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Atividade respiratória como teste de vigor em sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L.)
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RESUMO: Os testes rápidos de vigor são utilizados atualmente pelas empresas produtoras de sementes para avaliar a qualidade dos lotes. A indústria sementeira com a evolução tecnológica, exige cada vez mais rapidez na separação de lotes de alto vigor. Dessa forma, o trabalho objetivou verificar a eficiência e rapidez da atividade respiratória das sementes para diferenciar o vigor de lotes de sementes de feijão. O trabalho foi realizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco, conduzido no Laboratório de Análise de Sementes com três lotes de feijão adquiridos em municípios do estado de Pernambuco. Foram realizados alguns testes e determinações: teor de umidade, peso de mil sementes, germinação, primeira contagem da germinação, comprimentos e massa seca da parte aérea e raiz, condutividade elétrica, emergência de plântulas, comprimentos de parte aérea, raiz e massa seca da parte aérea. O índice de velocidade de emergência indicou os lotes da cultivar Princesa (3 e 1) como sendo os de maiores potencias fisiológicos e o lote da cultivar BRS agreste (2) como o de menor. As sementes de feijão da cultivar BRS agreste (lote 2), nos testes de germinação, índice de velocidade de germinação, índice de velocidade de emergência, massa seca de parte aérea e raiz como sendo o lote de menor vigor, e o que teve a menor liberação de CO2 no teste de atividade respiratória. O teste de atividade respiratória pode ser utilizado para determinar o vigor de sementes de feijão a partir de 12 horas de embebição.
PALAVRAS-CHAVE: Condutividade, qualidade fisiológica, titulação.

ABSTRACT: Rapid vigor tests are currently used by seed companies to evaluate batch quality. The seed industry with the technological evolution, demands faster and faster separation of high vigor lots. Thus, this work aimed to verify the efficiency and speed of seed respiratory activity to differentiate the vigor of bean seed lots. The work was carried out at the Rural University of Pernambuco, conducted at the Seed Analysis Laboratory with three bean lots acquired in municipalities of the state of Pernambuco. Some tests and determinations were performed: moisture content, one thousand seed weight, germination, first germination count, shoot and root length and dry mass, electrical conductivity, seedling emergence, shoot, root and dry mass length aerial part. The emergence speed index indicated lot cultivar Princesa (3 and 1) as the ones with the highest physiological potential and lot cultivar BRS agreste (2) as the lowest. Bean seeds from lot 2, in the germination tests, germination speed index, emergence speed index, shoot and root dry mass as the least vigorous lot, and which had the lowest CO2 release in the respiratory activity test. The respiratory activity test can be used to determine bean seed vigor after 12 hours of soaking.

KEYWORDS: conductivity, physiological quality, titration.
INTRODUÇÃO

O feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) é considerado uma das leguminosas mais importantes e o Brasil se destaca na produção desse grão, sendo considerado o terceiro maior produtor mundial, o que demonstra sua importância econômica, cultural e alimentar (CONAB, 2019), tendo em vista  ser um alimento básico que fornece a maioria dos nutrientes por ser rico em proteínas vegetais, carboidratos, fibras alimentares e minerais (VAZ PATTO et al., 2014).

No Brasil, o feijão, vem sendo produzido nos mais variados sistemas de cultivo e a utilização de sementes de alta qualidade nas áreas de produção é de grande importância, pois contribui para obtenção de estande uniforme, plântulas fortes e vigorosas, estabilidade a diferentes condições edafoclimáticas resultando em altas produtividades (SCHEEREN et al., 2010).

A qualidade das sementes está relacionada com o vigor, ocasionando assim um maior crescimento e aumento de massa seca das plântulas (TOLEDO et al., 2009), entretanto, os testes de germinação em laboratório muitas vezes não condizem com os resultados encontrados em campo, uma vez que as sementes estão sujeitas a diferentes condições e podem surgir fatores como falta ou excesso de água, ação de microrganismos e insetos que prejudicam o desenvolvimento das plântulas (PERES, 2010).

