes € a ocorréncia da lagarta
Utetheisa ornatrix (L.) (Lepidoptera, Arctiidae) que ataca a inflorescéncia e as vagens.
Existem outras espécies que também podem prejudicar a produgcdo de sementes, como as
lagartas-das-vagens (Etiella zinckenella (Treit.) (Lepidoptera: Pyralidae) e Spodoptera
sp.). A ocorréncia de Fusarium sp. e de Ceratocystes fimbrita Ellis e Halsted causa
murcha e tombamento nas plantas. Deve-se evitar o cultivo de crotalaria nas entrelinhas
da cultura da mangueira, pela possibilidade de ocorréncia de C. fimbrita, causadar da sec
nessa frutifera. Outra dificuldade é a desuniformidade na maturagéo, o que pode provocar
sérias perdas na colheita (Calegari et al., 1993; Wutke et al), 2014

Segundo Calegari et al. (1993), a colheita das sementes pode ser realizada
manualmente ou com colhedora, quando mais de 70% das vagens estiverem secas. Mas
algumas empresas produtoras de sementes do estado de Sdo Paulo colhem quando ac

plantas apresentam 60% de vagens secas (informacéo pessoal).

2.2. Maturacao de sementes

O desenvolvimento das sementes € caracterizado por uma série de alteracdes,
controladas geneticamente, de natureza fisica, morfoldgica, fisiolégica e bioquimica, que
sdo iniciadas a partir da fecundacédo do 6vulo (Berger et al., 2008; Hehenberger et al.,
2012) que, em Angiospermas, leva a formagdo do embrido, do endosperma e do
tegumento (Kesavan et al., 2013).

Na maioria das espécies, o desenvolvimento das sementes pode ser dividido em
trés fases distintas. A primeira fase € caracterizada pela diviséo celular e pelo aumento
rapido na massa da semente e no conteudo de agua. Nessa fase, a agua representa maic
parte da massa da semente. Durante essa fase, a histodifereneiag@fogénese das
sementes acontecem a medida que o zigoto unicelular se submete as divisdes mitbticas
extensivas (Yedegari e Goldberg, 1997). O aumento de massa ocorre devido a sintese e

deposicdo de reservas, tais como carboidratos, lipidios e proteinas. Esses processos



ocorrem em organelas especificas que podem estar presentes no embrido e/ou nos tecidos
de reserva, tais como endosperma ou perisperma (Bewley et al., 2013).

Essa deposicdo de reservas se intensifica na fase intermediaria de
desenvolvimento, levando a expansao das células e, consequentemente, ao aumento de
tamanho das sementes. O elevado teor de agua permanece e as sementes exibem altc
poder germinativo (Bewley et al., 2013). Durante essa fase, os vacuolos diminuem de
tamanho a medida que os compostos de armazenamento se acumulam e a massa de
matéria seca aumenta. Com isso, diminui, também, o teor relativo de agua, pela
substituicdo dessa pela matéria seca nas células (Castro et al., 2004).

Posteriormente, o desenvolvimento das sementes termina com uma fase pré-
programada de secagem (Angelovici et al., 2010; Weber et al., 2010). Em sementes
ortodoxas, como as crotalarias, nessa fase, ocorre um declinio rapido do conteudo de
agua. Isso resulta em uma reducao gradual do metabolismo e 0 embrido passa para um
estado metabdlico minimo, também chamado de estado quiescente (Castro et al., 2004).
Nesse estado desidratado, as sementes entram em repouso, permitindo sua manutencao ¢
sobrevivéncia a uma gama de condi¢cbes ambientais (Leprince e Buitink, 2010). A menos
que esteja dormente, recomecara a atividade metabdlica, o crescimento e o
desenvolvimento quando as condi¢Bes favoraveis a germinacao forem fornecidas (Castro
et al., 2004).

A maturidade fisiolégica € o momento em que cessa a transferéncia de matéria
seca da planta para as sementes. Nesse momento, as sementes apresentam potencic
fisiologico maximo. O atraso na colheita, a partir desse ponto, expde as sementes as
condicOes adversas do ambiente, como variagdes de temperatura, de umidade, insetos e
microrganismos. Com isso, pode haver quedas no potencial fisioldgico e na quantidade
de sementes (Carvalho e Nakagawa, 2012).

No entanto, a colheita de sementes no ponto de maturidade fisiolégica também é
inviavel, pelo grau elevado de umidade das sementes, incompativel com o manejo
mecanizado, devido, principalmente, a ocorréncia de injurias as sementes e ao
embuchamento de maquinas. Mesmo em colheitas manuais, sementes muito umidas tém
gue ser submetidas a secagem, que deve ser suficientemente rapida para nao predispor a:
sementes a deterioracdo. Para isso, pode ser necessaria a utilizacao de altas temperatura
de secagem gue, da mesma forma, trara sérios prejuizos a qualidade das sementes (Marcos
Filho, 2005). Ainda que, durante a maturacao das sementes, mecanismos de prote¢cao séo
iniciados para preservar a integridade dos componentes celulares quando a agua for

removida durante a secagem (Hoekstra et al., 2001).



Informacdes a respeito da maturacao fisiolégica de sementes de C. juncea séo
escassas. Mozambani et al. (1993) verificaram que a méaxima germinagao e vigor ocorreu
aos 182 dias apos a semeadura, em torno de 86 dias apds a antese. Esses autores també
constataram que o retardamento da colheita reduziu a qualidade fisiologica das sementes,
causada tanto pela deterioragcdo, pela maior exposicédo as condicfes adversas de campo,
guanto pelo aumento de sementes duras.

Lopes et al. (2005) concluiram que a maxima germinagcao ocorre entre 66 e 73
dias apos a antese. A diferenca entre os resultados desses trabalhos pode ser explicade
pelas diferentes épocas de semeadura, que foi mais precoce no estudo de Mozambani et
al. (1993).

2.3.Colheita e armazenamento das sementes

Em soja, um dos problemas determinantes para a queda do potencial fisiolégico
de sementes é a alternancia de periodos secos e Umidos, aliada a temperaturas elevada:
na fase final da maturacdo. Tal combinacdo predispde a ocorréncia de injurias ao
tegumento, como consequéncia de expansdes e contracdes apds uma série de ciclos de
umedecimento e secagem (Marcos Filho, 2005). Essas les6es aumentam a fragilidade do
tegumento, reduzem a protecdo da semente e causam prejuizos ao seu desempenhc
(Terasawa et al., 2009). Essas alteracdes no volume das sementes de soja produzem rugas
geralmente na regido oposta ao hilo. Como consequéncia, pode-se ocorrer a ruptura do
tegumento e dos tecidos embriondrios, reduzindo o gradiente eletro-quimico das
membranas celulares,que afeta os mitocéndrios e reduz a producéo de energia (ATP)
para a germinacdo. Essa alteracao fisiol6gica causa aumento da respiracdo e producéo de
CQO,, devido a absorcao de umidade em temperatura elevada. Como consequéncia, ocorre
queda de eficiéncia metabolica causada pelo consumo do material de reserva, degradacéo
de lipidios e proteinas e reducao da atividade enzimatica (Bewley et al., 2013).

Segundo Horlings et al. (1991), a maior espessura de tegumento confere a semente
de maior resisténcia as condi¢des adversas durante a sua producéo no campo. Essa maiol
resisténcia ao dano mecénico esta relacionada aos teores de lignina no tegumento
(Alvarez et al., 1997).

Quando as sementes de soja sao colhidas com grau de umidade muito baixo, pode
haver danos mecéanicos imediatos, como a ocorréncia de rachaduras no tegumento ou até

guebra das sementes, sendo frequentemente visiveis, causando perda na qualidade das



sementes. Por outro lado, os danos latentes manifestam-se quando as sementes Sac
beneficiadas com altos teores de agua, provocando lesées que nem sempre podem ser
observadas externamente no momento da colheita. Esses danesnesdumaneira
acentuada durante o armazenamento, contribuindo significativamente para a reducédo do
vigor das sementes (Terasawa et al., 2009).

Em feijdo, esses danos também foram relatados. Sementes colhidas com teores
de &gua superiores a 17% apresentaram indice elevado de amassamento (Aforeso Junior
Correa, 2000). Os autores verificaram danos mecanicos imediatos e, posteriormente,
danos latentes, aos seis meses de armazenamento.

A secagem é uma etapa de fundamental importancia para a produgcédo de sementes
com qualidade fisiol6gica elevada. Essa técnica possibilita a antecipacédo da colheita,
evitando danos causados por fatores biotipos e abidticos em campo. A medaa que
semente perde agua, as reacfes metabdlicas vao diminuindo até que as atividades
respiratérias se tornam bastante reduzidas. Nessa condi¢cdo, as sementes podem ser
armazenadas por longos periodos (Dias e Nascimento, 2009).

Silva et al. (2007) verificaram que a medida q@gau de umidade das sementes
de soja, na ocasido da colheita, foi diminuindo, a germinacdo foi aumentando, apds a
secagem artificial. Em colheitas mais precoces, foi observada acentuada reducdo do
volume celular, o que, segundo esseitores, pode ter levado a uma ruptura das
coneccOes celulares nos trés sistemas de tecidos (dérmico, fundamental e vascular). A
maioria das células vegetais é interconectada por plasmodesmas que formam um
continuum citoplasmatico e esses sdo responsaveis por transporte de solutos (Taiz e
Zaiger, 2009). Nas colheitas mais tardias, Silva et al. (2007) observaram uma diminui¢cao
na profundidade do dano causado pela secagem. O dano foi mais intenso nos tecidos mais
externos (dérmico e fundamental), o que pode ter sido causado pela maior exposicao
desses tecidos a temperatura de secagem. Ademais, as células mantiveram-se turgidas.

Pammenter e Berjak (1999) descreveram alguns mecanismos protetores que
conferem tolerancia a desidratacdo. Sao relevantes as caracteristicas fisicas das células,
como o volume reduzido dos vacuolos. Ocorrem ainda ajustes da sequéncia metabdlica,
para prevenir a geracdo de agentes que provocam danos durante a desidratacao e sistema
antioxidantes, que previnem a ocorréncia de danos provocados por radicais livres. Ainda
particiapam desse sistema, acumulo de proteinas protetoras e de outros solutos, como
proteinas tipo LEA e alguns agucares solUveis, como a sacarose, estaquiose e rafinose,

que preservam as relacdes hidrofilicas das membranas, previnindo a fusdo de membranas.



Apoés a secagem, buscando imprimir um controle eficiente na manutencdo da
gualidade do lote de sementes, 0 armazenamento passa a ser um fator importante dentro
do processo de producédo de sementes. Todo o trabalho para o desenvolvimento do
material e as técnicas culturais para a sua producdo podem ser perdidos caso a semente
seja armazenada inadequadamente (Grisi e Santos, 2007).

O armazenamento das sementes inicia-se apds a maturidade fisiolégica, com a
permanéncia das sementes no campo. O objetivo do armazenamento € manter a qualidade
fisiologica das sementes durante o periodo de repouso. A longevidade das sementes é
variavel de acordo com o gendtipo. Entretanto, o periodo de conservacdo do potencial
fisiologico depende, em grande parte, do grau de umidade das sementes e das condi¢des
do ambiente de armazenamento (Marcos Filho, 2005).

O alto grau de umidade das sementes é uma das principais causas da perda do
poder germinativo durante o armazenamento para a maioria das espécies. O adto teor d
agua eleva a taxa respiratoria e acdo de microrganismos. Graus de umidade acima de 20%
podem promover o aquecimento da massa de sementes a uma temperatura letal (Desai et
al., 1997).

A temperatura influencia as atividades biolégicas. O aumento da temperatura do
ambiente de armazenamento provoca aumento da taxa respiratoria da semente, de fungos
e de insetos que a acompanham (Popinigis, 1985).

Uma regra prética, conhecida por “Regra de Harrington”, afirma que o periodo
para o armazenamento seguro duplica para cada reducao de 1,0% no grau de umidade da
semente ou decréscimo de 5,5 °C na temperatura ambiente. Reducfes nessas variaveis
quando efetuadas simultaneamente, teriam efeitos aditivos (Harrington, 1963). Para
Hilhorst (1997), deveria ser considerada uma queda de 2,0% no grau de umidade, para

gue o periodo de conservacao duplicasse.

2.4.Dorméncia das sementes

Conforme Bewley et al. (2013), o processo germinativo geralmente ocorre em
condicbes ambientais Otimas, tais como disponibilidade hidrica, oxigenacdo e
temperaturas adequadas a espécie. Algumas exigem ainda outros fatores, como luz
hormdnios e/ou nitrato. A germinagdo comeca com a embebicdo de agua pela semente
seca, seguido de expansdo do embrido e pelo aumento do nimero de céulas, pela mitose
(Nonogaki et al., 2010).
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A absorcao de agua € um processo trifasico com uma rapida absorcéo inicial (fase
), seguido por uma fase de plateau (fase IlI). Um novo aumento da absorcéo de agua (fase
[II) ocorre quando o eixo do embrido alonga e rompe as camadas de cobertura para
completar a geminacao (Manz et al., 2005).

As sementes que germinam nessas condicbes sdo chamadas de quiescentes.
Todavia, algumas sementes, as chamadas dormentes, necessitam de outros fatores
ambientais, além desses, para germinarem, apresentando alguma restricdo (Finch-Savage
e Leubner-Metzger, 2006).

A dorméncia permite que as sementes evitem a germinacao durante os periodos
desfavoraveis. Geralmente, as plantas produzem sementes com Varios niveis de
dorméncia, buscando distribuir seus descendentes atraves do tempo e do espaco (Poisot
et al., 2011). Com isso, a espécie pode garantir sua sobrevivéncia. O tipo de dorméncia
das sementes, portanto, pode influenciar processos de colonizacdo, de adaptacdo, de
especializacdo e de extin¢cdo da espécie (Willis et al., 2014).

O impedimento da germinagéo, em sementes dormentes, pode estar relacionado
aos fatores fisicos, fisiologicos e morfolégicos da semente, ou ainda ser uma combinacao
desses. A dorméncia fisica, que € objeto deste estudo, é caracterizada pela presenca de
tecidos extraembriondrios que impedem a entrada de agua ou trocas gasosas entre 0
embrido e o meio ambiente (Baskin e Baskin, 2001).

A dorméncia fisica pode ser ocasionada por uma camada de células alongadas e
justapostas com diferentes graus de espessamento, denominadas macroesclereides oL
células de Malpighi, que podem estar impregnadas ou ndo por lignina (Corner, 1976;
Paoli, 2006) e/ou por outras substancias hidrofobicas, como a cutina (Rolston, 1978;
Baskin et al., 2000

Fatores genéticos e fatores ambientais vigentes durante o desenvolvimento das
sementes e no momento podem afetar a permeabilidade do tegumento, determinando a
porcentagem e a intensidade de dorméncia (Samarah et al., 2004; Marcos Filho, 2005;
Nakagawa et al., 2005).

