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RESUMO

Caracterizacdo morfo-agronémica e molecular, processamento minimo e
utilizacao de raios X em sementes de feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp]

O presente estudo foi realizado com os seguintes objetivos de (a) caracterizar
morfo-agrondbmica e molecularmente cinco gendtipos de feijdo-caupi; (b) avaliar a
preservacdo da qualidade de grédos de feijdo-caupi minimamente processado
empacotado em trés tipos de embalagens (PVC, PP e PEBD) sob temperaturas de
armazenamento de 1, 5 e 10 °C, durante nove dias e, (c) identificar os danos causados
por caruncho [Callosobruchus maculatus (Fabr.)] e sua relagdo com a qualidade
fisiologica das sementes de feijdo-caupi, por meio da andlise de raios X. Na
caracterizacdo morfo-agronédmica 0s genotipos analisados foram: IPA-206, BRS-
PAJEU, BRS-POTENGI, L 281.005 e L ESP 10 e na caracterizacdo molecular foram
utilizados 26 primers de RAPD e 37 primers de ISSR. Foram construidos trés
dendrogramas baseados em marcadores moleculares RAPD, ISSR e RAPD+ISSR. Na
caracterizacdo morfo-agronbmica, as caracteristicas que apresentaram maior poder
discriminante para os cinco genétipos avaliados, foram: cor das folhas; comprimento e
largura do foliolo apical; vigor da planta; nimero de dias a floracdo, cor das flores;
namero de dias para maturacao da primeira vagem, e ainda, o comprimento, a largura e
o numero de l6culos por vagem, como também o nimero de vagens por plantas; e na
semente, massa de 100 sementes, comprimento, largura e espessura. A caracterizacao
molecular demonstrou a utilidade do método, ndo sé para avaliar o conjunto da
diversidade no germoplasma, mas também para permitir aglomeracdo potencial dos
genotipos com base nas suas afinidades entre si em caracteristicas de desempenho
agrondmico. No ensaio de processamento minimo foi utilizado como matéria prima
gréos de feijao-caupi, linhagem L ESP 10. Foram realizadas as seguintes analises:
perda de massa fresca, composi¢cdo gasosa, aroma e aparéncia. Os dados foram
analisados através da construcao de graficos. Constatou-se que a perda de massa dos
graos foi muito reduzida. A temperatura de 1°C e o uso do filme de PVC foi mais
eficientes na conservacdo da qualidade pdés-colheita do feijdo-caupi minimamente
processado, propiciando melhor manutencdo da cor verde, aparéncia, odor e menor
oxidagdo na regido préxima ao hilo. Com relacdo a identificagdo dos danos causados
por caruncho por meio da analise de raios X foram utilizadas trés cultivares: IPA-206,
BRS-Pajeu, BRS-Potengi e duas linhagens, L 281.005 e L ESP 10. As amostras foram
submetidas ao teste de raios X e ao teste de germinacao, a fim de determinar a relacéo
de causa e efeito entre os danos provocados pelo caruncho e a germinacédo das
sementes. Para os danos classificados como severos, localizados no eixo embrionario
e, ou nos cotilédones, as sementes originaram plantulas anormais ou as sementes
estavam mortas. O teste de raios X se mostrou eficiente para a avaliagdo de danos
causados por caruncho em sementes de feijdo-caupi, permitindo relacionar os
eventuais danos com 0s prejuizos causados a germinagao.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp; Descritores; RAPD; ISSR; Pds-colheita;
Andlise de imagens
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ABSTRACT

Morpho-agronomic and molecular characterization, minimally processing, and
use of X-ray in cowpea seeds [Vigha unguiculata (L.) Walp]

This study was undertaken with the following objectives: (a) to characterize, morpho-
agronomic and molecularly, five genotypes of cowpea beans, (b) to evaluate the
preservation of grain quality of cowpea minimally processed in three types of packaging
(PVC, PP and PEBD) under storage temperatures of 1, 5 and 10 ° C for nine days, and
(c) to identify the damage caused by the weevil [Callosobruchus maculatus (Fabr.)]
using the X-ray analysis and evaluate its relationship to the physiological quality of the
cowpea seeds. The genotypes used in this morpho-agronomic characterization were
IPA — 206, BRS-PAJEU, BRS-POTENGI, L 281.005 and L ESP 10. For the molecular
characterization, it was used 26 primers of RAPD and 37 primers of ISSR. Three
dendograms were constructed based on molecular markers RAPD, ISSR and
RAPD+ISSR. Concerning to morpho-agronomic characterization, the characteristics
which presented the highest discriminating power were: color of the leaves, lenght and
width of the apical leaflet, plant vigor, number of the days for flowering, color of the
flowers, number of the days for first ripe pod, and number of beans per individual plant.
For seeds were evaluated, mass of 100 seeds, lenght, width and thickness. The
molecular characterization showed the efficiency of the method not only to evaluate all
the diversity conditions in the germoplasm but also to allow the potential agglomeration
of the genotypes based on their similarities for their characteristics regarding to the
agronomic behavior. To set up the trial of cowpea grains minimally processed it was
used the line L ESP 10. The following traits were analysed: mass loss, gas composition,
odor, and appearance. The results were evaluated by the graphs construction. The
results showed that temperature at 1 °C and use of PVC were the most efficient process
to preserve the postharvest quality of minimally processed cowpea beans, keeping its
green color, appearance, odor, and lowest oxidation level near the hilum. As regards the
damage caused to the cowpea seeds by weevil were used the cultivars IPA-206, BRS-
Pajeu and BRS-Potengi, and two lines (L 281.005 and L ESP 10). The samples were
exposed to X-ray and germination test to determine the cause-effect relationship
between weevil damage and seed germination. Seed damage classified as severe,
located in the embryonic axis or in the cotyledons, resulted in abnormal seedlings or
dead seeds. The X-ray test, therefore, is efficient for evaluating weevil damage in
cowpea seeds.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp; Descriptors; RAPD; ISSR; Postharvest; Image
analysis



18



19

1 INTRODUCAO
O feijao-caupi, classificado como pertencendo a familia Fabaceae, teve sua

evolucéo e domesticacio na Africa Tropical de onde se dispersou para paises de clima
semelhante. A espécie tem alta tolerAncia ao estresse hidrico e ao calor, grande
variabilidade genética e uma alta capacidade de adaptacdo. Além disso, é a base
alimentar em mais de 65 paises, incluindo o Brasil devido ao seu elevado valor nutritivo
a nivel proteico e energético, e fonte de fibra (SINGH, 2006; FREIRE FILHO et al.,
2009).

A cultura ocupa em torno de 11 milhGes de hectares, disseminadas nas regides
tropicais e subtropicais da Africa, da Asia e das Américas (SINGH et al., 2002). A
producdo de feijdo-caupi corresponde a 20% da producdo nacional total de feijao
(WANDER, 2007).

No Brasil, o cultivo de feijdo-caupi é expressivamente cultivado nas regiées Norte
e Nordeste sendo estratégico para a agricultura de base familiar. Nos Ultimos anos a
cultura vem se expandindo na regido Centro-Oeste, onde € incorporado nos arranjos
produtivos como safrinha, apds as culturas de soja, milho e algodao, e ja em alguns
locais como cultura principal (FREIRE FILHO et al., 2009).

Para enfrentar os desafios da cultura do feijdo-caupi, os programas de
melhoramento genético em andamento no pais tém lancado mé&o da integracdo das
metodologias de melhoramento classico com as modernas técnicas biotecnolégicas
(LEITE; ANTHONISEN, 2009). Uma das etapas importantes nesse processo consiste
na caracterizacado de gendtipos através da descricdo e registro de suas caracteristicas
morfologicas, citogenéticas, bioquimicas e, ou moleculares (VALOIS et al.,, 1996).
Dessa forma, € possivel identificar acessos que possuem caracteristicas desejaveis
para o desenvolvimento de nova cultivares.

O feijdo-caupi, principalmente na regido Nordeste, € consumido nas formas de
grdo seco ou de grao fresco. Nesse caso, o produto é comercializado nas préprias
vagens imaturas em molhos ou debulhado, recebendo a designagcao de feijao-verde.
Para a producao de feijao-verde séo preferidos cultivares de graos brancos ou do tipo
sempre-verde (FREIRE FILHO, 2005).

A vida util pés-colheita do feijao-caupi comercializado in natura € muito limitada

deteriorando em curto prazo. Uma oportunidade de agregar valor ao produto
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comercializado na forma préatica de grdos debulhados seria por meio da técnica de
processamento minimo que vem sendo empregada com sucesso em diversas culturas
oleraceas, como brécolis (BARTH et al., 1993); berinjela (KLUGE et al., 1999); meléo
(JACOMINO et al., 2002); batata (CANTOS et al., 2002) e tomate (MORETTI et al.,
2002). No entanto, os estudos disponiveis na literatura sobre o processamento minimo
de feijdo-caupi sdo escassos.

Um dos problemas no cultivo do feijdo-caupi é o ataque de pragas, dentre elas,
pode-se destacar o caruncho. O ataque do caruncho tem provocados grandes perdas
para a producdo de sementes e de graos do feijao-caupi. Uma das técnicas para se
quantificar essas perdas seria a analise das sementes e, ou dos graos, através o uso do
raios X. O teste de raios X é um método ndo destrutivo usado para analise das
caracteristicas internas das sementes, que compreendem a anatomia e os defeitos
internos, além de mudancas morfolégicas que ocorrem durante a maturacdo e a
germinacéo (ISTA, 1991; CICERO et al., 1998). Os raios X em baixa dose ndo afetam a
germinacao, ndo requerem tratamento prévio das sementes para serem aplicados e
apresentam as vantagens de ser um método ndo destrutivo, rapido e de simples
execucao (CARVALHO et al., 1999). Por outro lado, o caruncho é considerado a praga
mais relevante do feijao-caupi durante o armazenamento, podendo causar perdas da
ordem de 60% (TANZUBIL, 1991). Através da utilizacdo da técnica do raios X pode-se

dimensionar e quantificar o nivel de danos dessa praga em sementes de feijao-caupi.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos Botanicos

A espécie V. unguiculata (L.) Walp. (feijao-caupi, feijdo-de-corda, feijao-macassar
e feijdo-fradinho) é de origem africana (FILGUEIRA, 2008) e foi introduzida no Brasil
pelos colonizadores portugueses e espanhdis, provavelmente no Estado da Bahia, a
julgar pela grande variedade de tipos de planta e usos culinarios, tais como o acarajé e
o0 abar4, pratos de origem africana (ARAUJO, 1984).