Dessa maneira, vários testes de vigor surgiram com a finalidade de obter uma melhor exatidão para se determinar a qualidade das sementes (PERRY, 1981). A união do teste de germinação com os testes de vigor serve como indicativo para selecionar os melhores lotes de sementes tanto para semeadura como comercialização (ARAÚJO et al., 2011).
Para McDonald (1980) os testes de vigor devem ser: econômico, rápido, simples, objetivo, reprodutível, além de obter resultados compatíveis com o desempenho em campo. Entre eles, os testes rápidos são os mais sensíveis e podem identificar o início da deterioração em pouco tempo, estes, estão relacionados a coloração dos tecidos vivos das sementes, redução da atividade respiratória e permeabilidade das membranas (CARVALHO et al., 2002).
A atividade respiratória é outro teste bastante viável para verificar o vigor das sementes por meio da avaliação de sua atividade respiratória em condições de laboratório (FERREIRA; BORGHETTI, 2004; MARENCO; LOPES, 2007). Segundo Taiz e Zeiger (2017) a respiração é a oxidação de todas as substâncias orgânicas presentes no sistema celular, fazendo com que ocorra liberação de energia. Diversos estudos utilizaram esse método de avaliação da atividade respiratória em sementes, para verificar as diferenças de vigor entre os lotes, como foi o caso das culturas soja (Glycine max L.) (DODE et al., 2013), feijão-miúdo (Phaseolus vulgaris L.), (AUMONDE et al., 2012), girassol (Helianthus annus) (DODE et al., 2012) e trigo (Triticum sativum L.) (DODE et al., 2016).

Considerando a importância de estudos para uma análise rápida e eficiente para separar o vigor de lotes de sementes, o trabalho objetivou verificar a eficiência do teste de atividade respiratória para avaliar a qualidade de diferentes lotes de sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L.).
MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado no Laboratório de Análise de Sementes (LAS) e na aérea experimental da Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade Acadêmica de Garanhuns – UFRPE/UAG. Foram utilizados três lotes de feijão (Phaseolus vulgaris L.) produzidos no estado de Pernambuco, sendo o lote 1 da cultivar princesa produzido no munícipio de Sanharó, o lote 2 da cultivar BRS agreste no munícipio de Jupi e o lote 3, cultivar princesa cultivado em Sanharó/Pe. Para avaliar a qualidade física e fisiológica dos lotes, as sementes foram submetidas aos seguintes testes e determinações:
Teor de água (TA): quatro repetições de sementes de feijão foram distribuídas de maneira uniforme em recipientes metálicos, pesados com as respectivas tampas em balança analítica com precisão de 0,001g e em seguida levados a estufa à 105±3°C por 24h, de acordo com Brasil (2009).

Peso de mil sementes (PMS): foram separadas oito repetições de 100 sementes e em seguida as mesmas foram pesadas em balança analítica com precisão de 0,0001g, de acordo com metodologia descrita nas Regras de Análise de Sementes (BRASIL, 2009).

Teste de germinação (G): foi realizado utilizando quatro repetições de 100 sementes para cada lote e as sementes foram distribuídas em três folhas de papel do tipo germitest em formato de rolo, umedecidos com 2,5 vezes do seu peso seco. O teste foi conduzido em um germinador regulado a temperatura constante de 25 °C e as avaliações foram realizadas no nono dia após a semeadura, computando-se o número plântulas normais (BRASIL, 2009).

Primeira contagem de germinação (PC): realizada conjuntamente com o teste de germinação, computando-se as plântulas normais no quinto dia após a semeadura.

Índice de velocidade de germinação (IVG): determinado com o teste de germinação mediante contagens diárias do número de sementes que foram germinadas, no mesmo horário, após a semeadura e calculado de acordo com a fórmula proposta por Maguire (1962).

Comprimento de raiz (CR) e parte aérea (CPA) das plântulas: realizado em conjunto com o teste de germinação, as raízes e suas respectivas partes aéreas de cada repetição foram medidos com o auxílio de uma régua graduada em centímetros, após a contagem final do teste de germinação.

Massa seca de raiz (MSR); parte aérea (MSPA) e cotilédones (MSC): ao final do teste de germinação, as raízes e a parte aérea e cotilédones foram seccionados e armazenados separadamente em sacos de papel kraft, levados à estufa regulada a 65°C até atingirem pesos constantes e, posteriormente pesados em balança analítica com precisão de 0,001 g.
Emergência em campo (E): foi realizado em um campo experimental da UFRPE-UAG sendo semeadas quatro repetições de 100 sementes, distribuídas em sulcos de 2 m de comprimento, com 5 cm de profundidade. Foram realizadas as contagens no nono dia após a semeadura, contabilizando as plântulas normais e o resultado transformado em porcentagem de plântulas normais.