A impermeabilidade do tegumento a agua ocorre durante a maturacdo das
sementes e, assim, observa-se maior ocorréncia de sementes duras quando a maturagao
completada anteriormente a colheita (Demir, 1997). A reducdo do grau de umidade é
determinante para o surgimento de sementes duras (dorméncia fisica), pois, com a
diminuicdo da umidade, o tegumento torna-se progressivamente impermeavel a agua
(Wutke et al., 1995).
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O carater dureza do tegumento é conferido pela camada de suberina localizada na
camada interna das células paliciddicas, sendo essa camada continua em sementes
impermeaveis e descontinua em sementes permeaveis (Arantes et al., 1994).

Em tegumento permeavel, foi demonstrada a existéncia de lipidios que se
distribuem por toda a camada palicadica, ao passo que, em sementes duras, esses
componentes apresentaram-se em grande quantidade na base das células e penetrand
entre as paredes celulares (Peske e Pereira, 1983).

Em algumas leguminosas, tem-se observado que ha relacéo entre a coloracao do
tegumento e a sua permeabilidade a agua (Marbach e Mayer, 1975). A formacédo de
compostos de coloragdo escura, que sao resultantes da oxidacao de substancias fendlicas
pode contribuir para a impermeabilizacado do tegumento (Bewley et al., 2013). Dentre as
enzimas responsaveis pela catalisacao da oxidacdo desses compostos fendlicos tem-se &
catecol oxidase. Essa enzima, na presencadat@ durante a fase de desidratacéo do
tegumento (Marbach e Mayer, 1975).

Sementes de soja com tegumento preto embebem agua a uma velocidade menor,
guando comparadas com as amarelas (Horlings et al., 1991). Nakagawa et al. (2007a)
constataram o escurecimento do tegumento e a ocorréncia de sementes duras em mucuna-
preta, mesmo nas imaturas, apés sofrerem secagem no interior das vagens, destacadas da
plantas.

Nas linhagens de soja com tegumento de coloracdo preta, ha maior espessura de
tegumento em relacdo a linhagens de tegumento amarelo, o ques-ttwegemelhor
protecdo as adversidades de campo e durante as etapas de colheita e beneficiamento
(Horlings et al., 1991). Contudo, segundo Giurizatto et al. (2003), a espessura do
tegumento ndo determina a quantidade de agua absorvida pelas sementes.

A colheita de sementes imaturas seguidaatagem lenta podem aumerdaar
dorméncia das sementes no lote. Esse fendmeno relaciona-se ao desenvolvimento e
maturagdo do tegumento, onde as sementes mais novas, com menor desenvolvimento do
tegumento, apresentam maior permeabilidade, que diminui com o avanc¢o da estruturacao
do tegumento (Nakagawa et al., 2007a).

Em espécies do género Crotalaria, como C. rdtugantoniolli et al., 1993), C.
spectabilis Roth (Egley, 1979), C. sericea Retz (Saha e Takahashi, 1981), C. incana L.
(Carreras et al., 2001), C. mucronata Desv. e C. zanzibari¢th @amm e Chen, 1992),
foi relatada a ocorréncia de sementes impermedaveis a agua. Em C. juncea, no entanto,
nao foram encontrados na literatura relatos de ocorréncia de dorméncia, apenas diferenca

na velocidade de embebicdo. Nessa espécie, sementes menores e mais claras,
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caracteristicas de sementes relativamente mais imaturas, embebem mais rapido nas
primeiras horas de exposicdo a agua do que sementes que completaram sua maturacao

antes de serem colhidas (Pascualides e Planchuelo, 2007).

2.5. Compostos de reserva das sementes

Algumas caracteristicas morfoanatbmicas e quimicas das sementes podem ter
valor taxondmico ou representar adaptacdes ecologicas, mas também podem indicar
caracteristicas fitotécnicas relevantes. A resisténcia mecanica e a composicao quimica do
tegumento podem estar diretamente relacionadas com a dorméncia tegumentar em
algumas espécies (Briggs et al., 2005; Bewley et al., 2013). Analises anatbémicas e
histoquimicas sdo comumente utilizadas para determinar e localizar barreiras mecanicas
e, ou gquimicas no tegumento de sementes e assim orientar métodos de quebra de
dorméncia (Bitencourt et al., 2008; Ferreira et al., 2011).

Caracteristicas qualitativas do material de reserva estédo relacionadas ndo s6 ao
potencial de uso, mas também a longevidade das sementes e condicfes de armazenamentc
(Bewley et al., 2013).

O conhecimento da composicdo quimica e dos mecanismos de deposicdo e
mobilizacdo de reservas € imprescindivel para a tecnologia de producdo de sementes,
considerando-se que tanto a germinacao e o vigor, quanto o potencial de armazenamento,
sao influenciados pelos compostos presentes nas sementes (Buckeridge et al., 2004;
Bewley et al., 2013). De modo geral, os compostos de reserva das sementes sao
constituidos por carboidratos, lipidios e proteinas. Suas propor¢des sao variaveis
conforme a espécie (Marcos Filho, 2005)

Dentre os carboidratos, o amido € o principal composto de reserva das sementes.
Esse polissacarideo € acumulado nos amiloplastos. O amido é composto por unidades de
glucose, organizadas em dois homopolissacarideos, a amilose e a amilopectina (Amaral
et al., 2007). A amilose usualmente esta presente na proporcao de 25% e, a amilopectina,
corresponde a aproximadamente 75% (Zeeman et al., 2010). A amilose praticamente nédo
apresenta ramificacbes, sendo as unidades de glucose conectadas por ligacbes
glicosidicas do tipo a (1,4). Ja a amilopectina, uma das maiores biomoléculas conhecidas,
€ altamente ramificada e possui cadeias de residuos de glucose ligados entre si por
ligacdes gliosidicas do tipo a (1,4) com ramifica¢des a (1,6) (Myers et al., 2000).

Ao reagir com a solucao de lugol, as cadeias de amilose adquirem coloracao azul

a arroxeada, e a amilopectina coloracao avermelhada, sendo a coloragéo final dependente
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da proporc¢éo dos dois compostos, que normalmente varia de azul escuro para azul violeta
(Albrechtova, 2004). Santos et al. (2013) destacam que o iodo metélico presente no lugol
forma complexos com a cadeia de amilose do amido, formando um composto de cor roxa.

Em leguminosas, as principais reservas normalmente encontradas nos cotilédones
sdo amido, Oleos e proteinas. Em espécies exalbuminosas é comum o amido constituir-se
no principal composto de reserva, seguido de proteinas e, em menor propor¢ao, sle lipidio
(Seno et al., 1996; Nakamura e Oliveira, 2005). Entretanto, em cotilédones com alto teor
de proteina e que apresentam endosperma persistente na maturidade, geéalmente
encontrado um tipo de polissacarido neutro de reserva ndo encontrado nos cotilédones,
denominado galactomanano (Reid, 1971).

Esse polissacarideo é soluvel em agua e é constituido por manose, que forma uma
cadeia principal de manano cdipa¢oes -1,4, ramificada com residuos de galactose
ligadas a cadeia principal com ligac@es,6 (Panegassi et al., 2000). Os galactomananos
produzem soluc¢des aquosas de viscosidade elevada, o que as torna comercialmente Uteis,
principalmente como espessantes de sistemas aquosos (Azero e Andrade, 1999). Sao
produzidos nos vacuolos citoplasmaticos e, durante a maturacdo, sao depositados até o
preenchimento total das paredes celulares do endosperma (Reid, 1985).

As funcbes de reserva e embebicdo do galactomanano parecem estar associadas
quase que exclusivamente as leguminosas, pois em espécies ndo-leguminosas é mais
evidente a funcéo de dureza e protecdo do embrido. No entanto, € possivel que a funcéo
de dureza esteja ainda preservada em leguminosas. Sementes de soja, por exemplo,
armazenam relativamente pequenas quantidades de galactomanano (Buckeridge et al.,
2000).

Os lipidios de reserva sdo sintetizados em organelas presentes no citoplasma,
sendo acumulados em corpos lipidicos, onde ha predominancia de triacilglicerideos, que
fornecem energia para o estadio inicial de germinacdo e crescimento do embrido
(Graham, 2008).

Com relacao as proteinas, em geral, observa-se um aumento na concentracao ao
longo do desenvolvimento das sementes (Pavithra et al.). 2044l reservas proteicas,
em sementes, sdo encontradas principalmente duas classes de proteinas, as globulinas e
as prolaminas, sintetizadas no complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, sendo estas
acumuladas sob a forma de corpos proteicos (Marty, 1999).

Durante a germinagdo das sementes e o desenvolvimastpl&htulas, os
carboidratos e os lipidios sdo mobilizados e utilizados como fonte de energia e carbono

(Graham, 2008; Taiz e Zeiger, 2009). As proteinas tém como funcdo armazenar
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principalmente nitrogénio e enxofre, essenciais para a sintese de novas proteinas, acidos
nucleicos e compostos secundarios na plantula em crescimento (Lima et al., 2008; Taiz e
Zeiger, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Semeadura, colheita e secagh das sementes

A semeadura foi realizada em dois de fevereiro de 20 drea experimental da
Universidade Federal de Vigosa, localizada no municipio de VM&&20°45°14°” sul
¢ 42°52°53”’ oeste, a 650 m de altitude). Conforme a classifica¢é@o climatica de Koppen,
o clima regional é do tipo Cwb, mesotérmico umido com verdes chuvosos e invernos
secos (Vianello e Alves, 1991). Os dados meteorologicos durante o periodo
compreendido entre a semeadura e as colheitas das sementes estao apresentados na Figul
1.
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Figura 1. Dados de precipitacdo total (mm) (A), umidade relativa do ar médiB)%)splacéo total (h)
(C) e temperaturas (°C) (D) ocorrentes durante o periodo compreentiel@a semeadura e as colheitas
das sementefL: florescimento; IC: inicio das colheitas; SE: semeadura; TC: término das colheitas.
Fonte: Instituto Nacional de Meteorologia, Estacdo Meteorolégica A510, i¢Gs2012.
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As sementes de Crotalaria juncea L. utilizadas na semeadura foram adquiridas no
banco de sementes da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG. O solo foi preparado
com uma aragao e duas gradagens. A semeadura, manual, foi realizada em sulcos de 5 cm
de profundidade, espacados 0,50 m entre si, onde foram distribuidas 40 sementes por
metro linear. A area utilizada para a semeadura foi de 208 necessidade hidrica das
plantas foi suprida por meio da irrigagéo por aspersao.

As colheitas foram realizadas quando as plantas atingiram 40, 60, 80 e 100% de
vagens secas (VS) (Figura 2). Foram consideradas como secas aquelas vagens amarelas
em cujo interior as sementes encontravam-se livres, produzindo som caracteristico de
chocalho ao serem agitadas (Cook e White, 1996). O florescimento, caracterizado quando
aproximadamente 50% das plantas apresentavam ao menos uma flor em antese, ocorreu
aos 71 dias apds a semeadura. Sendo assim, as colheitas corresponderam, respetivamente
al33, 140, 148 e 155 dias apoés a antese.

Em cada estadio de maturacéo, as plantas foram cortadas e levadas imediatamente
ao laboratério para a retirada das vagens e debulha manual.

Trés amostras de 100 sementes em cada estadio de maturacdo foram utilizadas
para a determinacdo do grau de umidade na colheita, por meio do método da estufa a 105
+ 3 °C por 24 h (Brasil, 2009). Concomitantemente, foi determinado o acimulo de matéria
seca nas sementes, cujos resultados foram expressos em mg $dinees et al.,

2005).

As sementes foram submetidas a secagem a sombra, em ambiente com circulacao
de ar natural. A temperatura e a umidade relativa do ar foram monitoradas por meio de
termohigrébmetro digital. O processo de secagem foi mantido até que as sementes
atingissem 10% de umidade. Para acompanhar a perda de umidade das sementes,
pesagens periodicas foram realizadas e, os resultados, foram aplicados na equacéo
sugerida por Cromarty et al. (1985):

M; (100- U; )= M; (100- U; )
onde: M é a massa inicial das sementesé Umidade inicial das sementes;dvh massa
final das sementes (ap6s secagem): & Wmidade final das sementes (apds secagem).

Atingido o grau de umidade desejado, o tempo transcorrido entre o inicio e o final
da secagem foi computado.

As sementes foram, entdo, acondicionadas em sacos de papel e permaneceram
armazenadas em ambiente controlado, a uma temperatura de 20 °C e umidade relativa do

ar em torno de 50%, por 30 dias, para homogeneizagédo da umidade.
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Figura 2 Caracterizacao visual das vagens (a esquerday sementes (a direita) de Crotalaria juncea
colhidas com 40% de vagens secas (A-B), 60% de vagens secas (@6l 88gens secas (E-F) e 100%
de vagens secas (G-H). H. Setas indicam sementes deformadas devido ao atiyoegd@ismos.
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3.2.Beneficiamento e armazenamento

As sementes foram pesadas e beneficiadas em soprador modelo South Dakota,
marca DE LEO®, com abertura de 6 mm, por 30 s. Dessa forma, foi possivel separar as
impurezas mais leves que as sementes, como restos de vagens e sementes chochas. Feit
isso, as demais impurezas, como sementes em estadio avancado de deterioracao devido
ao ataque de fungos (Figura 2H) e sementes quebradas ou danificadas iguais ou menores
do que a metade de seu tamanho original foram retiradas manualmente. Ao final do teste
de uniformidade (item 3.3.a), aquelas sementes que passaram pela peneira de 3,0 mm
também foram consideradas como impurezas (Nakagawa et al., 2007a, b).

A porcao de sementes puras foi pesada. O resultado foi expresso em porcentagem
de pureza fisica. As demais avaliagdes foram realizadas a partir dessa porcao.

Essse resultado também foi utilizado para a determinacdo do rendimento. As
médias obtidas foram corrigidas para 13% de umidade, conforme equacao descrita por
Santos et al. (2005) e, os resultados, foram expressos ent:kg ha

_ Mob(100- U)
100-13

em que MS é a massa de sementes, corrigida para 13% de umidade; Mob é a massa

MS

observada e U é o grau de umidade da amostra original, que foi determinado pelo método
da estufaa 105 £ 3 °C, por 24 h.