O feijao-caupi € uma Dicotyledonea, que pertence a ordem Fabales, familia
Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo Phaseolinea, género
Vigna, subgénero Vigna, seccdo Catiang, espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e
subesp. unguiculata (PADULOSI; NG, 1997; FREIRE FILHO et al., 2005).

O sistema radicular é formado por uma raiz principal, pivotante, com ramificacdes
laterais, que pode atingir mais de 2 m de profundidade — razao da notavel resisténcia a
seca (ARAUJO, 1984; FILGUEIRA, 2008).

O caule é caracterizado pela haste principal, do qual se originam os ramos. O
tipo de crescimento da haste principal, determinado, caracteriza o porte da planta. No
primeiro caso, a planta produz um numero limitado de nds, na haste principal, e deixa
de crescer apos a emissdo das gemas florais. No segundo caso, a haste principal
continua crescendo, emitindo novos ramos e gemas florais (ARAUJO, 1984).

O primeiro par de folhas, acima dos cotilédones, é séssil, simples e oposto,
exibindo consideravel variacdo de forma e tamanho. As folhas secundéarias séao
trifoliadas e surgem alternadamente. O foliolo terminal é frequentemente mais comprido
e de maior area do que os foliolos assimétricos laterais. A forma do foliolo varia de
linear-lanceolada a ovalada (ARAUJO, 1984).

As inflorescéncias sao formadas a partir de um eixo central, que consiste de um
racemo modificado, com seis a oito pares de gemas florais. Os pares de gemas florais
sao dispostos alternadamente, em um sucessdo acropetal, em um eixo intumescido
denominado almofada. As flores sdo perfeitas, zigomorfas e estdo distribuidas aos

pares, no racemo, na extremidade do pedunculo, o qual se desenvolve a partir da axila
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da folha. O célice € pentadmero, persistente e gamossépalo, podendo variar de
completamente verde a completamente roxo. A corola é pentamera e dialipétala. A
maior pétala € denominada estandarte e esta localizada na parte posterior da flor.
Durante a antese, 0 estandarte é a Unica pétala que se abre completamente. As outras
quatro permanecem na mesma posSiCA0 que ocupavam anteriormente na gema. As
duas pétalas laterais denominadas asas cobrem as pétalas inferiores. O estandarte e as
asas podem variar de cor, de completamente branca a completamente roxa. As duas
pétalas inferiores sdo fundidas e formam a quilha, que é reta e de coloracdo branca,
independente da cor das outras pétalas. O androceu apresenta-se incluso em relagdo a
corola. E composto de dez estames, sendo um livre e nove unidos (diadelfos). A antera
€ basefixa, livre, com deiscéncia longitudinal. O gineceu apresenta o ovario multilocular.
O estilete é piloso do lado interno, e o estigma € obliguo (ROCHA et al., 2001; FREIRE
FILHO et al., 2005).

A morfologia floral do feijdo-caupi indica que a espécie é bastante evoluida, pois,
embora sendo amplamente autopolinizada, mantém a capacidade para a polinizacao
cruzada (LADEINDE, 1974; FREIRE FILHO et al., 2005).

As vagens variam quanto a forma, cor, tamanho e nimero de sementes. As
sementes distribuem-se linearmente ao longo da vagem. Em média, medem de 2 a 12
mm de comprimento e pesam de 5 a 30 g por 100 sementes. O tegumento pode ser liso
ou rugoso (ARAUJO, 1984).

A cultura prospera em clima quente e suporta temperaturas elevadas no ar e no
solo, sendo intolerante ao frio e a geada. A planta encontra condi¢des ideais de
desenvolvimento sob umidade muito baixa, no solo e no ar, sendo a cultura oleracea
mais resistente a seca. Além disso, ndo tolera excesso de umidade. Por conseguinte, a
cultura apresenta notavel rusticidade e adaptacdo a ambientes quentes e secos.

No centro sul, o frio pode se tornar o fator limitante a cultura do feijao-caupi,
razao pela qual a implantacdo dos cultivos, sem o uso de irrigacdo, coincide com o
inicio da primavera (FILGUEIRA, 2008).
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2.2 Aspectos socioecondmicos

O género Vigna alberga varias espécies que sdo de grande importancia
sécioeconbmica em muitos paises em desenvolvimento. As espécies V. unguiculata (L.)
Walp., V. radiata (L.) e V. mungo (L.) Hepper s&o fundamentais na alimentacdo para
milhdes de pessoas em varios paises (HOWARD et al., 2006).

A producdo mundial das diferentes espécies de Vigna, provavelmente, alcance
20 milhdes de hectares e praticamente toda essa superficie cultivada esteja em paises
em desenvolvimento (FERY, 2002c).

O feijdo-caupi € uma das fabaceaes mais adaptadas, versateis e nutritivas entre
as espécies cultivadas. A cultura ocupa em torno de 11 milhdes de hectares,
disseminadas nas regides tropicais e subtropicais da Africa, da Asia e das Américas
(SINGH et al., 2002).

E uma das culturas mais antigas conhecidas pelo homem. Possui uma ampla
adaptacdo e variabilidade, sendo cultivado em todo o mundo principalmente para
consumo dos grdos secos. E também usado como hortalica tendo como 6rgdos
consumidos as folhas e vagens verdes e graos frescos ou secos. Ademais, o feijao-
caupi € usado como cobertura vegetal, adubacdo verde e forrageira. E conhecido
internacionalmente como cowpea, southernpea, lubia, niebe, coupe ou frijole. A maior
producdo esta na Africa, com a Nigéria e o Niger destacando-se como lideres de
producdo em escala mundial. No Brasil, Haiti, india, Myanmar, Sri Lanka, Austrélia,
Estados Unidos, Bésnia e Herzegovina a producdo é também significativa (EHLERS,;
HALL, 1997; HOWARD et al., 2006; THOMAS JEFFERSON AGRICULTURAL
INSTITUTE, 2008).

Destaca-se como uma das mais importantes fontes de proteinas para milhares
de pessoas em varios paises, principalmente na Africa, india e em paises da América
Tropical. No Brasil, o feijao-caupi tem destaque nas regides Norte e Nordeste, sendo a
principal cultura de subsisténcia da agricultura familiar no sertdo semi-arido (SILVA,
2005; FREIRE FILHO et al., 2005). E considerada uma cultura de subsisténcia por
causa de sua rusticidade e resisténcia a seca (FREIRE FILHO et al., 2005). Atualmente,
estd se expandindo para a regido Centro-Oeste, em grandes areas de -cultivo
inteiramente mecanizado (FREIRE FILHO et al., 2009).
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A producédo nacional do feijdo, no periodo de 1990 a 2003, foi em média de 3,3
milhdes de toneladas, sendo 22% (743 mil toneladas) de feijao-caupi e 78% (2,6
milhdes de toneladas) de feijao-comum (Phaseolus vulgaris L.). A produgéo total ainda
apresenta grandes variacdes de producédo entre os anos, sendo a do feijdo-caupi a mais
estavel (FERREIRA et al., 2006). Em 2002, no Brasil, o feijdo-comum e o feijao-caupi
ocuparam a quarta maior area colhida, precedidos pela soja, milho e cana-de-acucar,
mas suplantando importantes culturas, como arroz, café, trigo e mandioca (BOREM;
CARNEIRO, 2006).

O feijdo-caupi pode ser cultivado em monocultivo ou em consorcio com milho,
mandioca, arroz, cana-de-acUcar, palma forrageira, café, cajueiro, seringueira, pimenta-
do-reino (ARAUJO, 1984), algoddo (AZEVEDO et al., 2000) e outras culturas. Na
Paraiba, o feijdo-caupi é cultivado predominantemente sob regime de sequeiro, onde a
irregularidade de chuvas e altas temperaturas tém contribuido consideravelmente para
o déficit hidrico e consequente reducédo na produtividade (NASCIMENTO et al., 2004).
Essa realidade pode ser estendida a todo o nordeste brasileiro.

Segundo Oliveira et al. (2004), em Areia, PB, um dos problemas associados a
baixa produtividade, pode estar relacionado ao fato de que geralmente sao utilizadas as
mesmas cultivares tanto para a producao de graos verdes, quanto para graos secos.

No estado de S&o Paulo, o cultivo de feijao-caupi restringe-se a zona de
Sorocaba onde 0 municipio da Capela do Alto € o principal produtor. Essa producao é
destinada ao abastecimento de restaurantes de comida tipica nordestina, capital e de
outros centros (MELO, informacao verbal)®.

No Mato Grosso a producdo de feijdo-caupi no sistema mecanizado,
possivelmente vai dobrar na safra 2010/2011, sendo plantado apés a colheita da soja, a
partir de janeiro. A estimativa é de que a producdo varie entre 3 a 4 milhdes de
toneladas, 100% a mais do que foi produzido este ano, que prevé uma producao entre
1,5 a 2 milhdes de toneladas. Tal incremento € uma resposta dos produtores a
demanda do mercado, visto que além do Nordeste e Norte, tradicionais consumidores

da espécie, os paises orientais estdo importando o grédo do Estado. A grande procura

1MELO, P.C.T. USP/Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz. Departamento de Producédo
Vegetal.
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tem influenciado nos prec¢os atuais. O saco de 50 kg, que no inicio da safra, em maio,
custava oitenta reais, esta sendo vendido entre R$ 110,00 e R$ 160,00 de acordo com
a qualidade do gréo (Agrolink, 2010).

Em 100 gramas de feijdo-caupi in natura sdo encontrados 12,7% de umidade,
339 kcal, 1419 kj, 20,2 g de proteina, 2,4 g de lipideos, NA de colesterol, 61,2 g de
carboidrato, 23,6 g de fibra alimentar, 3,5 g de cinzas, 78 mg de célcio, 178 mg de
magneésio, 1,43 mg de manganés, 355 mg de fosforo, 5,1 mg de ferro, 10 mg de sédio,
1083 mg de potéassio, 0,70 mg de cobre, 3,9 mg de zinco, NA de Retinol, 0,14 mg de
tiamina, 0,03 mg de riboflavina, 0,26 mg de piridoxina, tragcos de niacina, tracos de
vitamina C (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS, 2006).

2.3 Caracterizacdo morfo-agronémica

Uma das fases mais importantes em programas de melhoramento genético é a
selecdo de gendtipos com caracteristicas desejadas tornando o conhecimento do
germoplasma disponivel, essencial (BLANK et al., 2004).