Condutividade elétrica (CE): Foram utilizadas quatro repetições de 50 sementes, pesadas e colocadas para embeber em copo plástico descartável com 75 ml de água destilada por um período de 24 horas, à temperatura de 25 ºC. Após o período de embebição, as amostras foram agitadas levemente, procedendo-se então a leitura da condutividade elétrica por meio do condutivímetro modelo TEC-4 MP, sendo os resultados expressos em mS cm-1 g-1 de sementes (KRZYZANOWSKI et al., 1999).
Atividade respiratória (AR): O método utilizado para o teste de respiração foi constituído de caixas de plásticos gerbox transparente com 4 repetições de 50 sementes. No fundo de cada caixa foi adicionado 40 ml da solução KOH a 0,1N, e sobre a tela de aço inox com o papel mata borrão, umedecido 2,5 vezes o seu peso, foram semeadas as sementes. O gerbox foi fechado, isolados com papel filme, colocados em sacolas plásticas para evitar as trocas gasosas e acondicionado em câmeras de germinação por períodos de 12, 24, 36 e 48 horas a 25 °C. Para a determinação da quantidade de CO2 proveniente da respiração foi titulado 25 ml de solução de KOH 0,1N obtida dos períodos de incubação, essa solução após receber 2 gotas de fenoftaleína foi submetida a titulação com HCL 0,1N. No ponto de viragem foi registrado o volume de HCL que é diretamente relacionado com a quantidade de CO2 proveniente da respiração. Os resultados foram expressos em miligramas de CO2 por grama de sementes, calculado pela metodologia proposta por Crispim et al. (1994).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, exceto a emergência em campo que foi em blocos ao acaso. Para a atividade respiratória foi adotado o arranjo fatorial duplo, compreendendo os três lotes e os quatro períodos de incubação. 

As análises estatísticas para o teor de água, peso de mil sementes, teste de germinação, primeira contagem de germinação, índice de velocidade de germinação, comprimento de raiz primária e parte aérea das plântulas, massa seca de raiz da parte aérea e cotilédones, emergência em campo, condutividade elétrica foi realizada por meio de análise de variância (ANAVA) e para a comparação das médias entre os lotes utilizou-se o teste de Tukey, em nível de 5% de probabilidade, utilizando o software SAEG.

Os dados referentes ao teste de atividade respiratória foram submetidos à análise de variância e procedeu-se o estudo de regressão, escolhendo-se a equação de maior grau com significância estatística a 5% pelo teste F.
RESULTADOS E DISCUSSÃO

Para o teor de água das sementes dos diferentes lotes, verificou-se que houve diferenças estatísticas, das sementes dos lotes 2 e 3 em relação as do lote 1 (Tabela 1). Entretanto, estas diferenças de 0,83 pontos percentuais são aceitáveis para realização dos testes de germinação e vigor. De modo, que a variação entre lotes de sementes, da mesma espécie, para os testes de qualidade fisiológica deve ser inferior à amplitude máxima aceita que é de 2 pontos percentuais, conforme recomendações de Marcos Filho (1999).

As maiores porcentagens de germinação foram constatadas nas sementes do lote 3 não diferindo daquelas do lote 1 (Tabela 1). Observou-se que a porcentagem de germinação foi acima de 90% em todos os lotes, caracterizando-os com alto potencial fisiológico. Para Marcos Filho e Novembre (2009) a semelhança no potencial germinativo entre lotes de sementes é fator fundamental para determinação da diferença no vigor, pois se esses lotes apresentarem diferenças muito acentuadas na porcentagem de germinação, o próprio teste de germinação, conduzido sob condições ótimas, consegue detectá-las.

Quando avaliada a primeira contagem de germinação, observou-se que não houve diferenças no vigor entre os lotes (Tabela 1). Segundo Amaro et al. (2015) o teste de primeira contagem demonstra uma baixa sensibilidade para separar lotes de sementes de feijão em relação ao vigor, já para o índice de velocidade de germinação, os lotes foram classificados em dois grupos, sendo o lote 1 e 3 mais vigorosos que o lote 2. As sementes que germinam primeiro conseguem se estabelecer no campo mais rápido, diminuindo as necessidades com capinas.