Em cada unidade experimental, foi retirada uma amostra para a verificacdo dos
efeitos imediatos dos tratamentos nas caracteristicas fisicas, fisioldgicas, anatdmicas e
histoquimicas. A por¢do remanescente permaneceu armazenada por mais oito meses, em
ambiente controlado (temperatura de 20 °C e umidade relativa do ar em torno de 50%).
As sementes dessa por¢cao foram submetidas a apenas avaliagbes quanto a qualidade

fisiologica.

3.3.Avaliacdo da qualidade fisica das sementes

BN

As avaliagbes quanto a qualidade fisica das sementes foram conduzidas no
Laboratério de Pesquisa em Sementes, do Departamento de Fitotecnia, Universidade

Federal de Vigcosa, em Vigcosa, Minas Gerais.

a) Teste de uniformidade (retencédo em peneirafoi conduzido em duplicatas

de 100 g de sementes e por meio da classificacdo por peneiras manuais, com crivos
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circulares nas dimensdes de 5,0, 4,5, 4,0, 3,5 e 3,0 mm de diametro. O resultado foi

expresso em porcentagem de retencédo de sementes em cada peneira (Brasil, 2009).

b) Coloracéo e textura das sementesttilizaram-se duplicatas de 100 g de cada
unidade experimental. Em cada amostra, as sementes foram separadas em trés grupos,
segundo a aparéncia fisica do tegumento (Figura 3), a gaestadio |: sementes com
coloracédo esverdeada, com aspecto enrugadestadio Il: sementes com coloragdo
esverdeada, porém bem formadas, com tegumento lisp estadio Ill: sementes com
coloracdo predominantemente marrons escuras, com tegumento liso. Em cada grupo foi

contabilizada a quantidade de sementes, expressando 0s resultados em porcentagem.

Figura 3 Sementes de Crotalaria junosontradas em cada grupo, segundo o estadio de matudagéo
Estadio |. B- Estadio Il. G- Estadio Ill. Barras: @5 cm. *regido do eixo hipocotilo-radicula.

3.4. Avaliacdo da qualidade fisioldégica das sementes

As avaliacdes quanto a qualidade fisiologica das sementes foram conduzidas no
Laboratorio de Pesquisa em Sementes e na éggaimental “Horta Velha”, do

Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Vigcosa, liBsa-

a) Germinacédo:quadruplicatas de 50 sementes, tratadas com fungicida Orthocide
500° em p6 seco (1,5 g do ingrediente ativo N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1,2-
dicarboximide por quilo de sementes), foram colocadas para germinar em substrato entre
papel, na forma de rolo, umedecido com agua destilada na proporcao de 2,5 vezes a massa
do substrato seco. O teste foi conduzido em BOD, com temperatura alternada de 20-30
°C, com fotoperiodo de 8 h de luz diaria. As avaliagbes foram realizadas nos 4°, 10° e
17° dias apo0s a instalacédo do teste. Os resultados foram expressos em porcentagem de
plantulas normais. Seguiram-se 0s critérios estabelecidos pelas Regras para Analise de
Sementes (Brasil, 2009).
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b) Primeira contagem do teste de germinacadoi realizada juntamente com o
teste de germinacao. Registrou-se a porcentagem de plantulas normais no quarto dia apos
a montagem do teste. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas

normais.

c) Germinagdo com sementes escarificadaas sementes duras, isto é, aquelas

que permaneceram sem absorver dgua e se apresentaram, portanto, no final do teste de
germinacao (17° dia) com aspecto de sementes recém colocadas no substrato, foram
escarificadas, manualmente, na regido oposta a do eixo hipocétilo-radicula (Figura 3),
com o auxilio de uma lixa de grana 80. ApoOs a escarificacdo, as sementes foram
submetidas novamente ao teste de germinagao por mais 10 dias para a determinacao das
plantulas normai@Brasil, 2009). Os resultados foram somados aqueles obtidos pelo teste
de germinacao (conduzido antes da escarificardo), conforme metodologia sugerida por
Nakagawa et al. (2007a). Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas

normais.

d) Porcentagem de sementes duradurante o teste de germinacéo, as sementes
gue se apresentavam duras aos 10° e 17° dias foram computadas (Brasil, 2009). Os

resultados foram expressos em porcentagem de sementes duras.

e) indice de velocidade de emergéncia (IVE)as amostras retiradas para o
estudo antes do armazenamento foram avaliadas em condigbes de campo, com o objetivo
de potencializar a expressédo do vigor das sementes. O solo foi preparado com duas
gradagens. ApoOs serem tratadas com fungicida Orthocidee®®@6 seco (1,5 g do
ingrediente ativo N-trichloromethylthio-4-cyclohexene-1,2-dicarboximideqoilo de
semente), quadruplicatas de 50 sementes, oriundas de cada unidade experimental, foram
semeadas, de maneira equidistante, em sulcos com, aproximadamente, 5 cm de
profundidade. Foram realizadas leituras diarias, sendo contabilizadas as plantulas
emergidas, consideradas aquelas que apresentaram angulo superior a 90° entre o caule €
eixo cotiledonar. As avaliagbes foram realizadas até o 13° dia apds a semeadura, onde
observou-sa estabilizacdo na quantidade de plantulas emergidas.

De posse dos dados, foi determinado o indice de velocidade de emergéncia (IVE)
por meio da equacao sugerida por Maguire (1962):

IVE=E1/N1+E2/N2+...+En/Nn
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em que E1, E2 e En € o numero de plantulas emergidas computadas na primeira, segunda,
até a ultima contagem; N1, N2 e Nn € o numero de dias da semeadura a primeira, segunda
até a ultima contagem. Dessa forma, o maior indice indica o maior vigor.

As sementes utilizadas para o estudo apds o armazenamento foram semeadas em
bandejas contendo areia e o teste conduzido em casa de vegetacao. Isso foi necessario
devido as baixas temperaturas observadas no municipio de Vigosa na época de
implantacéo desse ensaio, 0 que prejudicaria a emergéncia em campo, uma vez que a C.
juncea é sensivel ao frio (Burle et al., 2006). Com excecao do substrato e do local de
execucao do teste, a conducéo e as avaliacdes foram realizadas da mesma maneira que nc

ensaio com as sementes ndo armazenadas.

f) Emergéncia de plantulas: em ambos o0s ensaios, antes e apos o
armazenamento, ao final do teste de IVE, a saber, no 13° dia ap6s semeadura, foram
contabilizadas as plantulas normais, expressando o resultado em porcentagem de

emergéncia de plantas.

3.5. Anatomia e histoquimica das sementes

As avaliacbes foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal do
Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de Vicosa, em Vigosa,
Minas Gerais.

Foram amostradas cinco sementes de cada grupo de coloracdo do tegumento
(Figura 3). As sementes foram fixadas em solucéo de formaldeido, &cido acético e alcool
etilico 50% (5:5:90 v/v) (FAA 50) por 48 h (Johansen, 1940). As amostras foram
mantidas sob vacuo durante esse periodo. A conservacdo do material foi realizada em
etanol 70% (Jensen, 1962).

As amostras foram submetidas a desidratacdo em série etilica @escent
posteriormente, incluétsem metacrilato (Historesin - Lef®g conforme indicacées do
fabricante. Seccfes transversais da por¢cdo mediana das sementes (Figura 4), com 6 pm
de espessura, foram obtidas em microtomo rotativo de avango automatico (modelo RM
2155, Leica) e submetidas a avaliacdo das caracteristicas anatdmicas e histoquimicas,

com a utilizacdo dos reagentes que se seguem.
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Figura 4. Esquema da semente inteira de Crotalaria juncea, mostradtizadaoado corte transversal
*regido do eixo hipocétilo-radicula.

a) Azul de toluidina 0,05% em tampéao fosfato de sodio 0,1M pH 6,5 A
coloracao ocorreu durante 10 mam temperatura ambiente, seguindo-se trés lavagens
em agua destilada e secagem, também em temperatura art®i&nten et al., 1964¢

montagem com resina sintética (Permount).

b) Vermelho de ruténio— utilizado para a deteccdo de pectinas. A solucdo de
vermelho de ruténio foi aplicada nos cortes por 10 min, seguindo-se a lavagem em agua
(Johansen, 1940).

c) Reagente de Schiff/acido peridédico (PAS) utilizado para a detecgédo de
polissacarideos neutros. Os cortes foram oxidados em solugdo aquosa de acido periédico
0,5% por nove min. Apos lavagem em &gua destilada, os cortes foram tratados com
reagente Schiff por 30 min, no escuro. Seguiu-se a lavagem em agua sulfurosa e, depois,
em agua destilad®’brien e McCully, 1981).

d) Teste com reagente de Lugelutilizado para identificar a presenca de amido,
no qual o reagente foi colocado em contato com os cortes, durante 10 min, seguindo-se a

montagem com laminula (Johansen, 1940).

e) Vermelho neutro— utilizado para a localizagdo de substancias lipidicas. Os
cortes foram submersos em solugcdo de vermelho neutro por 20 min, seguindo-se a
lavagem em agua. As laminas, foram, entéo, levadas imediatamente para a observacao ao

fotomicroscopio, utilizando-se luz ultravioleta (Kirk Junior, 1970).

f) Xylidine Ponceau (XP) 0,1% pH 2,5- corante anibnico utilizado para

evidenciar proteinas, onde a coloracdo ocorreu durante 15 min, seguindo-se de lavagem
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em acido acético a 3%, durante 15 min e lavagem rapida em agua destilada. Seguiu-se a
secagem em temperatura ambiente e montagem em resina Permount (Vidal, 1970).

As andlises e a obtencdo de imagens foram realizadas em fotomicroscopio
(modelo AX70 TRF, Olympus Optical, Tokyo, Jap&o), com sistema U-PHOTO, acoplado
a camera fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments
Inc., New York, USA) e microcomputador, com o programa de captura de imagens Spot
Basic.

3.6.Delineamento e analise estatistica

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticdes. Os tratamentos consistiram em quatro estadios de maturacdo (plantas com 40,
60, 80 e 100% de vagens secas) e dois tempos de armazenamento (0 e 8 meses).

Os dados foram previamente submetidos aos testes de Lilliefors (5%), para
verificar se os valores seguiram a distribuicdo normal e de Cochran e Bartlett (5%), para
verificar a homogeneidade das variancias.

Osresultados referentes a qualidade fisioldégica das sementes foram submetidos a
andlise de variancia conjunta, com excecdo daqueles referentes ao IVE e emergéncia,
cujas metodologias utilizadas antes e apds o armazenamento das sementes foram
diferentes devido as variacfes do clima na época de montagem de cada ensaio. Para a
comparacao entre as médias, foi utilizado o teste de Tukey em nivel de significancia de
5% de probabilidade.

Os dados referentes aos estadios de maturacdo foram submetidos a anélise de
regressao.

Os resultados das analises das caracteristicas anatdbmicas e histoquimicas das

sementes foram submetidos a apenas andlises descritivas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao fisica e fisiologica

Os resultados referentes ao tempo necessario para a secagem das sementes
apresentaram um comportamento linear (Figura 5). Para a secagem das sementes da
primeira colheita foram necessarias 200 h (dado observado), que foi quase 10 vezes maior
do que o tempo necessario para a secagem das sementes da Ultima colheita (22 h, dado
observado). Essa diferenca no tempo de secagem € decorrente dos diferentes graus de
umidade observados em cada estadio de maturacdo, que foram de 64, 56, 38 e 17%,
respectivamente para a colheita com 40, 60, 80 e 100% VS.

200 ° §=296,2-2,86"x r>=0,94
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Estadio de maturagao (% de vagens secas)

Figura 5. Tempo de secagem (h) de sementes de Crotalaria junceayatéde umidade de 10%, em
funcdo do estadio de maturagéo

*significativo em nivel de 5% pelo teste’.

Apos a colheita, as sementes devem permanecer imidas o menor tempo possivel,
haja vista que a alta umidade €é o fator que mais influencia a qualidade fisioldgica (Peske,
2006). A intensidade respiratoria nessa fase mantém-se alta, o que leva a altas taxas de
degradacéo de substancias de reservas e liberacdo de grande quantidade de calorias, que
deixardo de ser usadas para nutrir 0 eixo embrionario, além de servir como fonte de
energia para microrganismos ou insetos (Bewley et al., 2013).

O menor tempo de secagem também pode se traduzir em maior economia, Vvisto

que as sementes poderdo ser armazenadas ou até mesmo comercializadas mais
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rapidamente, desocupando os estabelecimentos e a mao de obra psedivdades.
Além disso, em caso de utilizacdo de secagem artificial, 0 menor tempo de secagem se
traduz em economia de energia.

O desenvolvimento das sementes foi caracterizado por um acumulo de matéria
seca, cujos resultados se ajustaram a um modelo quadratico (Figura 6). A deposicao de
matéria seca aumentou rapidamente da primeira para a segunda colheita. Isso significa
que, nesse ponto, ainda estavam ocorrendo a histodiferenciacdo e a morfogénese, que

ocorre concomitantemente ao acumulo de reservas (Bewley et al., 2013).
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Estadio de maturagao (% de vagens secas)

* Grau de umidade das semenfes 99,285 -0,792094 **x r?=0,97
°© Matéria seca das sementes- 9,62905+0,863643**x -0,0050181 §#x2 R2= 0,98

Figura 6. Matéria seca (mg sememjesgrau de umidade (%) das sementes de Crotalaria juncea em fungao
do estadio de maturacdo
**significativo em nivel del% pelo teste “t”.

A méaxima deposicdo de matéria seca estimada com base na regressdo ocorreu
guando as plantas atingiram 86,1% de vagens secas, momento em que observou-se 46,8
mg sementé. De acordo com a definicdo de Tekrony e Egli (1997), esse ponto configura-
se na maturidade fisiol6gica das sementes, sendo variavel de espécie para espécie e
coincidente ou ndo com o maximo potencial fisiologico. Em C. juncea, Mozambani et al.
(1993) verificaram a deposicdo maxima de 49,3 mg semha®enatéria seca sendo,
portanto, bem préxima ao encontrado no presente trabalho. Variagbes no ambiente, como
fertiidade do solo, disponibilidade de agua, temperatura e luz, podem influenciar

desenvolvimento da semente, traduzindo-se, principalmente, em variagcdes no tamanho e
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massa (Marcos Filho, 2005). De acordo com esse autor, o0 acumulo de reservas, em
leguminosas, € altamente depende dos assimilados durante a frutificacdo, o que torna a
producdo de sementes extremamente sensivel a fatores do ambiente que possam provocal
a reducéo da atividade fotossintética.