Através da caracterizacdo morfologica, obtém-se uma identidade para cada
entrada através do conhecimento de uma série de dados que permitam estudar a
variabilidade genética de cada amostra (DAROS et al., 2002). Por meio de uma
caracterizacdo morfolégica de alta precisdo, € possivel identificar quais materiais
possuem as caracteristicas desejadas a serem trabalhadas em programas de
melhoramento genético de plantas, ou atender a uma demanda existente do mercado.

Para promover seu uso, 0s acessos conservados em Bancos de Germoplasma
devem ser bem caracterizados, sem lacunas quanto a efetiva documentacdo e
informacdo sobre sua origem, caracteristicas e potencial de uso (VILELA-MORALES;
VALOIS, 2000). Um descritor confiavel devera permitir a distincdo entre acessos
diferentes de uma mesma cultura, deve ser praticavel, util e deve evitar redundancia.
Além disso, deve ser ambientalmente estavel, mono ou oligogénico e de facil
manipulacéo pelo melhorista (CHAPMAN, 1989).

O desenvolvimento de novas cultivares € um processo de longo prazo e caro.
Para manté-lo em funcionamento as instituicbes de pesquisas tém buscado recursos

nos regulamentos de protecdo varietal vigentes, que lhes da direitos sobre a
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comercializacdo das cultivares protegidas (MAGALHAES, 2006). No Brasil, a protecéo
de cultivares esta amparada na lei de n° 9.456, de 1997, que instituiu o reconhecimento
da propriedade intelectual e os direitos ao titular de materiais genéticos protegidos
(BRASIL, 1997; BRASIL, 2008). A cultivar sera aqui definida como um grupo de plantas
com caracteristicas distintas, uniformes e estaveis. Uma cultivar deve apresentar sua
propria identidade, o que a distinguird das demais. Os descritores varietais que
conferem identidade a cultivar séo: ciclo, cor das sementes, caracteres morfoldgicos,
reacdo a doencas, producédo de graos e padrdes isoenzimaticos ou de acidos nucléicos.
A estabilidade da cultivar é importante para a sua identificacdo, geracdo apds geracdo
(BOREM, 2005).

Com a instituicdo da Lei de Protecdo de Cultivares (BRASIL, 2008) os descritores
minimos requeridos para que uma cultivar seja protegida baseiam-se em caracteristicas
morfolégicas de plantulas, plantas e sementes.

Os descritores morfolégicos para feijdo-caupi desenvolvidos por Bettencourt
(2007) serviram de referéncia para a elaboracédo dos descritores oficiais dessa espécie
adotados para o registro de cultivares no SNPC/MAPA (BRASIL, 2008).

A tendéncia atual do melhoramento genético é a utilizacdo e a integracdo das
metodologias de melhoramento cldssico com as modernas técnicas biotecnologicas
(LEITE E ANTHONISEN, 2009), podendo-se fazer a caracterizagdo atraves da
descricdo e registro de caracteristicas morfologicas, citogenéticas, bioquimicas e, ou
moleculares do individuo (VALOIS et al., 1996).

2.4 Caracterizacdo molecular

Os efeitos ambientais podem influenciar na expressédo dos caracteres, alterando
a sua eficicia. Por essa razdo, marcadores moleculares podem ser aplicados para
auxiliar na caracterizacdo de acessos mantidos em bancos de germoplasma. Por
produzirem informacgdes ao nivel de DNA, os marcadores moleculares revelam o
polimorfismo de um gene expresso ou de um segmento especifico do DNA, eliminando
possiveis interferéncias ambientais (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Os marcadores moleculares de DNA tém sido recomendados como ferramentas

mais seguras na caracterizacdo de espécies de plantas. Segundo Acquaah et al.
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(1994), para a obtencdo de marcadores moleculares em culturas autbgamas como o
feijdo devem ser utilizadas técnicas que analisam diretamente a molécula de DNA, pois
o polimorfismo € mais elevado.

O marcador molecular é definido como qualquer fenotipo molecular oriundo de
um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo Milach (1998), marcadores moleculares s&o
caracteristicas de DNA que diferenciam dois ou mais individuos e sao herdados
geneticamente. A escolha de um marcador molecular depende principalmente de sua
reprodutibilidade e simplicidade. Os melhores marcadores para estudos de
mapeamento, caracterizacdo molecular ou estudos filogenéticos devem ter baixo custo
e serem menos laboriosos. Alternativamente, o uso de marcadores genéticos baseados
na identificacéo de polimorfismo de DNA, podera ser utilizado pelo melhorista para criar
um padrao genético (Fingerprinting) préprio de cada cultivar (STAUB et al.; 1996) pois
ndo depende da idade da planta, do ambiente, estado sanitario e clima.

A caracterizacdo de variedades, linhagens ou hibridos por meio de marcadores
de DNA tem sido de grande importancia na protecdo do direito intelectual do melhorista,
sendo utilizada como prova legal em processos juridicos nos paises em que ja vigoram
as leis de protecao de cultivares. O elevado nivel de resolugédo genética e confiabilidade
obtida por meio da analise com marcadores moleculares possibilitam a discriminacao
entre linhagens ou variedades com base genética estreita, 0 que € comum entre
variedades comerciais (BOREM, 2005).

2.5 Marcador RAPD

O uso de marcadores RAPD na andlise genética tem tido uma difusdo muito
rapida e muito util em estudos de diversidade genética em varias espécies de feijao
(VIEIRA et al., 2001)

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), desenvolvida por
Williams et al. (1990), € considerada uma metodologia de facil aplicagdo em relagédo as
outras técnicas moleculares, como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism),
SSR (Simple Sequence Repeats) e AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism),

permitindo a obtencdo de polimorfismo genético a partir de pequena quantidade de
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DNA e produzindo mais polimorfismo em relagdo aos marcadores morfo-fenologicos e
izoenzimaticos (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — Polimorfismo de DNA amplificado
ao acaso), onde é usado um unico primer, mais curto, normalmente com dez
nucleotideos, e de sequéncia arbitraria, para realizar a amplificagdo. Esta estratégia
elimina a necessidade do conhecimento prévio dos fragmentos a serem amplificados. A
deteccado dos produtos de amplificacao é feita, normalmente, em gel de agarose corado
com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta (MILACH, 1998; BOREM:;
CAIXETA, 2006).

A técnica de RAPD utiliza primers de sequéncia arbitraria para a amplificacdo do
DNA, e tendo como vantagens menor custo, numero de etapas e tempo para se obter
os resultados, sendo de facil implementacdo nos programas de melhoramento genético
de plantas (MILACH, 1998). As principais desvantagens referem-se a dominancia dos
marcadores, ndo diferenciando os locos em heterozigose dos locos em homozigose e a
baixa reprodutibilidade das marcas por causa da sensibilidade da técnica as condicfes
experimentas, principalmente, quando elas ndo estdo bem padronizados (FALEIRO et
al., 2004).

Para diminuir os problemas de reprodutibilidade do marcador RAPD, primers
especificos (15 a 30 pb) podem ser desenhados a partir do seqienciamento de
determinado marcador RAPD ligado a uma caracteristica de interesse do geneticista, de
modo a produzir marcadores SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)
(PARAN; MICHELMORE, 1993; FALEIRO, 2007).

2.6 Marcador ISSR

O marcador ISSR (Inter simple sequence repeats) ou polimorfismo entre
microsatélites sdo baseados na amplificacdo por PCR de segmento de DNA entre dois
microsatélites (SINNETT et al.,, 1990; ZIETKIEWICZ et al., 1992). Neste marcador
ocorre amplificagcdo simultdnea de multiplos loci genémicos resultando em muitas
bandas constantes e variantes (SINNETT et al., 1990).

As sequéncias internas simples repetidas (ISSR) constituem uma nova classe de

marcadores que vém sendo bastante utilizada nesses estudos (BORNET;
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BRANCHARD, 2001). A ISSR-PCR é uma técnica simples, rdpida, eficiente e possui
alta reprodutibilidade. Os produtos amplificados variam de 200-2000 pb e s&@o sensiveis
para deteccado tanto por eletroforese em gel de agarose como em gel de poliacrilamida.
Essa técnica envolve sequéncias de microssatélites como oligonucleotideos iniciadores
em reacdo de PCR para gerar marcadores multialélicos (REDDY et al., 2002).

A técnica usa microssatélites de 16 a 25 pb como um oligonucleotideo iniciador
unico. Esses oligonucleoideos podem anelar em qualquer ponto ou ser ancorados com
oligonucleotideos degenerados que anelam em pontos especificos. O ancoramento dos
oligonucleotideos podem ser na regido 5’ ou 3’, com 1 a 4 bases degeneradas da regido
flanqueada pelas sequéncias SSR. Os marcadores ISSR apresentam alta
reprodutibilidade devido ao uso de sequéncias longas (16-25 pb) quando comparadas
ao RAPD e permite o uso de altas temperaturas de anelamento mostrando alta
estrigéncia (REDDY et al., 2002).

O método fornece resultados altamente reprodutiveis e gera abundante
polimorfismo em muitos sistemas. A maioria das aplicacdes tem usado eletroforese no
gel de agarose com deteccdo por brometo de etidio ou eletroforese no gel de
poliacrilamida (LIU; WENDEL, 2001)

O “DNA fingerprinting” € uma importante ferramenta para caracterizagdo de
germoplasma, hibridos e estabelecimento da identidade de variedades/hibridos e fontes
de genitores no melhoramento de plantas e no manejo de germoplasma. Primers de
ISSR tém sido usados para caracterizacdo e manutencdo de germoplasma de cacau
(CHARTERS; WILKINSON, 2000), para distinguir entre varias cultivares de crisantemo
(Wolff et al., 1995), e também para distinguir plantas derivadas de microsporos
daquelas oriundas de tecidos somaticos em cultura de anteras em linho no estagio de
plantulas (CHEN et al., 1998).

2.7 Processamento Minimo de Hortalicas

Na busca por um estilo de vida saudavel, as pessoas estdo mudando seus
hébitos alimentares, acrescentando, ao seu dia a dia, o0 consumo de hortalicas e frutas
de diferentes espécies e com propriedades nutricionais complementares. Além disso, o0

ritmo de vida atual obriga a se destinar cada vez menos tempo as atividades de preparo
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das refei¢cbes. Assim sendo, 0 processamento minimo de vegetais surge como uma
resposta tecnolégica a essa nova necessidade de um setor da sociedade (AGUILA et
al., 2007).