Com relação aos dados de condutividade elétrica (CA) as sementes de feijão do lote 3 foram classificadas como menos vigorosas, devido as grandes perdas de lixiviados na água de embebição, evidenciando uma maior desorganização do sistema de membranas, causado principalmente por danos físicos, condições de armazenamento e tratos culturais (SILVA et al., 2008; HENNING et al., 2011). Entretanto, no peso de mil sementes, verificou-se que as sementes do lote 3 e 2 possuem o maior tamanho. Dessa forma, pode-se inferir que a maior quantidade de lixiviados obtida no teste de condutividade esteja atrelada ao tamanho das sementes e não necessariamente, ao seu vigor, nesse estudo.
	Tabela 1. Valores médios do teor de água (TA), germinação (G), primeira contagem (PC), índice de velocidade de germinação (IVG), Condutividade elétrica (CE) e peso de mil sementes (PMS) de sementes de Phaseolus vulgaris L.

	LOTES
	TA (%)
	PC (%)
	G (%)
	IVG
	CE (mS cm-1 g-1)
	PMS (g)

	1
	11,23 b
	17,00 a
	95,00 ab
	15,54 ab
	40,51 b
	188,66 b

	2
	12,06 a
	11,00 a
	91,00 b
	14,51 b
	49,96 b
	226,44 a

	3
	11,77 a
	12,00 a
	99,00 a
	15,93 a
	73,50 a
	236,76 a

	CV %
	1,31
	11,5
	50,55
	4,65
	15,04
	5,38

	*Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.


Não houve diferenças significativas para os comprimentos de parte aérea e massa seca de raiz das plântulas (Tabela 2) oriundas dos diferentes lotes de sementes. Possivelmente, como os lotes de sementes estão com vigor muito próximos, os testes não foram sensíveis em verificar pequenas diferenças no vigor.

Observando o comprimento da raiz das plântulas de feijão foi verificado que o lote 2 apresentou maior comprimento radicular, enquanto que, para massa seca da raiz foi maior nas plântulas oriundas das sementes dos lotes 2 e 3 (Tabela 2). Como verificado anteriormente, os lotes 2 e 3 obtiveram maior peso de mil sementes (Tabela 1), sendo possível justificar a maior transferência de massa seca durante o processo germinativo.

Quando avaliado a massa seca dos cotilédones observou-se que as sementes do lote 3 apresentaram maior massa seca, podendo estas serem classificadas como de alto vigor (Tabela 2). Os cotilédones têm a função de transferir s nutrientes para a plântula durante o processo de germinação, dessa forma, quanto maior a quantidade de reservas nos cotilédones possivelmente originará uma plântula com maior vigor.

	Tabela 2. Valores médios para o comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e massa seca dos cotilédones (MSC) de plântulas de Phaseolus vulgaris L.

	LOTES
	CPA (cm)
	CR (cm)
	MSPA (g)
	MSR (g)
	MSC (g)

	1
	7,52 a
	4,24 c
	2,05 a
	0,57 b
	3,73 b

	2
	7,88 a
	10,80 a
	1,92 a
	0,82 a
	3,90 b

	3
	7,11 a
	7,33 b
	2,24 a
	0,77 a
	4,81 a

	CV %
	7,78
	8,14
	9,57
	9,24
	7,75

	*Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.




Os resultados para a primeira contagem de emergência (PCE), emergência das plântulas (E) e o comprimento de parte aérea (CPA) no campo (Tabela 3) não tiveram diferença estatística entre as sementes dos lotes estudados, sendo estes testes considerados insensíveis para separar lotes de sementes de feijão com diferentes níveis de vigor. Para Amaro et al. (2015) estudando vigor em diferentes lotes de feijão, verificaram que o teste de emergência foi semelhante ao teste de germinação, insensível para analisar o vigor de lotes de sementes, sendo necessário o uso de diferentes testes de vigor para conseguir a estratificação.