A deposicao de matéria seca entre as colheitas com 80 e 100% VS foi,minima
havendo uma tendéncia de estabilizacdo, obsernssdedias de 45,76 e 46,09 mg
sementg, respetivamente (Figurd.6

Os resultados referentes ao grau de umidade das sementes apresentaram um
comportamento linear (Figura.®a primeira colheita as sementes apresentaram elevado
grau de umidade (64,2%, dado observado). O alto teor de agua na fase inicial de
maturacdo é necessario para a expansdo celular (Bewley et al., 2013), além de ser
importante por permitir a translocacdo de compostos, tendo em vista que a transferéncia
de metabdlitos da planta para as sementes € realizada em meio liquido (Marcos Filho,
2005.

Quando ocorreu 0 maximo acumulo de matéria seca (86,1% VS), o grau de
umidade das sementes foi de 31,1% (Figura 6). Mozambani et al. (1993) verificaram grau
de umidade diferente nesse ponto, sendo de 44%. Por outro lado, Lopes et al. (2005)
verificaram que a umidade das sementes na maturidade fisiol6gica situa-se entre 28 e
39%, portanto, proximo ao encontrado neste trabalho. Em sementes de mucuna-preta
(Mucuna aterrima (Piper Tracy) Holland), também foi relatada diferenca nos teores de
agua em diferentes trabalhos (Vieira et al., 1988; Nakagawa et al., 2005; 2007b).
Nakagawa et al. (2007b) atribuiram esse fato a desuniformidade de florescimento e
maturacdo das vagens, o que também é observado em C. juncea.

Lopes et al. (2005) verificaram uma reducdo acentuada do grau de umidade das
sementes de C. juncea com a auséncia de precipitacdes. No trabalho em discussao, ndo
foi verificada queda tdo pronunciada, devido a ocorréncia de chuvas durante o periodo de
colheita. O grau de umidade das sementes ndo é considerado um bom indicador da
maturidade fisiol6gica das sementes, uma vez que pode ser afetado pelo gendtipo e pelas
condicBes ambientais (Vidigal et al., 2011). No entanto, a sua determinacédo é de extrema
importancia para a compreenséo do processo de maturacdo das sementes (Marcos Filho,
2005).

Na ultima colheita, o grau de umidade das sementes foi de 17,4% (dado
observado). A medida que as sementes tornam-se secas no campo, podem sofrer variacdes
de umidade, acompanhando as alteracdes da umidade relativa do ambiente, devido a sua
caracteristica higroscopica (Leprince e Buitink, 2010). Uma vez que as sementes atinjem
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20% de umidade, o metabolismo de desenvolvimento eesdeterioracdo pode iniciar-

se. As sementes sao particularmente suscetiveis ao envelhecimento quando o grau de
umidade situa-se entre 10 e 20%. Por essa razéo, geralmente os produtores de sementes
realizam a colheita com as sementes com conteudo relativamente elevado de agua e

submetem-nas a secagem rapidamente, para preservar a qualidade fisioldgica (Bewley et

al., 2013).

Nas sementes ortodoxas, como é o caso da crotalaria, apos atingirem 0 maxim
acumulo de matéria seca, observa-se que o decréscimo no grau de umidade prossegue
(Angelovici et al., 2010). Isso ocorre porque, durante o desenvolvimento, as sementes
adquirem a capacidade de tolerar a dessecacdo e, dessa forma, reduzem a atividade
metabolica, o que pode aumentar sua longevidade, além de conferir a tolerancia as
condicBes ambientais extremas (Leprince e Buitink, 2010).

A reducdo do teor de agua na semente favorece a posterior expressao de genes que
controlam o conteudo de giberelinas e &cido abscisico. Esses fitormbnios estdo
relacionados a expressdo de enzimas, como as expansinas, que proporcionam o
afrouxamento da parede celular, e as hidrolases, que participam da degradacdo de
compostos de reserva. O afrouxamento do endosperma e do tegumento diminui a forca
contraria exercida por essas estruturas ao embrido, facilitando a protrusdo da radicula
Ademais, a acdo dessas enzimas promove 0 reajuste osmotico necessario a germinacao
(Nonogaki et al., 2010).

Os mecanismos de desidratacdo das sementes durante a maturacdo ainda nao
foram completamente elucidados. Uma hipétese é que exista um mecanismo passivo, em
que a agua é perdida principalmente por evaporacéo, a partir do tegumento da semente.
Outra hipétese é que hd movimentacdo da agua da semente para a planta, mediante
processo metabolicamente ativo (Carvalho e Nakagawa).2012

Os dados referentes a pureza fisica das sementes apresentaram comportamento
quadratico (Figura 7). Na colheita com 40% VS, observou-se a menor pureza fisica,
estimada em 86,5%. As impurezas encontradas nessa época foram compostas por
sementes chochas, mal formadas ou muito pequenas, que foram eliminadas pelo soprador
ou passaram pela peneira de crivo com diametro de 3,0 mm, apos o teste de uniformidade.
A maxima pureza fisica das sementes, 94,1%, foi atingida quando a colheita foi estimada
em72,5% VS.
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Figura 7. Pureza fisica de sementes de Crotalaria juncea em fungéo do estdafiordcdo
*significativo emnivel de 5% pelo testa”.

A porcentagem de sementes puras decresce na ultima colheita, principalmente
devido ao maior nUmero de sementes severamente atacadas por fungos. (Figura 2H). A
ocorréncia de chuvas e o aumento da temperatura alguns dias antes da ultima colheita
(Figura 1) pode ter favorecido a proliferacdo desses microrganismos. A maior ocorréncia
de fungos em sementes de soja, devido ao aumento da temperatura e de chuvas, tambémr
foi relatada por Braccini et al. (2003) e por Albrecht et al. (2009). Em milho, o
retardamento da colheita dos graos favorece o aumento da incidéncia de F. graminearum
sp., Aspergillus sp., Cephalosporiumesp.enicillium sp. (Santin et al., 2004).

O rendimento das sementes ao longo dos estadios de maturagdo revelou um
comportamento quadratico (Figura 8). Baseando-se na curva da regressdo, 0 maximo
rendimento (1230,8 kg M foi alcancada quando as plantas atingiram cerca de 76,9%
VS. Os menores rendimentos da primeira e da ultima colheifasrelstcionadas com a
pureza fisica (Figura 7). A maior eliminacdo de sementes improprias para a
comercializacdo, nessestadios de maturacao, justifica a reducdo do rendimento das
mesmas.

A colheita precoce resulta em decréscimo na producdo pelo desenvolvimento
incompleto das sementes, que se apresentam com alto grau de umidade e, dependendo dz
espécie ou cultivar, pela maturacdo desuniforme (Smiderle e Pereira, 2008), como é o
caso da crotalaria.
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Figura 8 Rendimento de sementes de Crotalaria juncea em fungéo do estadio dedmaturag
**significativo emnivel del% pelo teste “t”.

A maior permanéncia das sementes da Ultima colheita no campo também pode ter
favorecido a perda de massa das sementes, uma vez que a manutencéo da quantidade d
matéria seca depositada depende diretamente das condicdes ambientais. A umidade
relativa, a temperatura e a acao de insetos e microrganismos contribuem para a aceleracao
do processo respiratério e a consequente oxidacao dos compostos de reserva, com reducac
na massa das sementes (Bewley et al., 2013).

Chuvas na colheita e outros fatores adversos durante o armazenamento das
sementes em campo, dependendo das propriedades das sementes, podem resultar en
maior ou menor dano (Ojayi e Clark, 1997). Em feijao, Botelho et al. (2010) observaram
0 mesmo comportamento dos dados referentes ao rendimento com relacao aos estadios
de maturacdo. Esses autores atribuiram a queda na ultima colheita a incidéncia de chuvas
gue ocorreram nesse periodo, como ocorrido neste trabalho.

Os dados referentes as peneiras de crivo circular, com diametro de 5,0, 4,0 e 3,5
mm, apresentaram comportamento quadratico (Figura 9). Por outro lado, os dados
referentes as peneiras de crivo 4,5 e 3,0 mm nao se ajustaram aos modelos matematicos
pré-definidos. Na peneira de crivo mafby0 mm), as maiores médias foram verificadas
na colheita com 40% VS (21,7%) e 100% VS (21,6%). As colheitas com 60 e 80% VS
apresentaram, respectivamente, 19,0 e 18,9% de sementes retidas nessa peneira. Apesa
de os dados se ajustarem a um modelo matematico, a diferenca entre as médias é minima.

Isso também foi constatado nos resultados referentes a peneira de crivo 3,5 e 4,0 mm.
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Assim, verifica-se que, de modo geral, a uniformidade das sementes néo foi influenciada

de maneira expressiva pelo estadio de maturacao.
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Figura 9. Uniformidade das sementes de Crotalaria juncea, pelo teste de retangéioeira (%), em
funcdo do estadio de maturacdo. Junto as equacdes, P significa peneiraezcosubsequente indica o
diametro do crivo.

** @ * significativo, respectivamentemnivel de 1 ale 5% pelo pelodste “t”.

A menor variacdo do tamanho nas sementes de crotalaria, colhidas a partir do
ponto em que as plantas apresentavam 40% VS, é justificavel pelo estadio de maturacéo
em que as sementes colhidas mais precocemente ja se encontravam. De acordo com
Cavalho e Nakagawa (2012), geralmente, as sementes crescem em tamanho
rapidamente, atingindo o maximo num periodo relativamente curto, em relagéo a duracéo
total do periodo de maturacdo. Esse rapido crescimento em tamanho da semente é
decorrente de divisbes e expansdes celulares. Ainda conforme esses autores, o tamanho,
uma vez atingido o maximo, € mantido por certo tempo e, ao final da maturagéo, € pouco
reduzido.

A maior parte das sementes, em torno de 59,1%, ficou retida na peneira de crivo
4,5 mm (Figura 9). Dessa forma, pode-se inferir que a maioria das sementes de Crotalaria
juncea possui largura entre 4,5 e 5,0 mm, haja vista que os crivos das peneiras utilizadas

sao redondos, separando as sementes pela largura.
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Botelho et al. (2010) verificaram diferenca no tamanho das sementes de feijao,
pelo teste de peneira, ao longo dos estadios de maturacdo. Esse resultado, somado a
outros, como perdas na colheita, foi relacionado com o rendimento por essesButores.
crotalaria, no entanto, parece que o rendimento ndo é influenciado pelo tamanho das
sementes. Mozambani et al. (1993) verificaram comportamento cubico na largura das
sementes em funcdo do estadio de maturagdo, onde os maiores valores foram encontrados
em sementes com alto grau de umidade, em estadios iniciais de maturacdo. Essa diferencga
se deve a utilizacdo de metodologias diferentes. No presente estudo, as sementes foram
submetidas a secagem antes das avaliagcdes, ao passo que Mozambani et al. (1993)
realizaram as avaliacdes antes da secagem das sementes.

Os dados referentes a porcentagem de sementes em cada estadio de maturacdo
segundo a coloracgédo e textura do tegumento, apresentaram comportamento linear (Figura
10A). A quantidade relativa de sementes maduras (estadio Ill) aumentou de 47% na
primeira colheita para 91% (dados observados) na ultima (Figura 10B). Por outro lado,
as porcentagens de sementes mais imaturas (estadio 1) e de sementes intermediarias
(estadio Il) reduziram-se ao longo dos estadios de maturacdo, com queda mais
pronunciada naquelas em estadio
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Figura10. Caracterizagdo visual (cor) do tegumento das sementes de Crotalaria juncea escentrad
cada estadio de maturagdo. A: resultado da andlise de regressao. B: ilustracadodgabis(fio) dos
diferentes tipos de sementes dento de cada estadio de maturacao.

** @ * significativo, respectivamente, em nivel de 1 e de 5% pelo‘t€ste

De acordo com Pascualides e Ateca (2013), os lotes de sementes de C. juncea
geralmente contém uma mistura de cores e tamanhos diferentes, como os encontrados no

presente trabalho. O mesmo foi relatado por Silva et al. (1988) para sementes de C.
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lanceolata E. Mey., que frisaram que a colorac&o do tegumento € um indice de maturacéo
notavel para essa espécie. Numerosos estudos apontam para a existéncia de relagéo entre
a cor das sementes de Fabaceae com viabilidade e vigor (Peksen et al., 2004; Borji et al.,
2007; Nakagawa et al., 20QEatekin e Kirdar, 2010), bem como da composi¢ao quimica

do tegumento da semente (Kantar et al., 1996).

Em espécies de Crotalaria sp., o polimorfismo na cor do tegumento da semente
esta relacionado com a dorméncia fisica (Egley, 1979; Saha e Takahashi, 1981; Buth e
Narayan, 1987; Carreras et al., 2001), com os padrfes de embebicao durante a germinacao
(Pascualides e Planchuelo, 2007) e com o vigor (Silva et al., 1988; Pascualides e Ateca,
2013). Nakagawa et al. (2005; 2007a) também verificaram que, em mucuna-preta, a
coloracéo esta diretamente relacionada adoreza da semente. Da mesma forma, Mertz
et al. (2009) constataram essa relacdo em soja e Asiedu e Powell (1998) em sementes de
Vigna unguiculata (L.) Walp.

De acordo com Pascualides e Ateca (2013), sementésjailecea maiores e de
coloracdo uniforme apresentam maior vigor e que lotes com alta porcentagem de
sementes variegadas apresentam baixa emergéncia. Esses autores ainda afirmaram que
por essas raz0es, € importante determinar a propor¢cdo de sementes variegadas em uma
amostra representativa do lote, a fim de determinar a densidade adequada de semeadura.

Quanto a porcetangem de sementes duras, houve interagdo significativa entre o
estadio de maturaca@o armazenamento das sementes para as caracteristicas dureza ao
10° e 17° dias apd6s a montagem do teste de gegau@AM) (Tabela 1), indicando
que a porcentagem de sementes duras, colhidas em diferentes estadios de maturagéo, sa

afetados de maneira diferenciada pelo armazenamento.

Tabela 1 - Resumo da andlise de variancia dos dados de sementes ingisranaguao 10° (D10) eno
17° (D17) dias apos montagem do teste de germinacéo e primeira codtageste de germinacdo (PC)
de sementes de Crotalaria juncea, colhidas em diferentes estadios de maamsgE® apds o
armazenamento.

Quadrado médio

Fontes de variacao GL

D10 D17 PC
Estadio de maturacd&Mm) 3 36,94* 53,23* 774,89**
Armazenamento (A) 1 216,95** 119,60** 3599,49**
EM x A 3 30,49** 34,17* 90,15**
Residuo 16 4,17 4,60 12,96
CV (%) 16,85 22,50 6,69

** significativo emnivel de 1% pelo teste F
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Os dados de sementes duras ao 10° e aDANF apresentaram comportamento
quadratico ao longo destadios de maturacéo, antes do armazenamento (Figuras 11A e
B). Na avaliacdo ao 10° DAM, estimou-se maxima porcentagem de sementes duras (17%)
na colheita com 68% VS (Figura 11A). Ao 17° DAM, a maxima porcentagem de sementes
duras (16%) ocorreu na colheita com 70% VS. Portanto, os pontos de maximo estdo bem
proximos entre as avaliagdes. Apenas 1% das sementes dormentes na primeira avaliagéo

saiu dessa condicdo apos sete dias de permanéncia no teste.