A técnica de processamento minimo é empregada em diversas culturas
oleradceas como brocolis (BARTH et al., 1993); repolho (CANTWELL, 1995); morango
(LOPEZ-SERRANO; ROS-BARCELO, 1995); berinjela (KLUGE et al., 1999); cenoura
(BARRY-RYAN; O’BEIRNE, 2000); meldo (JACOMINO et al., 2002); batata (CANTOS
et al., 2002); tomate (MORETT!I et al., 2002); couve-flor (HODGES et al., 2006) e alface
(DEGL’INNOCENT!I et al., 2007). Essa técnica objetiva disponibilizar produtos frescos,
limpos, convenientes, preparados e adequados para 0 consumo em menor tempo
(CANTWELL; SUSLOW, 2002).

Apesar da possibilidade de processamento minimo, o feijdo-caupi minimamente
processado ndo € encontrado em larga escala no mercado brasileiro. Isso se deve,
aparentemente, a falta de cultivares com caracteristicas especificas para essa
finalidade, pouca durabilidade do produto e uso inadequado das técnicas de
minimamente processado. Dessa forma, ha um nicho de mercado, que pode ser
explorado tanto por pequenos quanto por grandes produtores. E, dessa forma, pode-se
atrair mais investimentos para o setor e geracado de empregos.

A fisiologia dos produtos horticolas minimamente processados €,
essencialmente, a fisiologia de tecidos vegetais que sofrem injarias. As operacdes de
descascamento, corte e centrifugacdo, normalmente utilizadas durante o
processamento minimo, provocam uma série de injurias nos tecidos. Assim, 0
comportamento desses produtos é semelhante ao que ocorre em tecidos de plantas
submetidas as condi¢gbes de estresse (BRECHT, 1995; WATADA,; QI, 1999; KLUGE et
al., 2006). Dessa forma, produtos minimamente processados precisam ser

armazenados em embalagens adequadas e temperaturas baixas.
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2.8 Raios X em sementes

O teste de raios X € um método ndo destrutivo usado para analise das
caracteristicas internas das sementes, que compreendem a anatomia e os defeitos
internos, além de mudancas morfolégicas que ocorrem durante a maturacdo e a
germinacao (ISTA, 1991; CICERO et al., 1998).

Quando uma semente € exposta aos raios X, a radiacao absorvida pelos tecidos
depende ndo s6 da espessura, densidade e composicao destes tecidos, mas também
do comprimento de onda da radiacdo (BINO et al., 1993). Nas radiografias, as areas
mais escuras sao aquelas em que a radiagéo atravessou com mais facilidade e as mais
claras, partes mais densas (SIMAK, 1991).

O teste é executado com sementes coletadas aleatoriamente da fracdo de
semente pura para o teste de germinacdo. As sementes sédo colocadas entre uma fonte
de baixa energia de raios X e o filme fotosensitivo. A emulsdo fotograficamente
sensitiva é excitada diferentemente dependendo da quantidade de reac&o que recebeu
e, assim uma imagem latente é criada. Quando um filme € processado, uma imagem
visivel de varios graus de sombra e luz é formada (CARVALHO; OLIVEIRA, 2006).

As imagens podem apresenta maior ou menor grau de radiopacidade (claras) e
radioluminescéncia (escuras) em funcdo do nivel de absor¢cdo dos raios X pelas
sementes, determinado pela composicdo, espessura e densidade do tecido e
comprimento de onda da radiacdo ionizante. Assim, regides mais densas, as quais nao
atravessam, formam imagens claras no filme, e regides menos densas, imagens
escuras (ISTA, 1999).

Os raios X em baixa dose ndo afetam a germinacéo, ndo requerem tratamento
prévio das sementes para serem aplicados e apresentam as vantagens de ser um
método ndo destrutivo, rapido e de simples execucdo. As radiografias sédo facilmente
conservadas, reproduzidas e examinadas a qualquer momento. Sua aplicacao tem sido
utilizada com sucesso, relacionando a anatomia das sementes com a germinagao e
morfologia das plantulas, em diversas espécies (CARVALHO et al., 1999).

O teste de raios X é util quando realizado durante os varios processos a que as
sementes sdo submetidas como, por exemplo, no beneficiamento, quando podem ser

fisicamente alteradas e os danos nao serem visiveis ao olho humano. A existéncia de
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sementes infestadas por insetos €, também, detectada na radiografia, 0 que pode evitar
a transferéncia dessas sementes de uma regido para a outra (OLIVEIRA et al., 2004).
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3 CABACTERIZAQAO MORFO-AGRONOMICA E MOLECULAR DE GENOTIPOS DE
FEIJAO-CAUPI

Resumo

A tendéncia atual do melhoramento genético € a utilizacdo e a integracdo das
metodologias tradicionais com as modernas técnicas biotecnologicas. Nesse contexto,
esse trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar morfo-agronémica e
molecularmente cinco gendtipos de feijdo-caupi. O experimento de caracterizacao
morfo-agrondmica foi conduzido no IAC em condicbes de ambiente protegido. Os
genotipos analisados na caracterizagdo morfo-agrondmica foram: IPA-206, BRS-
PAJEU, BRS-POTENGI, L 281.005 e L ESP 10. O delineamento experimental foi blocos
casualizados, com quatro repeticdes. As parcelas experimentais foram compostas por
uma linha com oito plantas, espacadas 1,00 x 1,50 m. O experimento de caracterizagéo
molecular foi realizado no IPA e na UFPE. Foram utilizados os mesmos genétipos da
caracterizacdo morfo-agronémica. Na caracterizacdo molecular utilizou-se 26 primers
de RAPD e 37 primers de ISSR. Destes, 6 primers de RAPD e 7 primers de ISSR
produziram fragmentos claros e consistentes. Com os dados obtidos, foram construidos
trés dendrogramas, baseados em marcadores moleculares RAPD, ISSR e
RAPD+ISSR. Portanto, na caracterizacdo morfo-agronémica, as caracteristicas que
apresentaram maior poder discriminante para os cinco genoétipos avaliados, foram: cor
das folhas; comprimento e largura do foliolo apical; vigor da planta; nimero de dias a
floracdo, cor das flores; numero de dias a maturacdo da primeira vagem, e ainda, o
comprimento, a largura e o numero de léculos por vagem, como também o nimero de
vagens por plantas; e na semente, massa de 100 sementes, comprimento, largura e
espessura. Como também, a caracterizacdo molecular demonstrou a utilidade do
método, ndo sé avaliar o conjunto da diversidade no germoplasma, mas também para
permitir aglomeracao potencial dos genotipos com base nas suas afinidades entre si em
caracteristicas de desempenho agrondémico.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp; RAPD; ISSR; Similaridade
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Abstract

The recent genetic improvement is based on the use of the traditional technology
as well as the modern biotechnology techniques. According to this trend, this work aims
to characterize, morpho-agronomic and molecularly, five genotypes of cowpea beans.
The experiment of morpho-agronomic characterization was carried out in IAC in a
controlled environment. The genotypes used in this characterization were IPA — 206,
BRS-PAJEU, BRS-POTENGI, L 281.005 and L ESP 10. The experimental design was
taken using completely randomized blocks, with four replications. The experimental
plots were formed by one line with 8 plants, in a space of 1.0 x 1.5m. The experiment of
molecular characterization was carried out in IPA and UFPE. It was used the same
genotypes of the morpho-agronomic characterization. For the molecular
characterization, it was used 26 primers of RAPD and 37 primers of ISSR; 6 primers of
RAPD and 7 primers of ISSR produced light and consistent fragments. It was drew
three dendograms from the data collected, based on molecular markers RAPD, ISSR
and RAPD+ISSR. In the morpho-agronomic characterization, the characteristics which
presented the highest discriminating power were: the color of the leaves, the lenght and
width of the leaflet apical, the vigor of the plant, the number of the days for flowering,
the color of the flowers, the number of the days for the riping of the first beans and the
number of the beans for each plant. In the seed, mass of 100 seeds, it was evaluated
lenght, width and thickness. The molecular characterization showed the efficience of the
method not only to evaluate all the diversity conditions in the germoplasm but also to
allow the potential agglomaration of the genotypes based on their similarities for their
characteristics regarding to the agronomic behavior.

Keywords: Vigna unguiculata (L.); Walp; RAPD; ISSR; Similarity
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3.1 Introducéao

O género Vigna alberga varias espécies que sdo de grande importancia
econdmica em muitos paises em desenvolvimento. As espécies Vigna unguiculata (L.)
Walp, V. radiata (L.) e V. mungo (L.) Hepper séo fundamentais na alimentacdo para
milnbes de pessoas em varios paises. Também sdo valorizados como forrageira,
cobertura vegetal e adubacdo verde em muitas partes do mundo (HOWARD et al.,
2006).

A producdo mundial das diferentes espécies de Vigna, provavelmente, alcance
20 milhdes de ha, e praticamente toda essa superficie cultivada esteja em paises em
desenvolvimento (FERY, 2002). Sé o feijao-caupi, V. unguiculata, ocupa 11 milhdes de
ha nas regides tropicais e subtropicais da Africa, da Asia e das Américas (SINGH et al.,
2002). No Brasil, a cultura é muito importante nas regides Norte e Nordeste e,
atualmente, esta se expandindo para a Regido Centro-Oeste (FREIRE FILHO et al.,
2009), podendo ser encontrado tanto as vagens in natura quanto o grao verde ou seco.

Possui ampla variabilidade genética, sendo usado para varias finalidades
e em diferentes sistemas de producao (FREIRE FILHO et al., 2005).

A caracterizacdo de cultivares constitui uma das principais etapas dos trabalhos
com germoplasma, que permite indicar aspectos de uso imediato dos agricultores, bem
como identificar acessos que apresentem caracteristicas interessantes para o
melhoramento (FONSECA et al., 1994). Os caracteres estudados na caracterizacao
podem ser morfologicos, fisioldgicos, citoldgicos, bioquimicos ou moleculares. A maioria
desses dados pode ser obtida através de descritores, 0s quais constituem um atributo
ou carater observado nos acessos de um banco de germoplasma e que pode ser
identificavel e mensuravel (HOWES, 1981).

Um bom descritor devera permitir a distincdo entre os acessos diferentes de uma
mesma cultura, deve ser praticavel, util e deve evitar redundancia, ser ambientalmente
estavel, mono ou oligogénico e de facil manipulagdo pelo melhorista (CHAPMAN,
1989). A caracterizacdo morfoldgica é um processo que por meio da utilizacdo de uma
lista descritiva, trata de prover maiores informacdes sobre o gendtipo avaliado,
dispondo-o de forma mais efetiva para a utilizacdo (RAMOS et al., 1999; NEITZE et al.,

2009). Ja o marcador molecular é definido como qualquer fenétipo molecular oriundo de
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um gene expresso ou de um segmento especifico de DNA (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998), ou seja, marcadores moleculares sao caracteristicas de DNA
gue diferenciam dois ou mais individuos e sdo herdados geneticamente (MILACH,
1998).