Observando os dados do índice de velocidade de emergência das plântulas de feijão (Tabela 3) constatou-se que as sementes dos lotes 3 e 1 como sendo as de maiores potencias fisiológicos e as do lote 2, como a de menor. A capacidade das sementes germinarem rapidamente é um atributo inicial na avaliação do vigor das sementes, e este teste é um importante indicador de qualidade fisiológica para avaliar sementes com pequenas diferenças no vigor, sendo mais sensível que o teste de germinação (MARCOS FILHO, 2015).
	Tabela 3. Valores médios para a primeira contagem (PCE), emergência (E), índice de velocidade de emergência (IVE), comprimento da parte aérea (CPA), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca dos cotilédones (MSC) de plântulas de Phaseolus vulgaris L.

	LOTES
	PCE (%)
	E (%)
	IVE
	CPA (cm)
	MSPA (g)
	MSC (g)

	1
	19,00 a
	97,00 a
	16,46 ab
	8,02 a
	10,34 b
	1,76 b

	2
	21,00 a
	86,00 a
	14,59 b
	9,09 a
	9,77 b
	1,56 b

	3
	39,00 a
	99,00a
	17,58 a
	8,53 a
	13,13 a
	2,21 a

	CV %
	58,46
	8,11
	7,53
	11,80
	10,34
	10,97

	*Médias seguidas da mesma letra minúscula na coluna não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.




As maiores massas secas da parte aérea (MSPA) e dos cotilédones (MSC) foram encontradas nas plântulas oriundas do lote 3, possivelmente, esse aumento esteja associado ao tamanho das sementes do referido lote e como possuem uma maior quantidade de tecidos de reservas, estas, são translocadas para a formação da plântula (Tabela 3 e 1). Segundo AOSA (2009) as plântulas consideradas vigorosas são aquelas originadas de sementes com uma boa qualidade, porque dessa maneira terão maior chance de possuir um comprimento de parte aérea maior e consequentemente uma massa verde ou seca mais elevada. Além de sementes vigorosas mobilizarem mais eficientemente as reservas dos tecidos de armazenamento para o eixo embrionário, esta capacidade é refletida no crescimento das plântulas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

Para o teste de atividade respiratória, verificou-se um aumento linear crescente da respiração ao longo dos períodos, para as sementes do lote 2 e quadrática para as sementes dos lotes 3 e 1 (Figura 1). Nas sementes do lote 1, a máxima quantidade de CO2 liberado foi com 46,2 horas após o início da embebição, enquanto que para as sementes do lote 3 foi com 46,3 horas. As sementes do lote 2 foram as que menos liberaram CO2, entretanto, com 48 horas a quantidade liberada já era igual as sementes do lote 3.

Pode-se constatar que as sementes de feijão do lote 2, nos testes de germinação, índice de velocidade de germinação (Tabela1), índice de velocidade de emergência, massa seca de parte aérea e raiz (Tabela 3) como sendo o lote de menor vigor, e o que teve a menor liberação de CO2 no teste de atividade respiratória (Figura 1).

Resultados similares foram encontrados em sementes de feijão miúdo por Aumonde et al. (2012) onde observaram que a maior taxa de respiração foi um indicativo de maior vigor das sementes. Taiz e Zeiger (2017) mencionam que sementes em processo avançado de deterioração possuem mais danos nas suas estruturas celulares e as mitocôndrias, organelas responsáveis pela respiração em nível de célula, também podem estar danificadas levando à diminuição da taxa de respiração.
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	Figura 1. Atividade respiratória (AR) em sementes de feijão (Phaseolus vulgaris L.) em diferentes tempos de embebição 12, 24, 36, 48 horas.


Também de acordo com Carvalho e Nakagawa (2012) o substrato para a respiração nas sementes são as substâncias de reservas, e, como sementes em nível mais avançado de deterioração tendem a possuir menor conteúdo de reservas, sugere-se que possuam uma menor respiração.

As sementes de feijão dos lotes estudados, tiveram o mesmo comportamento na atividade respiratória desde o início do período de embebição, podendo dessa forma afirmar que, desde as 12 horas de embebição ocorreu a separação dos lotes de sementes em diferentes níveis de vigor.

CONCLUSÃO
O teste de atividade respiratória pode ser utilizado para determinar o vigor de sementes de feijão a partir de 12 horas de embebição.
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