20 q 20 -

(A) (B)

Sementes duras no 10° dia (%)
/
Sementes duras no 17° dia (%)

0+ T T T T 0+

T T T T
0 40 60 80 100 0 40 60 80 100

Estadio de maturagao (% de vagens secas) Estadio de maturagéo (% de vagens secas)

& Antes do armazenamenio- -3,60064 +0,6144x **-0,0044985 **x? RP=0,9¢ ¢ Antes do armazenamenite- -21,8381 +1,07214 * *x - 0,00767564 **x* R® = 0,98
© Apés 0 armazenamento= 18,850 - 0,139234 #*x 20,72 © Ap6s o armazenamerfo- 15,6449 - 0,119234 **x  *0,66

Figura 11. Sementes duras (%) de Crotalaria juncd®a@\) e ao 17° dia (B) apds montagem do teste
de germinacd@o em funcdo do estadio de maturacdo e antes e apds o aremgaenam
**significativo emnivel de 1% pelo teste”.

A maior porcentagem de sementes duras (68 % VS) foi atingida anteriormente ao
momento onde encontra-se o0 maximo acumulo de matéria seca nas sementes (86,1%,
Figura 6). Isso também foi observado em mucuna-preta por Nakagawa et al. (2007b).
Segundo Baskin e Baskin (2001), o percentual e a intensidade de desenvolvimento da
impermeabilidade do tegumento dependem, entre outros fatores, do estadio de maturacéo
das sementes quando a secagem se inicia. Em mucuna-preta, Nakagawa et al. (2007a)
verificaram que colheitas com sementes mais imaturas, quando submetidas a secagem,
levam a formacgéo de sementes duras, como foi observado neste trabalho.

Entre as espécies da familia Fabaceae, existe uma grande uniformidade na
estrutura do tegumento (Corner, 1976) e as sementes sdo consideradas duras devido a
impermeabilidade da testa a entrada de agua (Rolston, 1978). As sementes que
permanecem no campo apds a maturidade fisiolégica, como ocorreu naquelas
provenientes da colheita com 100% VS, estédo sujeitas a alternancia da temperatura e da

umidade relativa do ar, que acontece naturalmente entre o dia e a noite. Isso predispbe a
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ocorréncia de injarias ao tegumento, como consequéncia de expansodes e contracdes apos
uma série de eventos de absorcéo e perda de agua pelas sementes. Como o tegumento n&
é perfeitamente eléstico, podem surgir algumas rupturas (Marcos Filho, 2005), o que
favorece a quebra de dorméncia das sementes (Elias et al., 2005; Castro, 2010; Pinto,
2013).

Na leguminosarrifolium alexandrinum L., Bagoury e Niyasi (1973) também
verificaram aumento progressivo da porcentagem de sementes duras ao lsngo do
estadios de maturacéo até a maturidade, onde, a partir desse ponto, iniciou-se uma queda,
semelhante ao comportamento da crotalaria. Os autores atribuiram esse fato a baixa
umidade do ar e alta insolacdo na fase inicial e & ocorréncia de flutuacdes dakew@mida
da temperatura ao final do estadio de maturacao das sementes. A colheita com 100% VS
ocorreu ja no inicio do periodo chuvoso, onde também foi registrado aumento de
temperaturas (Figura 1), o que pode ter levado a queda da dorméncia das sementes. Em
sementes de leguminosas forrageiras, Norman et al. (2002) verificaram que a quantidade
de sementes dormentes reduziu em colheitas no verdo e outono, devido a combinac¢éo de
temperaturas altas e oscilantes.

Os componentes que conferem a dorméncia fisica em sementes sdo estruturais e
quimicos (Kelly et al., 1992). Estao presentes na camada palicadica do tegumento, sendo
essa dorméncia frequente em espécies da familia Fabaceae (Baskin et al., 2000). Em geral,
a escarificacdo é um requisito para a embebicdo da semente e germinacdo da maioria das
espécies dessa familia (Corner, 1951). A medida que as sementes amadurecem,
normalmente a testa endurece, tornando-se impermeavel quando as mesmas apresentan
grau de umidade abaixo de 20-25% (Lush e Evans, 1980). Jayasuriya et al. (2013)
realizaram testes de germinacdo com sementes de Crotalaria micans Link, C. pallida
Ait., C. verrucosa Le C. quinquefolia L. e ndo observaram germinacao, excetoapara
dltima, que apresentou 20%. ApoOs a escarificacdo, no entanto, obtiveram 100% de
germinacdo em todas as espécies. As sementes de C. juncea, no entargm possu
dorméncia menos pronunciada (Mozambani et al., 1993; Lopes et al., 2005).

Apds 0 armazenamento, tanto na avaliacdo ao 10° DAM quanto ao 17° DAM, os
dados de sementes duras (%) apresentaram comportamento linear decrescente (Figuras
11A e B). Ao 10° DAM, a quantidade de sementes duras na primeira colheita foi de
13,3%, decrescendo para 4,9% na ultima colheita. Ao 17° DAM, a quantidade de
sementes duras na primeira colheita foi de 10,9%, decrescendo para 3,7% nha ultima

colheita.
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A intensidade da dorméncia de sementes de crotalaria permanece maior, apos o
armazenamento, nas sementes colhidas mais precocemente do que naquelas colhidas mais
maduras. Isso pode ter ocorrido devido ao maior grau de umidade no momento da
colheita. Com a maturacdo e a secagem, a dorméncia fisica ocorre devido a contracéo
sofrida pelas paredes das células da camada palicadica (Corner, 1951), presente no
tegumento da crotalaria (Pascualides e Planchuelo, 2007).

Com a secagem precoce das sementes colhidas com 40% VS, considerando o
maior grau de umidade, o efeito de contracdo das paredes celulares do tegumento deve
ter sido maior do que o que ocorreu nas sementes colhidas com 100% VS, uma vez que
essas Ultimas ja estavam em processo de secagem antes da colheita, de maneira mais lente
Adicionalmente, o nivel de &cido abscisico (ABA), hormonio responsavel pela promogao
da dorméncia durante a maturacdo das sementes, é mais elevado na primeira metade do
desenvolvimento da semente, declinando apenas nos estadios mais tardios da maturacao
(Blochl et al., 2005). A maior persisténcia da dorméncia nas sementes da primeira
colheita, ap0s o armazenamento, pode ter sido causada pela agdo do ABA, uma vez que
as sementes ainda se encontravam em processo de maturacdo no momento da colheita.
Isso foi constatado em sementes de Caesalpinia echinata Lam. e de Erythrina speciosa
Andrews, colhidas mais precocemente e submetidas a secagem e ao armazenamento
(Mello, 2013).

Comparando-se o efeito do armazenamento dentro de cada estadio de maturacao
verificou-se que ndo houve efeito do armazenamento na porcentagem de sementes duras
na colheita com 40% de vagens secas (Figuras 12A e B). Na colheita com 60% VS,
observou-se diferenca significativa entre as sementes armazenadas e ndo armazenadas
apenas na avaliacdo ao 10° DAM, ndo havendo mais essa diferenca na avaliacdo ao 17°
DAM. J& para nas colheitas de 80 e 100% VS, houve efeito significativo do
armazenamento em ambas as avaliagbes, com menor porcentagem de sementes
dormentes ap0s o armazenamento. Diversas leguminosas apresentaram comportament
semelhante, como perda da dorméncia das sementes apds 0 armazenamento (Bagoury €
Niyasi, 1973; Ferreira et al., 1992; Santarém e Aquila, 1995).

O tegumento das sementes de crotalaria possui exotesta formada por
macroesclereides (Pascualides e Planchuelo, 2007), cujas células tém paredes espessa:
fortemente unidas entre si, 0 que confere dureza as sementes. Isso favorece a conservagac
da viabilidade das sementes por maior periodo (Marcos Filho, 2005). Cavanagh (1983)
também relatou esse comportamento em sementes de Acacia sp. Entretanto, ao longo do

armazenamento, € comum observar a reducdo da dorméncia, devido a ocorréncia de

36



rupturas no tegumento. Dentre os fatores que levam a esse fenbmeno encontra-se a
reducdo da umidade durante o armazenamento (Souza et al PR0G22013).

(A) (B)

Sementes duras no 10° dia (%)
Sementes duras no 17° dia (%)
(e

Estadio de maturagdo (% de vagens secas) Estadio de maturag&o (% de vagens secas)

tzzzz2 Antes do armazenamento
[ Apds o armazenamento

Figura 12 Sementes duras (%) de Crotalaria juncea ao 10° (A) e ao 17° dipdB)montagem do teste

de germinacgéo, em funcdo do estadio de maturacdo e antes e apds o arem@enam

Dentro de cada estadio de mag#@ médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey (p=>0,05).

Quanto a germinacdo, ao contrario do que foi observado nos resultados de
sementes duras, ndo houve interacdo significativa entre o estadio de matuoacéo e
armazenamento das sementes, tanto para os resultados obtidos ao 10° (G10) e ao 17°
(G17) dias ap6s a montagem do teste de germinacao, quanto para aqueles obtidos apds
escarificacdo (GAE) (Tabela 2). Isso significa que a porcentagem de germinagcao das
sementes, colhidas em diferentes estadios de maturacdo, ndo € afetada de maneira
diferenciada pelo armazenamento.

Os dados referentes as avaliagdes de G10 e G17, antes e ap0s 0 armazenamento,
apresentaram comportamento linear e crescente ao longo dos estadios de maturagéo
(Figuras 13A e B). As menores médias foram observadas na colheita com 40% VS, sendo
de 42,7% e 50,3% (dados observados), respectivamente para G10 e G17, antes do
armazenamento e 50,0% e 53,0% (dados observados), respectivamente para G10 e G17,
apos o armazenamento. As maiores médias foram observadas na colheita com 100% VS,
sendo de 71,0% e 81,0% (dados observados), respectivamente para G10 e G17, antes do
armazenamento e 85,8% e 88,3% (dados observados), respectivamente para G10 e G17,

apos o armazenamento.
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Tabela 2 - Resumo da analise de variancia dos dados de germinaca¢@mb0)@ no 17° (G17) dias apés
a montagem do teste e germinacéo apoés escarificacdo (GAE) em sementes daaJuoteda, colhidas
em diferentes estadios de maturagides e apds 0 armazenamento.

Quadrado médio

Fontes de variacao GL

G10 G17 GAE
Estadio de maturacd&M) 3 1188,4** 1278,33** 1224,07**
Armazenamento (A) 1 1007,5** 284,40%* 3,12
EM x A 3 30,19% 17,82¢ 7,89%
Residuo 16 18,07 19,40 18,41
CV (%) 6,68 6,42 5,54

", ndo significativo; **, significativeemnivel de 1% pelo teste F

100 - (A) 1007

80 4 80 A

60 60 -

Germinagao no 10° dia (%)
Germinagao no 17° dia (%)

40 4 40 4
0 40 60 80 100 0 40 60 80 100
Estadio de maturagdo (% de vagens secas) Estadio de maturagéo (% de vagens secas)
®  Antes do armazenamento ¥ = 224,1626+ 0,470559 *x 1* = 0,99 @ Antes do armazenamento ¥ = 28,919+ 0,5175% *x r*= 0,99
O Apés o armazenamento § = 27 1236+0,61338 *x 1 =0,97 O Apbs o armazenamento ¥ = 29,376+ 0,60941 *x 1*=0,98
100 4 (C)

80 -

60 -

Germinagao ap6s escarificagao (%)

T
0 40 60 80 100

Estadio de maturagéo (% vagens secas)

® Antes do armazenamento ¥ =38,97310,44542 *x * = 0,90
O  Apds o armazenamento § =39,9238+0,541253 *x ?=0,99

Figura 13. Germinagéo (%) de sementes de Crotalaria juncea ao 10° (A)°edé (B apds montagem

do teste de germinacdo e apoés a escarificacao (C), em funcéo do estadiordedma antes e apds o
armazenamento.

**significativo emnivel de 1%pelo teste “t”.
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Os dados referentes as avaliacbes de GAE, antes e ap0s 0 armazenamento,
também apresentaram comportamento linearescente ao longo dos estadios de
maturacdo (Figura 13C). As menores médias também foram observadas na colheita com
40% VS, sendo 57,5% e 60,0% (dados obses)adespectivamente, para antes e apds o
armazenamento. As maiores médias, observadas na colheita com 100% VS, foram 90,0%
e 92,8% (dados observados), respectivamente, para antes e apds o armazenamento.

O Ministério da Agricultura, PecuareAbastecimento (MAPA), por meio da
Instrucdo Normativa n° 30, de 21 de maio de 2008, estabelece os padrbes para a producéo
e a comercializacdo de sementes de espécies de leguminosas forrageiras, dentre elas, a C
juncea (Brasil, 2008). Para a comercializacdo, as sementes dessa cultura,
independentemente da categoria, devem apresentar, no minimo, 60% de germinacao.

Uma vez que as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009) peamitem
escarificacdo caso haja sementes dormentes, aqui, sera considerada apenas o resultadc
das sementes escarificadas. As sementes provenientes da primeira colheita (40% VS)
apresentaram germinacdo média de 58,8% (dado observado). Dessa forma, ndo poderiam
ser comercializadas. Como a colheita e o beneficiamento dessas sementes foram
realizadas manualmente talvez, na pratica, onde esses procedimentos sao realizados
mecanicamente e, ainda, utiliza-se implementacdo de soja (observacdo pessoal), a
germinacao deve ser ainda menor, pela maior incidéncia de danos mecanicos.

Ja as sementes do segundo periodo de colheita poderiam ser comercializadas, pois
apresentaram 74,5% de germinacao (dado observado). Com isso, vé-se a possibilidade de
elevar a porcentagem minima de germinacdo para a comercializacdo pelo MAPA,
disponibilizando, no mercado, sementes dotadas de melhor qualidade fisioldgica.

Quanto aos resultados dos testes de vigor (Figyrad#nesma forma, verificou-
se comportamento linear e crescente, independentemente do armazenamento, com as
maiores médias observadas na ultima colheita.