A escolha de um marcador molecular depende principalmente de sua
reprodutibilidade e simplicidade. Os melhores marcadores para estudos de
mapeamento, caracterizacdo molecular ou estudos filogenéticos devem ter baixo custo
e serem menos laboriosos. Alternativamente, o uso de marcadores genéticos baseados
na identificacdo de polimorfismo de DNA, podera ser utilizado pelo melhorista para criar
um padréao genético (Fingerprinting) préprio de cada cultivar (STAUB et al.; 1996), pois
nao depende da idade da planta, do ambiente, estado sanitario e clima.

A técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) utiliza primers de
sequéncia arbitraria para a amplificacdo do DNA, e tem como vantagens menor custo,
namero de etapas e tempo para se obter os resultados, sendo de facil implementacéo
nos programas de melhoramento genético de plantas (MILACH, 1998).

O marcador ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) ou polimorfismo entre
microsatélites sdo baseados na amplificacdo por PCR de segmento de DNA entre dois
microsatélites (SINNETT et al., 1990; ZIETKIEWICZ et al., 1992). Neste marcador
ocorre amplificagcdo simultanea de mudltiplos loci genbmicos resultando em muitas
bandas constantes e variantes (SINNETT et al., 1990).

A ISSR-PCR ¢é uma técnica simples, rapida, eficiente e possui alta
reprodutibilidade. Os produtos amplificados variam de 200-2000 pb e sdo sensiveis
para deteccéo tanto por eletroforese em gel de agarose como em gel de poliacrilamida.
Essa técnica envolve sequéncias de microssatélites como oligonucleotideos iniciadores
em reagdo de PCR para gerar marcadores multialélicos. Essa técnica combina as
vantagens dos microssatélites e AFLP mais a universalidade dos marcadores RAPD.
Séo altamente polimorficos e uteis no estudo de diversidade genética, filogenia,
caracterizacao molecular, mapeamento e biologia evolutiva (REDDY et al., 2002).

A tendéncia atual do melhoramento genético € a utilizacdo e a integracdo das

metodologias tradicionais com as modernas técnicas biotecnoldgicas (LEITE;
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ANTHONISEN, 2009). Nesse contexto, esse trabalho foi realizado com o objetivo de

caracterizar morfo-agronémica e molecularmente cinco genotipos de feijao-caupi.

3.2 Material e Métodos

Caracterizacdo Morfolégica

O experimento foi conduzido entre agosto a dezembro de 2009, em condic¢des de
ambiente protegido, no Centro de Horticultura do Instituto Agrondémico (IAC), em
Campinas, SP, situado entre 22°54’20” S e 47°05’'34” W, a 674 m de altitude.

Os gendtipos de feijao-caupi avaliados foram trés cultivares, IPA-206 (IPA), BRS-
PAJEU, BRS-POTENGI (EMBRAPA) e duas linhagens, L 281.005 (IPA) e L ESP 10
(UFRPE/IPA), respectivamente, (Tabela 1). O delineamento experimental foi blocos
casualizados, com quatro repeticdes. As parcelas experimentais foram compostas por
uma linha com oito plantas, espacadas 1,00 x 1,50 m, ficando uma planta por cova,
apos o desbaste, sendo as mesmas tutoradas por bambu. A fertilidade do solo foi
corrigida de acordo com andlise, seguindo-se a recomendacdo de adubacdo para o
Estado de S&o Paulo (TRANI; RAIJ, 1996). As irrigacbes foram feitas através do

sistema de irrigagédo por gotejamento uma vez ao dia.

Tabela 1 - Genotipos de feijdo-caupi. IAC, Campinas, SP, 2009

Genotipos  Origem / Ano Instituicdo ~ Método de Classe Subclasse  Regido de
Progenitores Melhoramento Comercial Comercial Adaptacao
IPA-206 CNC  x149- 1989 IPA Genealdgico Cores Mulato PE
1G
L 281.005 CNC x11-9D - IPA Genealdgico Cores Mulato PE
X VITA3
BRS- TE97-304G- 2009 Embrapa Descendéncia Cores Mulato RR,MA, PI,
PAJEU 12 Meio-Norte  de uma Unica PE, AL, SE,
vagem MT, MS
BRS- MNC99- 2009 Embrapa Descendéncia Branco Branco RD, RR,
POTENGI 542F-5 Meio-Norte de uma Unica AM, MA,
vagem Pl, RN, PE,
MT, MS
L ESP-10 Olinda 8 x - UFRPE, Genealdgico Cores Verde PE
Better Green IPA

e Fizer Green

Fonte: BR-IPA (1990); MIRANDA et al. (2009), BRASIL..., (2008).
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Durante a conducdo do experimento foram avaliados caracteres fenoldgicos,
morfologicos e agrondémicos. As caracteristicas das plantas foram analisadas de acordo
com os descritores desenvolvidos por Bettencourt (2007) para feijdo-caupi presentes na
Tabela 2 e Figura 1, com modificacdes na forma de apresentacéao.

As caracteristicas analisadas foram: habito de crescimento, pilosidade, cor das
folhas. Para essa Ultima caracteristica foi utilizado um colorimetro, marca Minolta,
modelo CR-300, sendo realizado dez leituras por parcela, com os resultados expressos
em L, a* e b*, de acordo com a metodologia utilizada por Melo et al., 2009. Foi
determinado o comprimento e a largura do foliolo com auxilio de uma régua graduada
em centimetros. Foi avaliada a textura da folha e o vigor da planta. O vigor foi
determinado através do mensuramento da largura e da altura da planta com uma trena,
expressando os valores em centimetros. Na inflorescéncia, determinou-se o nimero de
dias a floracdo e a coloracdo das flores, sendo essa Ultima caracteristica avaliada
visualmente. Para o fruto, observou-se o0 numero de dias a maturacdo da primeira
vagem e fixacdo da vagem ao pedunculo. Ainda para o fruto, foram mensurados o
comprimento e a largura da vagem com uma régua graduada em centimetros, como
também, foram contados o numero de l6culos por vagem e o nimero de vagens por
planta. Para a andlise estatistica de nimero de vagens por planta, os dados foram
transformados para raiz de (x + 0,5). Para sementes, avaliou-se a massa de 100
sementes com 12 % de umidade em uma balanca analitica, expressando os valores em
gramas. E para finalizar a avaliacdo dos descritores, foram medidos o comprimento, a
largura e a espessura da semente com um paquimetro digital, marca Mitutoyo, modelo

150 mm, expressando os valores em mm.



Tabela 2 - Descritores de feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] (adaptada

de BETTENCOURT, 2007)

Estrutura Caracteristica Epoca de avaliagio Variantes Nota
1 Fase Habito de crescimento’ 62 semana depois da Determinado 1
vegetativa semeio Indeterminado 2
2 Pilosidade® 62 semana depois da Glabro 3
semeio Pelos curtos 5
comprimidos
Pubescente a 7
hirsuto
3 Cor das folhas® 62 semana depois da Verde claro 3
semeio Verde 5
intermediario
Verde escuro 7
4 Comprimento do foliolo 62 semana depois da
apical’cm semeio
5 Largura do foliolo 62 semana depois da
apical’ cm semeio
6 Textura da folha® 62 semana depois da Coridcea 1
semeio Intermediaria 2
Membranosa 3
7 Vigor da planta” Largura e altura da N&o vigoroso 3
planta; 3-4 semanas Intermediario 5
depois do semeio Vigoroso 7
Muito vigoroso 9
8 Inflorescéncia  Numero de dias a N° dias desde o semeio
floracso® até estadio de 50%
plantas/floracéo
9 Cor das flores” Branca 1
Violeta 2
Lilas-cor de rosa 3
Outra 4
10 Fruto N° dias a maturagdo da N°  dias desde a
primeira vagem" sementeira até ao estadio
50% com vagens maturas
11 Fixacdo da vagem ao Vagens estejam Pendente 3
pedl]nculo2 completamente Angulo de 30-90° 5
desenvolvidas Ereto 7
12 Comprimento da 10 vagens maturas mais
vagem1 cm longas de 10 plantas
selecionadas ao acaso
13 Largura da vagemZ cm 10 vagens
14 Numero de loculos por 10 vagens utilizadas na
vagem1 medicao do comprimento
15 Numero de Vagens por 10 plantas aleatérias
planta®
16 Semente Massa da sementedg Massa de 100 sementes
(Teor de umidade 12%)
17 Comprimento semente’ Média de 10 sementes
mm maturas
18 Largura da semente® Média de 10 sementes
mm maturas
19 Espessura da semente” Média de 10 sementes

mm

maturas

'Caractere fenoldgico, “caractere morfolégico e *caractere agrondmico.
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Figura 1 - Fotos de estruturas do feijao-caupi
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Anélise dos dados
Os dados foram submetidos & andlise de variancia univariada ao nivel de médias
de parcelas e multivariada, e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan a 5%

de probabilidade, utilizando-se o programa R Statistic 2.11.1.

Caracterizacdo Molecular
Extratacdo de DNA

O DNA genbmico foi isolado de tecido fresco de folhas dos gendtipos de feijdo-
caupi (200 mg cada) seguindo o procedimento descrito por Ferreira e Grattapaglia
(1998). A qualidade e quantidade de DNA foram verificadas por meio de eletroforese
em gel de agarose 0,8%. O DNA de cada amostra foi corado com SyBr Gold (1X,
Molecular Probe) e fotografados sob luz UV com em um fotodocumentador digital L-Pix
Imagem (Loccus Biotecnologia). A concentragdo final de DNA de cada amostra foi
ajustada para 20 ng/uL.

PCR-RAPD

Para as reacbes de RAPD foram empregados inicialmente 26 oligonucleotideos
decameros de sequéncia aleatéria (primers) da Operon Techonologies. Destes, 6
primers produziram fragmentos claros e consistentes (Tabela 5). As amplificacdes do
DNA foram realizadas em termociclador MJ Research, Inc. PTC 100 (Watetown, USA),
com volume final de 25 uL de solucdo contendo 10 mM Tris-HCI (pH 9,0), 50 mM KClI,
3,0 mM MgCI2, 100 miM de cada dNTP, 0,2 miM de primer, 1,0 U de Taq polimerase,
20 ng DNA, utilizando-se o programa de amplificacdo: 94°C por 4 minutos, seguido por
40 ciclos de 94°C por 45 segundos, 37°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos com

extensao final de 5 minutos a 72°C.

PCR-ISSR
Os ensaios de ISSR foram baseados no método descrito por Zietkiewicz et al.
(1994), utilizando primers ancorados, tendo as reagdes sido otimizadas para a obtengéo

de produtos de amplificacdo de melhor qualidade. Foram empregados inicialmente 37
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primers de ISSR publicados pela University of British Columbia (UBC), Vancouver,
Canada, para a geracao de polimorfismo.

Dentre estes, 7 primers geraram fragmentos claros e consistentes (Tabela 6). As
amplificacbes do DNA foram realizadas em termociclador MJ Research, Inc. PTC 100
(Watetown, USA), com volume final de 25 yL para cada reacdo, contendo 10 mM de
Tris-HCI (pH 8,0), 2 mM de MgCl,, 100 uM de cada desoxirribonucleosideo trifosfato
(DNTPSs), 0,2 uM do primer, uma unidade da enzima Taq DNA polimerase e 15 ng de
DNA. Nas reacdes de PCR as amostras foram submetidas inicialmente a 94°C por 5
minutos, e, a seguir, a 30-35 ciclos de amplificagdo. Cada ciclo submeteu as amostras a
94°C por 30 segundos, com temperatura de anelamento variando de 50-55 ° C
(dependendo do primer utilizado) por 45 segundos e por fim 72 ° C por 2 minutos. Apos
os ciclos as amostras foram mantidas a 72 ° C por 5 minutos para extenséo final.

Os produtos da reacdo tanto de RAPD quanto de ISSR foram separados em
eletroforese em gel de agarose 1,2% em Tampédo TBE (Tris-Borato 0,09 M e EDTA
0,002 M), e corados com SyBr Gold (1X, Molecular Probe) e fotografados sob luz UV

com em um fotodocumentador digital L-Pix Imagem (Loccus Biotecnologia).

Analise dos dados

Mediante a interpretacdo dos géis, os dados moleculares foram tabulados
conforme presenca (1) ou auséncia (0) de cada fragmento especifico de DNA
amplificado, gerado por primers de RAPD e ISSR em cada genétipo, para serem
usados no estudo de diversidade genética. As similaridades genéticas entre os
genadtipos foram estimadas usando-se o coeficiente de Jaccard, no programa Free Tree
(version 0.9.1.50; Page 2001). Os dendrogramas foram obtidos por meio do programa
TreeView (version 1.6.5; Page 2001), usando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method Arithmetic Average).
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3.3 Resultados e Discussao

Caracterizacdo Morfolégica

No desenvolvimento da fase vegetativa da cultura do feijao-caupi todos os
genotipos possuem habito de crescimento indeterminado. Em geral, feijdo-caupi de
hébito indeterminado é cultivado principalmente por agricultores familiares, uma vez que
a planta cobre rapidamente toda a parte superficial do solo. Como também, os cinco
genotipos apresentam pelos curtos comprimidos. Portanto, para o conjunto de
gendtipos analisados, os descritores, habito de crescimento e pilosidade, ndo tiveram
poder discriminante.

Analisando-se os valores de notas para coloracado das folhas, constata-se que o
genotipo BRS-Potengi possui a cor verde um pouco mais escura, uma vez que recebeu
o menor valor de L*. Os demais genétipos apresentaram coloracdo verde muito
proximo, e por isso ndo diferiram entre si. (Tabela 3).

Para tamanho do foliolo apical, o genétipo que apresentou maior comprimento e
largura do foliolo foi a linhagem L ESP-10, com 15,68 e 11, 28 cm, respectivamente. Ja
quem apresentou o menor foliolo foi a cultivar BRS-Potengi, com 12,70 e 8,39 cm para
comprimento e largura do foliolo apical, respectivamente (Tabela 3). Ainda analisando
os foliolos, todos os gendtipos apresentaram textura da folha intermediaria, ou seja, 0s
foliolos ndo possuem textura coridcea nem membranosa.

Na avaliacdo do vigor da planta, mensurou-se a altura e a largura dos genétipos,
com aproximadamente quatro semanas apdés o semeio. Observando-se a Tabela 3,
constata-se que a cultivar mais alta, no dia da avaliacéao foi IPA-206, com 36,78 cm de
altura. Entretanto, ao se averiguar a largura da planta, a linhagem que apresentou maior
valor foi L ESP-10, com 43,72 cm. Dessa forma, pode-se inferir que para esse grupo de

cinco genotipos, as plantas mais vigorosas sao IPA-206 e L ESP-10 (Tabela 3).
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Tabela 3 - Valores de notas para coloracdo da folha (L), a(-) e b(+),
comprimento do foliolo apical (CFA), largura do foliolo apical
(LFA), altura (AP) e largura da planta (LP) dos gendétipos de
feijdo-caupi. IAC. Campinas, SP, 2009

(L (a*)? (b*)? CFA LFA AP LP

cm

Genotipo

IPA-206 42,73a -7,25a 12,15a 14,04b 8,21b 36,78a 39,97a
L 281.005 42,14a -6,57a 10,73a 14,30b 9,88ab 34,54a 40,63a
L ESP-10 42,28a -6,34a 10,90a 15,68a 11,28a 32,60a 43,72a

Potengi 41,20b -6,49a 10,49a 12,70c 8,39b 29,16a 31,36b
Pajeu 42,92a -7,06a 11,41a 14,37b 9,06b 33,42a 39,84a
CV. (%) 1,30 8,86 8,70 5,89 12,98 14,26 11,02

Médias na coluna seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5%.
(L*)l = luminosidade, variando do branco, nota 100, ao preto, nota O; (a*)2 = variando do verde,
nota com valor negativo, ao vermelho, nota com valore positivo; (b*)3 = variando do azul, nota
com valor negativo, ao amarelo, nota com valor positivo.

Para inflorescéncia, contou-se o numero de dias a floragdo e também se
observou a coloracdo das flores. Para nimero de dias para abertura das flores, houve a
formacgao de trés grupos: 58 dias para IPA-206 e L 281.005; 65 dias para L ESP-10 e
BRS-Potengi e por ultimo, 61 dias para BRS-Pajeu. Essas informac¢fes sdo importantes
uma vez que se deve levar em consideracdo a diferenca de dias para a abertura das
flores quando se deseja efetuar cruzamentos entre genétipos (MELO et al., 2009). J&
para coloracdo das flores, os genoétipos IPA-206, L 281.005 e BRS-Pajeu possuem
flores de cor violeta e L ESP-10 e BRS-Potengi possuem flores de cor branca.

No tocante a descricdo do fruto, ao se contar o numero de dias a maturacao da
primeira vagem, constatou-se que houve a mesma formacdo dos grupos para numero
de dias a floracdo. Ficando IPA-206 e L 281.005 com 73 dias, BRS-PAJEU com 76
dias, L ESP-10 e BRS-Potengi com 80 dias a maturacdo da primeira vagem. Para
fixacdo da vagem ao pedunculo, h4 trés variantes, sendo elas: pendente, angulo de 30-
90° e ereto. Para os cinco gendtipos descritos morfo-agronomicamente, todos
apresentaram fixacdo da vagem ao pedunculo na angulagédo de 30-90°.

Analisando as vagens, todos 0s genotipos apresentaram diferentes valores para
comprimento e largura e numero de léculos por vagem, sendo esses, importantes

descritores para 0s genétipos avaliados (Tabela 4). A linhagem L 281.005 apresentou
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vagem mais alongada, com 24,42 cm, e maior numero de l6culos por vagem do que 0s
demais gendtipos. No entanto, para largura da vagem, quem apresentou maior média
foi a linhagem L ESP-10, com 1,27 cm.

Um descritor preciso, conforme sugerido por Bettencourt (2007) € o numero de
vagens por planta. Para essa caracteristica, houve uma grande variacdo entre o0s
gendtipos. O genodtipo que produziu 0 maior nimero de vagens foi L ESP-10 e L
281.005 apresentou menor producéo nas condicbes de ambiente protegido (Tabela 4).
No entanto, para massa de 100 sementes com 12 % de umidade, a cultivar BRS-Pajeu
apresentou maior média com 20,59 g, e a menor média ficou para BRS-Potengi, com
15,91. Com tudo, quando se avalia massa de vagens verdes produzido por planta, o
genotipo que apresentou maior producdo foi a linhagem L ESP-10 com 852,38g,
seguido do IPA-206 (733,86 g) e L-281.005 (659,93 g) (Tabela 4).

Para andlise do tamanho da semente, mediram-se 0 comprimento, a largura e a
espessura. No comprimento da semente, quem apresentou maior média foi a cultivar
BRS-Potengi, com 12,78 mm, como também apresentou maior massa para 100
sementes. Porém para largura e espessura da semente, que as maiores médias foram
apresentadas pela linhagem L ESP-10, com 8,82 e 7,41 mm, respectivamente (Tabela
4).

Tabela 4 - Valores do comprimento (CV), largura (LV) e nimero de loculos por
vagem (NLV), numero de vagens verde por planta (NV), massa de
100 sementes com 12% de umidade (M100S) e de vagem (MV) verde
por planta, comprimento (CS), largura (LS) e espessura da semente
(ES) dos gendtipos de feijao-caupi. IAC. Campinas, SP, 2009

Genotipo Ccv LV NLV NV MV M100S CS LS ES

cm g mm
IPA-206 23,82a 1,07b 16,70b 69,90b 733,86ab 20,00ab 12,45a 8,08b 6,51c
L 281.005 2442a 1,25a 18,92a 53,93c 659,93ab 19,50ab 12,00a 8,63a 7,11ab
L ESP-10 22,70b 1,27a 17,32b 88,59a 852,38a 17,69bc 12,39a 8,82a 7,4la
Potengi 16,31c 0,89c 12,75¢c 62,40bc 298,69c 15,91¢ 10,68b 7,33c 6,48c
Pajeu 22,40b  1,08b 16,97b 61,90bc 595,32b 20,59a 12,78a 8,25b  6,96b

C.V. (%) 2,96 4,52 4,76 6,95 23,80 7,74 4,45 2,30 3,52

Médias na coluna seguidas de mesma letra, nao diferem entre si, pelo teste de Duncan a 5%.
'Dados transformados por VX +1 .
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Caracterizacdo Molecular

A variabilidade genética de gendtipos de feijdo-caupi foi avaliada por meio de
marcadores moleculares do tipo RAPD e ISSR. Dos 26 primers utilizados para nas
analises de RAPD, seis apresentaram padrdo de fragmentos consistentes, gerando
44,7% de polimorfismo. Os primers que geraram maior numero de bandas polimérficas
foram OPD18, OPA11, OPM06, OPCO07, OPWO06 e OPT13 (Tabela 5).