Na literatura, observa-se uma controvérsia quanto a0 momento em que ocorre a
maxima germinacdo em relacdo ao maximo acumulo de matéria seca em C. juncea.
Segundo Mozambani et al. (1993), o maximo acumulo de matéria seca ocoree apds
maxima germinagéo e, segundo Lopes et al. (2005), o maximo acumulo de matéria seca
ocorre ligeiramente antes da maxima germinacdo. Neste trabalho, como ja discutido
anteriormente, 0 maximo acumulo de matéria seca foi estimada na colheita com 86,1%
VS, sendo, portanto, antes da méaxima germinagéo, confirmando a informagéo de Lopes
et al. (2005).
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Figura 14. Primeira contagem do teste de germinacéo (%) (A), indice deladkde emergéncia (IVE)
(B) e emergéncia de plantulas (%) (C) de Crotalaria juncea em fdogdstadio de maturagdo e antes e
apos o armazenamento.

**significativo emnivel de 1% pelo teste”.

Conforme Bewley et al. (2013), a producdo de sementes estd associada ao
acumulo de matéria seca e ao rendimento, sendo focada a atencdo na maturidade
fisiologica (ou de massa) que, como ja mencionado, € o ponto do desenvolvimento
guando o acumulo de matéria seca € maximo. Também foi postulado que nesse ponto
encontra-se a maxima qualidade das sementes em relagdo a germinacgao e ao vigor e que,
desse ponto em diante, as sementes passam a perder qualidade. Os estadios finais de
maturacdo e a secagem tém sido considerados como processos relevantes para o
desenvolvimento da qualidade das sementes. No entanto, ainda segundo Bewley et al.
(2013), atualmente, sabe-se que o vigor e a longevidade das sementes continuam a
aumentar apos a maturidade fisiologica e que as ultimas fases da maturacdo da semente

sao importantes para maximizar a qualidade das sementes.
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Em soja, Zanakis et al. (1994) verificaram que varios componentes da qualidade
das sementes, incluindo tolerancia a dessecacéo, vigor e longevidade, desenvolveram-se
apos a maturidade fisioldgica e antes da colheita, um periodo em que a umidade das
sementes ainda esta em declinio.

Em feijao, Neubern e Carvalho (1976) verificaram acréscimos na porcentagem de
germinacdo apdés o maximo acumulo de matéria seca e sugeriram que ocorre alguns
ajustes metabdlicos apos a paralisagdo do fluxo de reserva para a semente. Os ajustes
finais da organizacéo do sistema de membranas, a sintese de certas enzimas e ajustes n:
estrutura e no metabolismo de desenvolvimento das sementes ortodoxas ocorre na Fase
IV do processo de maturacéo (Marcos Filho, 2005). Isso também pode explicar os maiores
valores de germinacdo das sementes colhidas na época de 100% VS, uma vez que
permaneceram no campo apds a maturidade fisiolégica (Figura 6), ndo sendo submetidas
aperda de agua de maneira tdo drastica como a ocorrida com as sementes provenientes
da colheita com 40% VS.

A dessecacdo prematura afeta a sintese de proteinas, bem como a de enzimas
essenciais ao desenvolvimento e a germinacao. Dessa forma, a remocéo das sementes dz
planta e sua secagem rapida podem determinar a perda completa da viabilidade,
dependendo do estadio de desenvolvimento em que for efetuada e da espécie considerada.
Os tecidos vegetais podem estar sujeitos a secagem em momentos imprevisiveis, durante
0S quais 0os mecanismos de tolerancia devem estar suficientemente ativados para
responder de maneira eficiente aos estresses (Bewley et al., 2013).

O sistema de membranas celulares da semente permanece desorganizado durante
a maior parte do periodo de transferéncia de matéria da planta para as sementes (Abdul-
Baki e Baker, 1972). Assim, em uma colheita mais precoce, como € o caso da colheita
com 40% VS, onde a transferéncia de matéria seca e o processo de organizacdo das
membranas foram interrompidos abruptamente, poderd ser encontrada maior taxa de
sementes mortas, resultando em queda na porcentagem de germinacdao. Quando ha
reducdo acentuada do teor de agua, as estruturas de acidos nucleicos, proteinas e lipidios
polares podem ser alteradas devido ao enfraguecimento das interacdes hidrofilicas e
hidrofobicas (Justo et al., 2007).

Segundo Corbineau et al. (2000), as leguminosas s6 toleram a dessecacao rapida
na fase final do processo de acumulo de matéria seca que, no caso da crotalaria, ocorre
entre as colheitas de 80 e 100% VS.

Na avaliacdo ao 10° dia apds montagem do teste de germinacgéo (G10), verificou-

se que o0 armazenamento ndo afetou a germinacdo das sementes da primeira colheita
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(Figura 15A). Nos demais estadios de maturacdo, o armazenamento favoreceu a
germinagao. No entanto, na avaliagdo ao 17° dia (G17), ndo mais se verificou o efeito do
armazenamento na germinacao, exceto para a colheita de 80% VS (Figura 15B). A
manutencao da viabilidade nas sementes mesmo apds 0 armazenamento pode ser devida

a composicao anatébmica do tegumento.
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Figura 15. Germinagéo (%) de sementes de Crotalaria juncea ao 10° (A)°ed#o (Bj apds montagem

do teste de germinacdo e apdés a escarificagdo (C), colhidas em diferentes estadiosagéanantes e
apdés o armazenamento.

Dentro de cada estadio de maturacao, médias seguidas de mesma letra ndo thfiséoa@ente entre
si pelo teste de Tukey (p=>0,05).

A camada de macroesclereides do tegumento, cujas células tém paredes espessas
e fortemente unidas entre si, favorece a conservacéo da viabilidade das sementes. Isso
ocorre porque 0s processos metabdlicos como a respiracéo e a deterioracdo sao contidos,
principalmente pelo teor de agua permanecer baixo e constante (Brancalion et al., 2010).
Isso também foi relatado por Cavanagh (1983) em semente de Acacia sp. e em certas

linhagens ndo melhoradas de soja (Mertz et al., 2009). A maior longevidade em
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decorréncia da dorméncia é vantajosa do ponto de vista biolégico, uma vez que as
sementes sdo distribuidas no tempo e no espago, formando um banco de sementes
persistente no solo (Egley, 1979; Baskin e Baskin, 2001

A manutencdo da viabilidade das sementes e o efeito da quebra da dorméncia
durante o armazenamento ficou ainda mais evidente nos resultados obtidos com as
sementes escarificadas (Figura 15C). Em cada estadio de maturacéo, nao foi verificado
efeito significativo do armazenamento nas sementes submetidas a escarificagao.

Quanto ao vigor, analisando os resultados da primeira contagem do teste de
germinacao, em todas as colheitas verificaram-se maiores médias ap0s 0 armazenamento
(Figura 16). A maior dorméncia das sementes antes do armazenamento, bem como a
reducdo da mesma ao longo do teste de germinacéo, devido a acdo da 4gua do substratc
e da alternancia de temperatura (20 e 30 °C), exerceram influéncia nesses resultados, e
nao o vigor em si. Isso indica que o teste de primeira contagem deve ser utilizado com
cautela para a avaliacdo do vigor das sementes de Crotalaria juncea. Esse mesmo
problema foi relatado por Nakagawa et al. (2007b) em sementes de mucuna-preta,

também em face da presenca de sementes duras.
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Figura 16. Primeira contagem do teste de germinagéo (%) de sementes thri@rjotacea colhidas em
diferentes estadios de maturagéo, antes e apés o armazenamento.

Dentro de cada estadio de maturacao, médias seguidas de mesma letra ndo thfésecamente entre
si pelo teste de Tukey (p=>0,05).

Como ja relatado anteriomente, as médias obtidas antes e apds o armazenamento,
com os testes de IVE e de emergéncia de plantulas, ndo serdo comparadas entre si devido
as diferencas na metodologia (itens 3.4 e-f).
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4.2.Caracterizacdo anatbmica e histoquimica

As principais estruturas das sementes de C. juncea foram ilustradas na Figura 17
A semente é constituida por tegumento, endosperma e embrido. Trata-se, portanto, de
uma semente albuminosA. morfologia de C. juncea segue o padrdo de distribuicéo
anatbmica descrito para a maioria das leguminosas, especialmente para aquelas

pertencentes a subfamilia Faboideae (Corner, 1951).

Tegumento-

— Embrido

Endosperma—

Figura 17. Principais estruturas das sementes de Crotalaria juncea. Sec@asaiansorados com Azul
de Toluidina. Al: camada de aleurona; Co: cotilédone; Cu: cuticula; Ti: céluas remanatcéagesnento
interno e do nucelo; Ex: eixo hipocétilo-radicula; Ma: macroesclereides; Mt: nasot@s:
osteoesclereides. Barra A: 100 um. Barras B e C: 200 um.

Segundo Polhill et al. (1981), as espécies pertencentes a subfamilia Faboideae,
como a crotalaria, sao consideradas mais derivadas do que as espécies das subfamilias
Caesalpinioideae e Mimosoideae. Dentre os caracteres derivados, a ocorréncia de
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cotilédones carnosos pode ser destacada, ja que cotilédones folidceos sdo considerados
como estruturas mais primitivas.

Sobre a camada de macroesclereides do tegumento, ha uma fina camada que
apresentou reacao negativa com o vermelho neutro, mas positiva com o PAS e com o
vermelho de ruténio, indicando presenca de polissacarideos e de substancias pécticas,
respectivamente. Miller (1967) também notou a presenca de revestimento de natureza
pécticae hemicelulésica, em sementes de Crotalaria sp.. Como nado foi detectada
diferenca visual entre os diferentes tratamentos, essa camada nao foi objeto de estudo.

O estudo das células que compdem o tegumento torna-se importante porque é por
meio desse tecido que a &gua atinge o embrido das sementes de grande parte das
leguminosas (Chachalis e Smith, 2000). Sementes de leguminosas sao tipicamente testais,
produzidas por ovulos bitegumentados, em que, com frequéncia, ocorre a reducao do
tegumento interno (tégmen) (Eames e MacDaniels, 1953; Corner, 1951, 1976). Beltrati e
Poli (2006) generalizam que, quando se trata de sementes unitegumentadas, existe apenas
a testa.

Em C. juncea, a exotesta € constituida por uma camada de macroesglereides
também denominada de células de Malpighi, que séo células com paredes espessas,
fortemente unidas entre si, perpendicularmente dispostas em relacdo a superficie.
expessura da exotesta foi semelhante ao longo da semente.

Na maioria das leguminosas, o tegumento resistente possivelmente se restringe a
regido codnica das macroesclereides (Melo-Pinna et al., 1999). A camada palicadica
apresenta dureza caracteristica, devido a contracdo das paredes das células, durante c
amadurecimento da semente (Corner, 1951). Diversos trabalhos desenvolvidos com
sementes de leguminosas comprovaram que a impermeabilidade das sementes é devido a
presenca de macroesclereides. Como exemplo, tém-se as seguintes espécies: Acacia sp
(Cavanagh, 1983), Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul.,, C. pyramidalis Tul., Senna
martiana (Benth.) Irwin e Barneby, S. spectabilis (D.C.) Irwin e Barneby (Melo-Pinna et
al., 1999, Dipteryx odorata (Aubl.) Willd. (Bessa et al., 200%enna occidentalis (L.)

Link. (Bitencourt et al., 2008), Acacia bonariensis Grill e Mimosa bimucronata (D.C.)
O.K. (Ferreira et al., 20)1

Internamente as macroesclereides, encoptaahgpoderme, constituida por uma
camada de osteoesclereides, que séo células esclereficadas, colunares e acinturadas en
forma de ampulheta. Apresenta espacos aeriferos amplos entre si, caracteristica muito
encontrada em leguminosas (Corner, 1951; Oliveira e Paiva, 2005). As osteoesclereides

se desenvolvem a partir da hipoderme do integumento externo e, somadas a camada
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palicadica, constitui caracteristica marcante no que tange a identificacdo de seenentes d
leguminosas (Cutter, 1986).

Abaixo dos osteoesclereides encontra-se a mesotesta, formada por células
parenquimatosas. Essa por¢cdo do tegumento possui espessura irregular ao longo da
semente, sendo colapsada em alguns pontos e alongada em outros, dependo do padrao dt
desenvolvimento do embrido.

Abaixo da mesotesta, encontram-se residuos de células, colapsadas,
remanescentes do tegumento interno e do nucelo. Alguns autores acompamharam
ontogénese de espécies com tegumentos anatomicamente semelhantes a C. juncea, comc
Tipuana tipu (Benth) (Martins e Oliveira, 2001), Centrolobium tomentosum Guill
(Oliveira et al., 2007), Pterocarpus violaceus Vogel (Nakamura e Oliveira, 2005),
Chamaecrista latistipula Benth., Chamadariexuosa L. e Chamaecrista nictitans L.
(De-Paula e Oliveira, 2012). Esses estudos revelaram que o tegumento interno e o nucelo
sdo comprimidos e absorvidos durante o desenvolvimento da semente, como supde-se
que ocorreu nas sementes de crotaléaria. Nessas sementes, caracteristicamente, o tégmer
e 0 nucelo tém pouca ou nenhuma especializacdo mecanica (Beltrati e Paoli, 2006).
Eames e MacDaniels (1968 Boesewinkel e Bouman (1984) generalizaram que ocorre
a completa absorcéo desses tecidos nas sementes de leguminosas, ao longo da maturacac
Ha, no entanto, algumas raras excec¢fes, como Calliandra haematocephala Hassk.
(Dnyansagar, 1958) e Pterodon emarginatus J. Vogel (Oliveira e Paiva, 2005).

A medida que se avanca o estadio de maturacio da semente&aserifi
progressiva lignificacdo das macroesclereides (Figura 18). Esse comportamento pode ser
verificado pela reacdo do azul de toluidina com a lignina, que cora de azul claro.
Verificou-se, também, que o processo de lignificacdo € heterogéneo. A deposicédo de
lignina é diferente entre as células de uma mesma regidao e entre diferentes regides da
semente.

A coloracdo mais escura da exotesta das sementes maduras se deve a oxidacao
desse composto fendlico, comumente observado em leguminosas (Boesewinkel e
Bouman, 1984; Legesse e Powell, 1996). Além disso, as substancias fenélicas conferem
dureza e impermeabilidade aos tegumentos, agindo no combate a herbivora e ao ataque
de patdgenos (Suarez e Engleman, 1980; Boesewinkel e Bouman, 1984). Sementes de
soja com maior teor de lignina no tegumento possuem qualidade fisiol6gica superior
aquelas com menor teor de lignina. Esse comportamento ocorre devido a protecdo

mecanica conferida por esse composto e, consequentemente, menor deterioracdo das
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sementes (Menezes et al., 2009). Os resultados do presente trabalho corroboraram os

obtidos por Menezes et al. (2009).