Para as andlises de ISSR, foram utilizados um total de 37 primers, dos quais sete
geraram padrdo consistente apresentando 66,6% de polimorfismo. Esse polimorfismo
foi gerado pelo conjunto de primers: UBC (808, 834, 858, 862, 881, 888 e 891) (Tabela
6). A reprodutibilidade das amplificacGes foi acessada utilizando os primers UBC 808,
888, 858 e OPD18, OPAll, OPMO06, com diferentes amostras de DNA isoladas
independentemente de cada gendétipo e amplificadas em reacdes independentes. Sob
condi¢cBes de otimizacao, os perfis de amplificagcdo foram consistentes entre todos os
experimentos de PCR (dados ndo mostrados).

O coeficiente de similaridade dos genotipos de feijdo-caupi baseado em 47
marcadores RAPD e 42 marcadores ISSR variou de 0,555 a 0,772. Os gendtipos L281-
005 e BRS-Pajeu mostraram maior indice de similaridade (0,772), enquanto 0s
gendtipos BRS-Pajeu e BRS-Potengi mostraram menor indice de similaridade (0,555).
A variabilidade apresentada entre os genétipos com maior distancia genética pode ser
explorada em programas de melhoramento do feijoeiro. Trés dendrogramas baseados
em marcadores moleculares RAPD, ISSR e RAPD+ISSR (Figura 2) foram construidos.

O padrdo de agrupamento dos cinco genotipos apresentou uma pequena
variacdo quando se observa o dendrograma ISSR em relacdo a combinacgao
RAPD+ISSR, enquanto que o agrupamento gerado pelos marcadores RAPD e
RAPD+ISSR apresentaram praticamente o mesmo resultado. A distribuicdo dos
genaotipos baseada nos dados moleculares confirmou o agrupamento gerado com base
nos dados morfolégicos (habito de crescimento, pilosidade e cor das folhas).

A caracterizagcdo morfolégica consiste em fornecer uma identidade para cada
acesso através do conhecimento de uma série de dados que permitam estudar a
variabilidade genética. Estes dados auxiliam na caracterizacdo de germoplasma

possibilitando grandes avancos na descricdo da divergéncia genética entre acessos. A
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variabilidade genética s6 pode ser eficientemente utilizada se for devidamente avaliada
e quantificada, sendo a descricdo das introducdes ou acessos fundamental para a
manutencdo e exploracdo do potencial das colecdes. Tal caracterizacdo pode ser feita
por meio de marcadores ou descritores morfologicos e, ou moleculares (SINGH, 2001).

Os marcadores moleculares estéo espalhados no genoma e sua associagdo com
diversos caracteres agronémicos € influenciada pelo cultivo sob pressdo de sele¢éo
induzida pela domesticacdo. A exploracdo e avaliacdo de diversidade entre estes
gendtipos seriam de grande importancia para a conservagao in situ e programas de
melhoramento do feijao (MUTHUSAMY et al., 2008). A distribuicdo dos grupos com
base no desempenho agronémico e apoiados por andlises de RAPD e ISSR sdo um
bom indicio para o aperfeicoamento do melhoramento envolvendo gendtipos
contrastantes que permitira a identificacdo de marcas para essas caracteristicas com
marcadores moleculares.

De um modo geral, a velocidade, eficiéncia e confiabilidade da metodologia de
RAPD e ISSR séo consideracdes importantes para o desenvolvimento de estratégias
para a gestdo eficaz das colecbes de germoplasma em termos de identificacdo de
duplicatas, a estimativa da diversidade genética e controle da erosao (LAVANYA et al.,
2008). Os marcadores RAPD e ISSR tem sido utilizados para a identificacdo de
cultivares de outras leguminosas, incluindo Medicago polymorpha (PAREDES et al.
2002), Vigna radiata (LAVANYA et al.,, 2008), Vigna umbellata (MUTHUSAMY et al,
2008).

Portanto, a caracterizacdo molecular demonstrou a utilidade do método, ndo so
para avaliar o conjunto da diversidade no germoplasma, mas também para permitir
aglomeracdo potencial dos genoétipos com base nas suas afinidades entre si para
caracteristicas de desempenho agronémico. De forma andéloga, na caracterizacdo
morfo-agrondmica, as caracteristicas que apresentaram maior poder discriminante para
0S cinco genatipos avaliados, foram: cor das folhas; comprimento e largura do foliolo
apical; vigor da planta; numero de dias a floracéo, cor das flores; nimero de dias a
maturagdo da primeira vagem, e ainda, o comprimento, a largura e o numero de léculos
por vagem, como também o numero de vagens por plantas; e na semente, massa de

100 sementes, comprimento, largura e espessura.
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Tabela 5 - Lista dos primers ISSR selecionados para a amplificagdo do DNA

dos gendtipos de feijdo-caupi com suas respectivas sequéncias de
bases e tamanho dos fragmentos amplificados. IPA e UFPE,
Recife, PE, 2009

Primers Sequencia (5’ — 3) Tamanho dos fragmentos
RAPD (pares de base)
OPD18 GAGAGCCAAC 600-1018

OPAl1l CAATCGCCGT 700-1500

OPM6 CTGGCAACT 500-2000

OPCO07

OPWO06

OPT13

Tabela 6 - Lista dos primers ISSR selecionados para a amplificagdo do DNA

dos gendtipos de feijdo-caupi com suas respectivas sequéncias de
bases e tamanho dos fragmentos amplificados. IPA e UFPE,
Recife, PE, 2009

Primers Sequencia (5’ — 3) Tamanho dos fragmentos
ISSR (pares de base)
UBC808 AGA GAG AGA GAG AGA GC 500-2000
UBC834 AGA GAG AGA GAG AGA GYT 500-1400
UBC858 TGT GTG TGT GTG TGT GRT 600-1000
UBC862 AGC AGC AGC AGC AGC AGC 600-2000
UBC881 GGG TGG GGT GGG GTG 400-1400
UBC888 BDB CAC ACA CAC ACACA 400-1200
UBC891 HVHTGT GTG TGT GTG TG 500-2000
*Y=(CouT),R=(AouG),B=(C,GouT),D=(A, GouT),H=(A, CouT), V=(A, CouG).
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Dendrogramas gerado pelo método UPGMA mostrando
as relacbes entre cinco gendtipos de feijdo-caupi
utilizando RAPD, ISSR e combinacdo de dados de
RAPD e ISSR. A)ISSR; B)RAPD; C)RAPD+ISSR
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4 QUALIDADE DO FEIJAO-CAUPI MINIMAMENTE PROCESSADO SOB
ATMOSFERA MODIFICADA PASSIVA

Resumo

No Brasil, 0 consumo de feijdo-caupi é expressivo e muito popular em toda a
regido nordeste. A literatura existente pertinente a pos-colheita do feijdo-caupi é
escassa, sendo importante se desenvolver tecnologias que possam estender a vida de
prateleira do produto. O objetivo desse trabalho foi avaliar a preservacdo da qualidade
de graos de feijdo-caupi minimamente processado empacotado em trés tipos de
embalagens (PVC, PP e PEBD) sob temperaturas de armazenamento de 1, 5 e 10 °C,
durante nove dias. Foi utilizada como matéria prima graos de feijao-caupi, linhagem L
ESP 10. As vagens foram resfriadas por 24 h, em seguida sanitizadas com solucédo de
hipoclorito de sddio, na concentracdo de 100 ppm, por 15 minutos. Foram realizadas as
seguintes andlises: perda de massa fresca, composi¢cdo gasosa, aroma e aparéncia. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
triplo. Os fatores estudados foram trés temperaturas de armazenamento (1, 5 e 10°C),
trés filmes para embalagem (PVC, PEBD e PP) e quatro tempos de armazenamento (0O,
3, 6 e 9 dias). Foram utilizados trés repeticdes por tratamento, sendo cada repeticao
composta por uma bandeja, com 130 g de feijdo-caupi. Os dados foram analisados
através da construcdo de graficos. Constatou-se que a perda de massa dos gréos foi
muito reduzida. A composi¢cdo gasosa no interior das embalagens revestidas por filmes
plasticos, PVC e PP, ocorreu de forma diferente entre as trés temperaturas de
armazenamento. A temperatura de 1°C e o uso do filme de PVC foi mais eficientes na
conservacdo da qualidade pés-colheita do feijdo-caupi minimamente processado,
propiciando melhor manutencédo da cor verde, aparéncia, aroma e menor oxidacao na
regido proxima ao hilo.

Palavras-chave: Vigna unguiculata (L.) Walp; Armazenamento refrigerado; Taxa
respiratéria
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Abstract

In Brazil, cowpea is a very popular dish all over the northeast part of the country.
Literature concerning its postharvest procedures is rare, though. This work aims to point
out the importance of the development of some techniques in order to extend the valid of
the production after its packing, evaluating PVC, PP and PEBD packages as well as the
storage temperature for preserving the quality of the minimally processed beans for 9
days. It was used cowpea grains, line L ESP 10. In the laboratory, the beans were
cooled for 24 hours and afterwards they were sanitized in sodium hypoclorite solution, at
concentration of 100 ppm for 15 minutes. It was analysed mass loss, gas composition,
odor and appearance. The experiment was completely randomized, arranged in a triple
factorial design. It was studied three different storage temperatures (1, 5, 10°C), three
different kinds of packing films (PVC, PP and PEBD) and four different periods of
storage (0, 3, 6 and 9 days). It was used three replications for treatment. It was placed
130g of cowpea beans replication in each tray. The results were evaluated by drawing
graphs. It was showed very little mass loss in grains, gas formation inside the packings
using films formed in different ways according to the three different storage
temperatures. The results showed that temperature at 1°C and use of PVC was the
most efficient process to preserve the postharvest quality of the minimally processed
cowpea beans , keeping its green color, appearance and odor. Also, it presented the
lowest oxidation level near the hilum.

Keywords: Vigna unguiculata (L.) Walp ; Cold storage; Respiration rate

4.1 Introducao

A producdo mundial das diferentes espécies de Vigna, provavelmente, alcance
20 milhdes de hectares, e praticamente toda essa superficie cultivada estd em paises
em desenvolvimento (FERY, 2002). O feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp,
destaca-se como uma das mais importantes fontes de proteinas para milhares de
pessoas, em Vvarios paises, principalmente na Africa, na india e na América Tropical
(FREIRE FILHO et al., 2005).