40% VS : ~y ‘ 40% VS
Estadio | e s o L, NI = Estéadio Il
- -‘a.""h.‘. M B 5

)

60% VS
Estadio IlI

80% VS
Egédio IlI

el 100% VS
Estadio Il

Figura 18. Cortes transversais do tegumento das sementes de Cr@taleesa colhidas em diferentes
estadios de maturacéo, corados com azul de toluidina. A. Colheita com 4@%eds seca¥g), estadio
de maturagéo I. B. Colheita com 100% VS, estadio de maturaGa&blheita com 40% VS, estadio de
maturagdo Il. D. Colheita com 100% VS, estadio de maturagéo Il. E. Colheitd086rvS, estadio de
maturagéo lll. F. Colheita com 60% VS, estadio de maturacéo Ill. G. Catbeit80% VS, estadio de
maturagéo lll. H. Colheita com 100% VS, estadio de maturagéo Ill. I. Colheitd@@% VS, estadio de
maturacdo lll, evidenciando as rupturas no tegumento (ponta de setap Pp@atas100 um. Barras
brancas: 25 pm. Al: camada de aleurona; E: endosperma; Ex: eixo hipcadidota; Ma:
macroesclereides; Mt: mesotesta; Os: osteoesclereides.

Mesmo em sementes ja maduras (estadio Ill), isto €, naquelas com coloragao
predominantemente marrom escura, verificou-se que o processo de lignificacdo continua

a medida que as sementes permanecem no campo (Figuras 18 E-H). Isso justifica a
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crescente porcentagem de sementes dormentes verificada até na colheita com 80% VS
(Figuras 11A e B, antes do armazenamento).

Entretanto, nas sementes maduras colhidas quando as plantas apresentavam 100%
VS, e apenas nessas sementes, foi verificada a ocorréncia de fisssuras nas
macroesclereides (Figura 18I). A lignificacdo heterogénea e o consequente potencial
diferente de hidratacdo das células desse tecido podem contribuir para a formacéo dessas
fissuras. Essas fissuras justificam a redugéo da dorméncia nas sementes, observadas ness
ponto de colheita (Figuras 11A e B, antes do armazenamento).

Em Fabaceae, a principal resisténcia a entrada de agua é conferida pela testa, pois,
com a ruptura desta camada, ocorre rapida absor¢cdo de agua, iniciando-se a germinacao
(Montardo et al., 2000). As expansdes e contracdes, em decorréncia das variagoes da
temperatura e da umidade relativa do ar, podem causar rupturas no tegumento das
sementes, por tratar-se de um tecido pouco elastico (Marcos Filho, 2005).

As fissuras ocorrem quando as células da superficie da semente expandem-se,
exercendo uma compressdo. Ou ainda, qundo as células da regido interna contraem-se e
desenvolvem uma tensdo sobre a porcdo interna, a partir do gradiente de pressao
decrescente na semente apds o periodo de rapida secagem. O efeito da temperatura sobre
a ocorréncia de fissuras é indireto, pois influencia na mudanca da umidade relativa do ar
e pressao de vapor e, consequentemente, no teor de agua das sementes (Kunze, 1979)
Esse fenbmeno pode ter contribuido para a formacdo das fissuras observadas nas
sementes da Ultima colheita, uma vez que permaneceram expostas as condi¢cdes adversas
do campo por um periodo maior.

Em sementes de garapa (Apuleia leiocarpa J. F. Macbr.), Castro (2010) verificou
a ocorréncia natural de fissuras no tegumento de semente ndo dormentes e atribuiram isso
a ocorréncia da grande amplitude térmica durante o desenvolvimento. Elias et al. (2005)
verificaram que as variagdes na temperatura e na umidade relativa do ar promovem o
desenvolvimento de fissuras nos graos de arroz, sendo o gradiente de umidade mais
eficiente no desenvolvimento de fissuras do que o gradiente térmico. Algumas sementes
de Senna multijuga (Rich.) H. S. Irwin e Barneby, recém colhidas, ja apresentam
rachaduras na regiao das macroesclereides (Pinto, 2013). Em sementes dormentes, esse
autora também verificou que a alternancia de temperaturas de 20 e 40 °C ou o
armazenamento em silica (ambiente seco) por cinco semanas também favorece
ocorréncia dessas rachaduras. Segundo Yap e Wong (1983), a a¢édo de altas temperaturas
exerce um papel ecoldgico importante na superacdo da dorméncia das sementes de

algumas espécies florestais, devido as fissuras no tegumento das mesmas, facilitando a
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absorcdo de agua e gases e, consequentemente, desencadeando a germinacdo e
regeneracao natural dessas espécies.

Com a aplicacéo dos testes histoquimicos (PAS, reagente de Lugol, vermelho de
ruténio, vermelho neutro e XR)n cada grupo de maturacao (estadio I, 1l e Ill), ndo
verificaramsediferencas significativas nos resultados entre as épocas de colheita (40, 60,
80 e 100% VS). Dessa forma, para maior padronizacgéo, utilizaram-se apenas imagens das
sementes colhidas no momento em que as plantas atingiram 100% de vagens secas.

Em Fabaceae, o endosperma varia de abundante a ausente (Corner, 1951, 1976;
Gunn, 1981). No caso da crotalaria, o tegumento da semente € separado do embrido por
endosperma. Esse é caracterizado pelas maiores células encontradas na semente, que sé
de formato irregular, e apresenta uma camada de aleurona na por¢do mais externa, isto &,
mais préxima do tegumento (Figwa9A-C). As células de aleurona sdo pequenas, com
paredes espessas e contém grdos de aleurona (Figyrae@8&anto o restante do
endosperma € composto de células grandes com paredes néo lignificadas (Figura 18

Em leguminosas, as principais reservas normalmente encontradas nos cotilédones
sdo amido, Oleos e proteinas. Em espécies exalbuminosas é comum o amido constituir-se
no principal composto de reserva, seguido de proteinas e, em menor proporcao, sle lipidio
(Seno et al., 1996; Nakamura e Oliveira, 2005). Entretanto, sementes com cotilédones
com alto teor de proteina e que apresentam endosperma persistente na maturidade, como
€ o caso da crotalaria (Pandey e Srivastava, 1990), geralmente possuem um tipo de
polissacarido neutro de reserva ndo encontrada nos cotilédones, denominada
galactomanano (Reid, 1971).

Em sementes de Ceratonia siliqua L. (Fabaceae: Caesalpinioideae), as células
endospérmicas sdo vivas e o0 galactomanano pode ser visto como um espessamento da
parede. Nesse caso, ndo ha uma distincdo clara entre o endosperma e a camada de
aleurona, e as enzimas séo, provavelmente, produzidas e liberadas dentro da parede
celular pelas proprias células endospérmicas (Seiler, 1977). Por outro lado, nas sementes
de Trigonella foenum-graecum Fenugreek (Fabaceae: Faboideae) e Cyamopsis
tetragonolobus (L) Taub. (Fabaceae: Caesalpinioideae), as células endospérmicas ndo sao
vivas, sendo que, durante a maturacao, o citoplasma € reduzido em funcéo da deposicao
macica do galactomanano nas paredes celulares (Reid, 1971; McClendon et al., 1976).

O resultado do teste com o PAS permitiu verifedeposi¢cdo de polissacarideo
no endosperma de sementes maduras de C. juncea. A descri¢do anatdémica e histoquimica
do endosperma de T. foenum-graecum, realizada por Reid (1971), € semelhante as

caracteristicas observadas nas sementes de crotalaria, 0 que nos permite supor que as
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sementes dessa espécie também armazenam galactomanano. Buckeridge e Dietrich
(1996) utilizaram a técnica do PAS e também detectaram a presenca de galactomanano

em sementes de Sesbania marginata.

Estadio | Estadio Il Estadio Il
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Figura 19. Cortes transversais do tegumento e endosperma (A-C), shenégD-F) do cotilédone (G-I)
e do eixo hipocotilo-radicula (J-L) de sementes de Crotalaria juncea colhidagogas plantas
apresentavam 100% de vagens secas, corados com PAS, evidenciando pdéssacaais. A, D, G e J:
sementes em estadio de maturacéo I. B, E, H e K: sementes emastadioracao Il. C, F, | e L: sementes
em estadio de maturacdo Ill. Barras A-C: 100 um. Barras D-L: 20Akntamada de aleurona E:
endosperma; Ex: eixo hipocétilo-radicula; Ma: macroesclereides; Mt: mesotesta; Os: ostecesclereid

] !

Além do papel de reserva, o galactomanano influencia no fluxo de 4gua, devido a
sua maior solubilidade nos primeiros estadios da germinacdo. Esse polissacarideo
absorve, proporcionalmente, grande quantidade de agua e a distribui ao redor do embrido.
O endosperma embebido protege o embrido canperda de agua, atuando como um
tampdo, durante periodos de seca pos-embebicdo (Reid e Bewley, 1979). Conforme
Andrade et al. (2008), o endosperma da Crotalaria lanceolata E. Mey é mucilaginoso e
€ capaz de absorver agua em grande quantidade. Outras leguminosas tropicais, como a
Dimorphandra mollis Benth (Buckeridge et al., 1995a) e a Sesbania marginata
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(Buckeridge e Dietrich, 1996), apresentam um comportamento similar. De toda agua
absorvida pela semente, o endosperma de Sesbania marginata e o de T. foenum-graecum
detém, respectivamente, 57% (Buckeridge e Dietrich 1996) e 60% (Reid e Bewley, 1979).
Isso ocorre devido as ramificacfes altamente hidrofilicas que levam a absorcdo de altas
guantidades de agua na estrutura que envolve o embrido (Reid, 1985).

Para Reid (1971), a deposicdo de galactomanano no endosperma em alguns
géneros da familia Fabaceae, cuja maioria das espécies sdo exalbuminosas, € uma
adaptacdo daquelas espécies nativas de regides mais aridas. Tanto a espécie estudada pc
esse autor (T. foenum-graecum), quanto a C. juncea, naturalmente dispersam suas
sementes no periodo mais seco do ano. Dai a vantagem de se manter como material de
reserva um composto com tanta afinidade com a 4gua como o galactomanano, mesmo
apos finalizada a maturacéao.

Verificou-se que a deposi¢cdo de polissacarideo € maior nas sementes mais
maduras (Figura 19C) do que nas sementes mais imaturas (Figyir&49a constatacao
ajuda a explicar a diferenca na qualidade fisiolégica das sementes nas diferentes colheitas,
uma vez que, na ultima colheita, quase a totalidade das sementes ja se encontravam no
estadio de maturacao lll, ao passo que, na primeira colheita, boa parte das sementes ainda
apresentava-se no estadio de maturagéo | (Figgp

Nas sementes do estadio Il houve maior deposicdo de polissacarideos neutros nas
macroesclereides do que nas sementes em estadio | e Il (Figuras 19D-F). Em
contrapartida, nas sementes do estadio |, encontrou-se maior deposi¢ao de polissacarideos
neutros no citoplasma das células que compde a mesotesta do que naquelas do estadio Il
e, nessas, maior teor do que aquelas do estadio Il (Figuras 19D-F). Comportamento
semelhante foi detectado nos cotilédones (Figuras 19G-1) e no eixo hipocétilo-radicula
(Figuras 19J-L).

Com o resultado do teste com o reagente de Lugol, evidenciou-se a presenca de
amido em diferentes regides da semente (FigdhaH).

A deposicdo de amido foi maior nas sementes em estadio de maturacéo I, sendo
detectado, principalmente, na mesotesta (FigQfae C). Esse mesmo comportamento
foi observado em Senna occidentalis (L.) Link (Fabaceae: Caesalpinioideae) (Bitencourt
et al. 2008). Também foi encontrado em abundancia no citoplasma das cétulas do
cotilédones, exceto nos feixes vasculares (Figura 20E) e, relativamente em menor
guantidade, no citoplasma das células do eixo hipocdtilo-radicula (Figura 20G). Esse

comportamento também foi evidenciado com o PAS (Figura 19 G e J).
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Figura20. Cortes transversais do tegumento (A-D), do cotilédone (E-F) e dbipbwdtilo-radicula G-

H) de sementes de Crotalaria juncea colhidas quando as plantas apresentégate 1/8gens secas,
corados com o reagente de Lugol, evidenciando amido. A, C, Eem@ntes em estadio de maturacao |

B, D, F e H: sementes em estadio de maturacéo Il. Barras: 100 um. Atlacdmaleurona E: endosperma;

Ex: eixo hipocotilo-radicula; Fv: feixes vasculares; Ma: macroesclereides; Mt: mesotesta; Os:

osteoesclereides.
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Nos tecidos das sementes em estadio de maturacéo I, detectou-se menos amido
(Figuras 20B, D, F e H). J4 nas sementes em estadio lll, o resultado do teste com o
reagente de Lugol foi negativo, sendo, por isso, ndo ilustrado.

Assim, para as sementes de crotalaria, 0 amido constitui-se em uma fonte de
reserva transitoria. Conforme Zeeman et al. (2010), o amido pode ser acumulado
transitoriamente em algumas células, em estadios de desenvolvimento especificos. O
amido presente nos estadios mais iniciais de maturacdo provavelmente foi convertido em
outros compostos, como acgucares solaveis. O amido transitorio € utilizado como fonte
principal de carbono na divisdo, expanséo e diferenciacdo de células (JordyF2004).
também utilizado como fonte de carbono para a sintese de outros compostos de reserva
como proteinas e lipidios, ou ainda como fonte de energia para o metabolismo celular
(Andriotis et al., 2010).

Em sementes maduras de Sesbania marginata (Buckeridge e Dietrich, 1996), de
Trigonella foenum-graecum (Reid, 1971) e de Pterodon emarginatus (Oliveira e Paiva,
2005), todas pertencentes a mesma subfamilia da crotalaria, também néo foi encontrado
amido em sementes maduras.

O resultado do teste com o vermelho de ruténio foi positivo para todos os tecidos
da semente, com menor intensidade na por¢ao de reserva do endosperma (Figura 21).

Entre as paredes primérias de células encontra-se a lamela média, que € formada
basicamente por substancias pécticas (Silveira e Amaral, 2000). As pectinas sao
polissacarideos ramificados, altamente hidratados e heterogéneos, constituidos por acido
galacturdnico. Tém papel fundamental no transporte de ions, além de determinar a
porosidade da parede e regular a adesdo célula-célula por meio da lamela média,
participando, ainda, da defesa celular, entre outras funcdes (Carpita e McCann, 2000).

A exotesta das sementes em estadio de maturacdo | e Il (Figuras 21A e B,
respectivamente) apresenta maior teor de pectina do que a exotesta das sementes em
estadio Il (Figuras 21C). Como ja discutido, a lignina é depositada no tegumento ao
longo do desenvolvimento da semente (Figura 18), reduzindo, por conseguinte, o teor de
pectinas. Essa diferenca de deposicéo nao foi notada no eixo hipocatilo-radicula.

Por outro lado, na camada de aleurona (Figuras 21D-F) e nos cotilédones (Figuras
21G-l), verificou-se maior deposicédo de pectinas em sementes no estadio de maturacao
mais avangado. A maior deposicao de pectina nesse estadio nos cotilédones, 6rgdo que
ocupa o maior volume na semente, pode se traduzir em maior preparagao para 0 processo
de dessecacao, como foi descrito em sementes de ervilha por McCartney et al. (2000).

Esses autores constataram que existem alteracdes espaco-temporais na deposicado das
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pectinas e que essas modificacOes estariam relacionadas com as propriedades mecanicas
dessas paredes, 0 que seria uma preparacao para a dessecacao, ja que ocorrem ao final d

fase de maturacao.

Estéadio | Estadio Il Estadio Ill
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Figura 21. Cortes transversais do teguméAtc), do endosperma (B) do cotilédone (G-l) e do eixo
hipocotilo-radicula (J-L) de sementes de Crotalaria juncea colhidas quandadas gteesentavam 100%
de vagens secas, corados com vermelho de ruténio, evidenciando pacfinds e J: sementes em estadio
de maturacéo I. B, E, H e K: sementes em estadio de maturacéd-]Il €L: sementes em estadio de
maturagdo lll. Barras: 20 pm. Al: camada de aleurona E: endosperma; ddeoestlereides; Mt:
mesotesta; Os: osteoesclereides.

O teste com vermelho neutro apontou resultados positivos para lipidios apenas nas
sementes em estadio de maturacdo Il (Figuras 22A e B), sendo depositados junto a
camada de aleurona. Em sementes de soja, o teor de lipidios aumenta a medida que as
sementes passam pelo processo de maturacao, verificando teores maiores em estadios de
colheita mais tardios (Diniz, 2008Sharma et al., 2011).
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Figura 22. A e B: Cortes transversais da regido da camada de aleurona de snerdéslaria juncea
em estadio de maturacéo lll, colhidas quando as plantas apresentavanmeMa@fénd secas, corados com
vermelho neutro e submetidos a luz ultravioleta, evidenciando lipidios. BEDtagm. As ponta de seta
indicam corpos lipidicos. Al: camada de aleurona; E: endosperma; Ma: macroesclereidessditista;
Os: osteoesclereides.

Em Crotalaria unifoliata Benth., Miller (1967) também relatou a presenca de
lipidios junto a camada de aleurona. Segundo Oliveira e Paiva (2005), em Pterodon
emarginatus, ha uma reserva de lipidios nas camadas de células periféricas do
endosperma, que apresentam uma elevada densidade citoplasmatica, aparentemente
tratando-se de camada de aleurona. Os autores enfatizaram a necessidade de mais
pesquisas para elucidar o papel desses lipidios. Conforme Pavithra et al. (2014), as
proteinas podem se associar aos corpos lipidicos, prevenindo sua coalescéncia pela acao
de enzimas hidroliticas. Isso pode ajudar a explicar a presenca dos lipidios junto a camada
de aleurona, dada a importancia dessas células na germinacéao.

Os lipidios de reserva sdo sintetizados em organelas presentes no citoplasma,
sendo acumulados em corpos lipidicos onde ha predominéancia de triacilglicerideos, que
fornecem energia para o estadio inicial de germinacdo e crescimento do embrido
(Graham, 2008). Sua quebra é mais lenta do que a dos carboidratos e demanda maior
gasto energético, uma vez que varias etapas metabdlicas estdo envolvidas. Sua
disponibilizacdo ocorre por meio do ciclo do glioxilato, onde os lipidios insolUveis da
sementes sdo convertidos a acucares sollveis (sacarose), que sdo deslocados aos ponto
onde ha demanda de energia e clivada pelas enzimas sacaroliticas e disposibilizado
(Bewley et al., 2013).

Conforme Pandey e Srivastava (1990), a semente de C. juncea possui apenas 3,4%
de extrato etéreo. Miller (1967) encontrou 3,6%. Os autores, no entanto, nao citaram o
estadio de maturacdo em que se encontravam as sementes utilizadas na pesquisa.

O baixo teor de extrato etéreo nas sementes de crotalarias também pode explicar
a manutencédo da qualidade fisiolégica das sementes apds o armazenamento Eigura 14

Isso porque sementes ricas em Oleo sdo mais propensas a deterioracdo durante o
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armazenamento, que € representada por uma seérie de alteracbes bioquimicas e
metabdlicas que acarretam modificacbes no potencial fisiolégico das sementes,
culminando com a sua morte. Destacam-se as alteracBes na atividade respiratoria e
enzimatica, nas membranas celulares e cromossomos, nNos processos de sintese e Nno:s
compostos de reserva (Abdul-Baki e Anderson, 1972).

Os lipidios caracterizam a fragdo constituinte mais suscetivel a deterioracédo
durante o armazenamento, devido a redugdo do seu conteudo total e pela suscetibilidade
a alteracdes estruturais. As acoes de lipases, galactolipases e fosfolipases das proprias
sementes e das produzidas pela microflora associada contribuem para o rompimento das
ligacbes éster dos glicerideos neutros, aumentando o teor de &cidos graxos livres
(Pomeranz, 1992). Segundo Abdul-Baki e Anderson (1972), a acidificacéo € responsavel
pelo aumento de acidos graxos, de fosfatos acidos e de aminoacidos, produzidos pela acdo
das lipases, das fitases e das proteases, respectivamente. Entre os trés grupos de
compostos, 0 maior e 0 mais rapido aumento ocorrem nos acidos graxos (Smith e Berjak,
1995).

A reacdo com o corante Xylidine Ponceau possibilitou visualizar que as proteinas
totais, que representam importante composto de reserva das sementes de crotalaria, foram
depositadas principalmente no embrido, durante a formacao das sementes (Figuras 23G-
L). Miller (1967) e Pandey e Srivastava, (1990) também verificaram predominancia de
proteina na constituicdo das sementes de C. juncea, encontrando, respectivamente, 35,4
e 39,63% do total dos constituintes. De acordo com esses autores, dentro do género, a C.
juncea é uma das mais proteicas. O teor médio de proteinas totais encontrado na soja €
de 38% (Wilcox e Cavines, 1992), bem proximo, portanto, ao encontrado nas sementes
em estudo.

Em sementes sdo encontradas, principalmente, duas classes de proteinas de
reservas, as globulinas e as prolaminas (Marty, 1999). Essas proteinas séo sintetizadas no
reticulo endoplasmaético e, em seguida, transportadas até o seu local de acumulo (Herman
e Larkins, 1999), sendo esses denominados como vacuolos proteicos (Stone e Gifford,
1997), ou corpos proteicos (Buckeridge et al., 2004). Essa forma de deposicdo impede a
atuacao de proteases, presentes no citoplasma das células (Shutov et al., 2003), evitando
a clivagem dessas proteinas e, assim, ocorre o armazenamento desse composto de reserve
sendo, posteriormente, mobilizadas durante o processo de germinacdo das sementes
(Weber et al., 2010).
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Figura 23. Cortes transversais do tegumento (A-C), do endosperfado cotilédone (G-I), e do eixo
hipocétilo-radicula (J-L) de sementes de Crotalaria juncea colhidas quandaas geesentavam 100%

de vagens secas, corados o) evidenciando proteinas. A, D, G e J: sementes em estadio de maturacéo
I. B, E, H e K: sementes em estadio de maturacgéo Il. C, F, | e Lnssrem estadio de maturacgao Il
Barras: 20 pmAl: camada de aleurona; E: endosperma; Ma: macroesclereides; Mt: mesotesta; Os:
osteoesclereides.

Durante a germinacgéo, as reservas proteicas séo hidrolisadas a seus aminoacidos
constituintes, os quais sdo utilizados para producao de novos aminoacidos ou proteinas
ou para fornecer energia e esqueletos carbonados, por meio da via respiratéria, apds
desaminacado (Buckeridge et al., 20@&ccere et al., 2013). Por ser a unica fonte de
nitrogénio proveniente das reservas das sementes, as proteinas assumem papel importante
no estabelecimento das plantulas (Werker et al., 1997). Além de nitrogénio, as proteinas
também fornecem enxofre, ambos essenciais para a sintese de novas proteinas, acidos
nucleicos e compostos secundarios na plantula em crescimento (Lima et al., 2008; Taiz e
Zeiger, 2009).

A sintese e a deposicdo de proteinas de reserva em sementes, de acordo com

Herman e Larkins (1999), estdo sujeitas a uma regulagéo espacial e temporal, o0 que pode
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variar entre as espécies e em diferentes estadios de desenvolvimento das sementes. ISsc
foi constatado nas sementes de crotalaria. A medida que ocorreu o desaparecimento
gradual do amido como fonte de reserva no embrido (FiguraBlR0Buve a deposicao

de proteinas (Figuras 23G-L). Nota-se que as células do eixo hipocétilo-radicula das
sementes em estadio de maturacao | estdo ja totalmente ou pelo menos quase totalmente
preenchidas com proteina (Figura 23J). Dessa forma, pode-se inferir que o acimulo de
reservas proteicas € iniciado no eixo hipocotilo-radicula e, em seguida, se acumulam nas
células do cotilédone. Comportamento semelhante foi relatado em soja (Finoto, 2008;
Diniz, 2009).

Em geral, observa-se um aumento na concentracdo de proteinas ao longo do
desenvolvimento das sementes (Pavithra et al., 2014). Esse comportamento foi observado
nas sementes de crotalaria.

No tegumento das sementes mais imaturas (Figulg, 2Zibservou-se maior
deposicdo de proteinas do que nos demais estadios. Portanto, esses compostos foram
consumias ou realocads ao longo da maturagcédo (Figuras 23B e C). Isso também foi
verificado no endosperma, exceto na camada de aleurona, cuja maior deposi¢cao ocorreu
nas sementes mais maduras (Figuras 23D-F). Como no tegumento e no endosperma
dessas sementes ainda encontravam-se em intensa atividade metabdlica, por estarem
ainda em processo de maturacdo, esse resultado era esperado. Isso porque, segundc
Bortolotto et al. (2008), além de atuarem como substancia de reserva e estrutural, as
proteinas tém funcbes metabdlicas, na maioria das vezes catalisando reacfes quimicas.
As proteinas estdo diretamente associadas a sintese de material genético e a reagdes
enzimaticas essenciais ao metabolismo celular (Bewley et al., 2013).

Pavithra et al. (2014) correlacionaram a germinacdo ineficiente de sementes
imaturas de Pongamia pinnata (L.) Pierre @ menor deposicdo de proteinas. A menor
germinacao observada na colheita com 40% VS (Figura 13) também pode ser relacionada
a menor deposicdo de proteinas detectadas nos cotilédones das sementes em estadio
(Figura 23D), posto que, nessa colheita, ocorreu maior quantidade de sementes nesse
estadio (Figura 10

Além das proteinas soluveis, em muitos casos, € observado o aumento da
expressao de proteinas resistentes ao calor ao longo da maturacéo. Esse tipo de proteinas
€ encontrado em todos 0s organismos vivos. Em vegetais, ja foram encontradas mais de
30 familias dessas proteinas que sado altamente conservadas (Walters et al., 2013) e
sintetizadas durante o desenvolvimento do embrido e maturacdo das sementes (Kalemba

et al., 2012). Varios mecanismos, como a presenca de agucares solluveis, de enzimas que

58



atuam contra o sistema de oxidacao lipidica, anti-oxidantes e de proteinas especificas tém
sido envolvidos na aquisicdo e manutencdo da tolerancia a dessecacdo, conferindo
protecdo contra as consequéncias da perda de agua, em diferentes niveis de hidratacéo.
Apesar de serem determinados geneticamente, a presenca desses mecanismos pode se
intensificada ou reduzida de acordo com a taxa de secagem da semente ou com 0 meio
ambiente no qual a semente se desenvolveu (Guimaraes, 1999).

Analisando conjuntamente todos os resultados obtidos nesta pesquisa, nota-se que
a colheita das sementes de C. juncea deve ser realizada, preferencialmente, quando as
plantas atingirem entre 80 e 100% de vagens secas. Entre esses pontos, grande parte da:
sementes ja atingiram a maturidade fisiol6gica, apresentam grau de umidade favoravel a
colheita mecanica e a secagem rapida e detém alta qualidade fisiol6gica, que permanece
mesmo apdés o0 armazenamento. Além disso, nesse estagio, encontra-se maior quantidade
de sementes maduras, com o tegumento com a coloracdo marrom, cujas caracteristicas
anatdbmicas, como completa formacdo do tegumento e da camada de aleurona e
histoquimicas, como maior deposicdo de proteinas, aumentardo as chances de sucesso Nnc
estabelecimento da plantula apos a germinacédo. Além disseo, a partir da colheira com
80% de vagens secas, o rendimento de sementes € mais elevado.

Uma ressalva, no entanto, deve ser feita quanto a incidéncia de chuvas dias antes
da colheita. Caso haja previsGes de chuvas nessa época, a colheita mais antecipada, mais
préxima ao estadio com 80% de vagens secas, deve ser levada em consideracao, para que
nao haja proliferacdo de fungos patogénicos e decréscimos no rendimento, sem maiores

prejuizos na germinacgao e no vigor das sementes.
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5. CONCLUSOES

A dorméncia das sementes de Crotalaria junedssica. Essa dorméncia
adquirida ao longo da maturacédo e se intensifica com a permanéncia das sementes no
campo, devido a maior deposicdo de lignina na camada de macroesclereides do
tegumento.

O armazenamento, por oito meses, reduz a dorméncia e, consequentemente, eleva
a germinacao em sementes de Crotalaria juncea.

As sementes de Crotalaria juncea sdo albuminosas, possuem camada de aleurona
no endosperma e cotilédones carnosos.

O amido é ausente nas sementes maduras de Crotalaria juncea. As reservas
lipidicas estdo presentes apenas nas sementes maduras e sao depositas, em pequens
guantidades, junto a camada de aleurona, no endosperma. As proteinas sdo o0s principais
compostos de reserva e sao estocadas no embrido.

A determinacdo do ponto de colheita de sementes de Crotalaria juncea baseada
na porcentagem de vagens secas € eficiente.

A maturidade fisiol6gica das sementes de Crotalaria juncea € atingida quando as
plantas apresentam aproximadamente 86,1% de vagens secas.

A colheita de sementes de Crotalaria juncea deve ser realizada no ponto em que

as plantas apresentarem entre 80 e 100% de vagens secas.
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