No Brasil, o consumo de feijdo-caupi ou feijdo-de-corda é expressivo e muito
popular em toda a regido nordeste, sendo uma cultura tipica de agricultura familiar
(SILVA, 2005). E consumido na sua maioria ja debulhado in natura, ou seja, em fase de
maturacdo verde. Os gréos verdes, que assim sao chamados por ndo terem atingido a

maturidade fisiolégica, apresentam um alto percentual de agua e, consequentemente,
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uma alta perecibilidade, necessitando do emprego de métodos de conservagédo (LIMA
et al., 2000).

E escassa a literatura existente pertinente a pos-colheita do feijao-caupi, sendo
importante o desenvolvimento de tecnologias que possam estender a vida de prateleira
e agregar valor ao produto.

Pouco se conhece a cerca do comportamento fisioldgico do feijao-caupi depois
do produto embalado. Segundo Taiz e Zeiger (2004) o feijao-caupi € nao-climatérico.
Nos frutos ndo-climatéricos, a respiracdo diminui durante o amadurecimento, e as
transformacdes bioquimicas que tornam o fruto maduro ocorrem de forma mais lenta. O
amadurecimento sé ocorre se o fruto estiver aderido a planta, diferentemente do que
ocorre nos frutos climatéricos, que amadurecem mesmo apoés a colheita (WILLS et al.,
1998).

A técnica de processamento minimo € empregada em diversas culturas
olerdceas como brdcolis (BARTH et al., 1993); repolho (CANTWELL, 1995); morango
(LOPEZ-SERRANO; ROS-BARCELO, 1995); berinjela (KLUGE et al., 1999); cenoura
(BARRY-RYAN; O’'BEIRNE, 2000); melao (JACOMINO et al., 2002); batata (CANTOS
et al., 2002); tomate (MORETTI et al., 2002); couve-flor (HODGES et al., 2006); alface
(DEGL'INNOCENTI et al., 2007) e quiabo (FINGER et al., 2008). De modo geral, essas
hortalicas sdo descascadas ou cortadas, se necessario, lavadas e submetidas a
processos de sanitizacdo (NGUYEN; CARLIN, 1994). Portanto, essa técnica tem por
objetivo disponibilizar produtos frescos, limpos e convenientemente, preparados e
adequados para o consumo em menor tempo (CANTWELL; SUSLOW, 2002).

A fisiologia dos produtos horticolas minimamente processados €,
essencialmente, a fisiologia de tecidos vegetais que sofre injarias. De fato, as
operacOes de descascamento, corte e centrifugacdo, normalmente utilizadas durante o
processamento minimo, provocam uma série de injurias nos tecidos. Assim, o
comportamento desses produtos é semelhante ao que ocorre em tecidos de plantas
submetidas as condicdes de estresse (BRECHT, 1995; WATADA; QI, 1999; KLUGE; et
al., 2006).

A refrigeracdo tem sido o método de conservacdo mais utilizado para a

manutencao e o aumento da vida util de frutas e hortalicas, por reduzir o metabolismo e
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a perda de peso (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Do mesmo modo, o conhecimento
sobre a influéncia da temperatura sobre a taxa respiratéria de cada produto é
indispensavel, pois a embalagem que é projetada para acomoda-lo a uma determinada
temperatura de armazenamento, geralmente, ndo ¢é adequada para outras
temperaturas. Isso ocorre devido aos diferentes efeitos das embalagens na
permeabilidade e na taxa respiratoria (SARANTOPOULOS et al., 2003).

Conhecendo-se as caracteristicas respiratorias e condi¢des Otimas do produto,
pode-se selecionar um filme plastico com permeabilidade que permita a entrada de O, e
a saida de CO; na embalagem, de acordo com as necessidades do produto
minimamente processado (ZAGORY; KADER, 1988). O emprego de atmosfera
modificada, utilizando-se filmes poliméricos, tem contribuido para estender a vida util e
manter a qualidade de frutas e hortalicas (KADER, 1995).

Apesar da possibilidade de processamento minimo, o feijdo-caupi minimamente
processado ndo € encontrado em larga escala no mercado brasileiro. Isso se deve,
aparentemente, a falta de cultivares com caracteristicas especificas para essa
finalidade, pouca durabilidade do produto e uso inadequado das técnicas de
processamento minimo. Tais informacBes sdo extremamente relevantes para as
empresas que vislumbram a possibilidade de explorar esse segmento de mercado no
pais e eventualmente exporta-lo.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a preservacdo da qualidade de grdos de
feijdo-caupi minimamente processado empacotado em trés tipos de embalagens (PVC,

PP e PEBD) sob temperaturas de armazenamento de 1, 5 e 10 °C, durante nove dias.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de POs-colheita de Produtos
Horticolas do Departamento de Producdo Vegetal (LPV) da USP/ESALQ, em
Piracicaba, SP, Brasil. Foi utilizada como matéria prima graos de feijao-caupi, linhagem
L ESP 10 (UFRPE/IPA), provenientes do cultivo na horta do LPV, no ponto de colheita
comercial em estadio de maturagéo verde.

Apos a colheita as vagens foram acondicionadas em caixas plasticas, e em

seguida transportadas para o laboratorio, onde foram selecionadas quanto a
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uniformidade de maturacdo em funcdo da formacdo da vagem, coloragéo, tamanho e
auséncia de injurias. As vagens foram lavadas em agua corrente, com 0 objetivo de
retirar as impurezas, sendo, em seguida, armazenadas a 1, 5 e 10 °C por 24 h
objetivando a estabilizacdo da temperatura interna da vagem e reduzir a atividade
metabodlica para o processamento minimo. Passado o periodo de resfriamento, as
vagens foram imersas em solucdo de hipoclorito de sédio, em concentracdo de 100
ppm, por 15 minutos. Em seguida drenou-se a solugcédo, e procedeu-se a debulha
manual das vagens (Figura 1).

As etapas de processamento minimo ocorreram dentro de uma sala refrigerada
(18+1°C) sobre mesa de férmica devidamente higienizada. Os operadores utilizaram
roupas protetoras (botas, aventais, luvas, mascaras e toucas) como parte das
condi¢cBes minimas de assepsia (Figura 1) (VITTI et al., 2004).

Apés a debulha acondicionou-se 130 g de grdos nas bandejas rigidas de
poliestireno expandido com dimensdes de 15 x 15 x 2 cm para largura, comprimento e
altura, respectivamente (Figura 2), as quais foram revestidas com os seguintes tipos de
filmes: 1) PVC: Policloreto de vinila com 17 um de espessura, 2) PEBD: Polietileno de
baixa densidade com 0,06 um de espessura e 3) PP: Polipropileno a 0,06 pm de
espessura, (Figura 3). Estes filmes foram estudados sob atmosfera modificada passiva
e com aplicacdo de vacuo parcial. O vacuo parcial foi realizado para a embalagem com
o filme PEBD utilizando-se a seladora a vacuo, marca Selovac, modelo 200B. A
embalagem com o filme PP foi selada no mesmo equipamento. O fechamento da
embalagem com PVC foi realizado por aquecimento na parte inferior da bandeja, em
uma seladora, marca Everest. O feijdo minimamente processado foi armazenado a 1, 5
e 10 °C, durante nove dias, sendo as caracteristicas analisadas a cada trés dias a partir

do dia do processamento.
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Figura 1 - Debulha manual das vagens de feijdo-caupi com os alunos
utilizando roupas protetoras

Figura 2 - Pesagem do feijao-caupi debldo
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Figura 3 - Feijéo-caup acondicionado em bandejas de poliestireno expandido e
embalados com os filmes PVC, PP e PEBD

As caracteristicas analisadas foram:

Perda de massa fresca: calculada pela diferenca entre massa inicial (dia 0) e a
final (3, 6 e 9 dias) das embalagens pesadas em balanca semi-analitica, marca Toledo,
modelo Ill, com os resultados expressos em porcentagem,;

Composicdo gasosa: para o monitoramento da composicdo gasosa foi fixado
em cada embalagem um septo de silicone através do qual foram coletadas amostras de
gas do interior das embalagens, PP e PVC, utilizando-se um analisador de gases marca
Mapy, modelo 4.0, o qual retira aproximadamente 2 mL de gas por amostra. As leituras
foram realizadas diariamente e os resultados foram expressos em % O, e % COy;

Aroma e Aparéncia: foi determinado através de uma escala heddnica de notas,
adaptado de Peryan e Girarddot (1952), levando-se em consideracdo o aroma e a
aparéncia do produto apds a abertura da embalagem de acordo com o estado de
conservacdo onde as notas variam de 5 a 1. A nota 3 foi considerada como limite para

comercializagéo.
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Para as avaliagOes foram utilizados 16 julgadores, onde as notas significam para

0 Aroma:

Nota 5 (excelente) - aroma tipico de feijao-verde,

Nota 4 (bom) - aroma moderado,

Nota 3 (regular) - aroma fraco ou sem aroma,

Nota 2 (ruim) - aroma levemente alcodlico,

Nota 1 (péssimo) - aroma alcodlico ou putrefato;

e para Aparéncia:

Nota 5 (excelente) - grdos com coloragao verde intenso, turgidos e excelente aparéncia,
Nota 4 (bom) - gréos com coloracdo verde intenso, turgidos, mas com inicio de
oxidacao na regido proxima ao hilo,

Nota 3 (regular) - grados verde, com oxidacdo um pouco mais forte do que a inicial na
regido proxima ao hilo,

Nota 2 (ruim) - gréos verdes com oxidagdo em estagio mais avangado,

Nota 1 (péssimo) - gréos oxidados, com inicio de germinacéo, surgimento de fungos ou
apodrecimento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x3x4. Os fatores estudados foram trés temperaturas de armazenamento (1, 5 e
10°C), trés filmes para embalagem (PVC, PEBD e PP) e quatro tempos de
armazenamento (0, 3, 6 e 9 dias). Foram utilizados trés repeticdes por tratamento,
sendo cada repeticdo composta por uma bandeja, com 130 g. Os dados foram

analisados através da construcao de gréficos.

4.3 Resultados e discussao

A perda de massa foi muito pequena nas trés embalagens utilizadas, PVC, PP e
PEBD para as trés temperaturas de armazenamento, variando de 0 a 1,3 % no ultimo
dia de avaliacdo (dados ndo apresentados). Finger et al. (2008), quando avaliaram
guiabo, com ou sem o uso de filme polimérico, constataram que as embalagens
recobertas por filme de PVC tiveram uma menor perda de massa quando comparados
com os tratamentos sem PVC. De acordo Bower et al. (1998), possivelmente isso

ocorreu também devido ao emprego de temperaturas mais baixas, proporcionando uma
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reducdo da atividade metabdlica e troca gasosa com o meio, diminuindo a respiracao e
aumentando a conservacgéo pos-colheita. Para Pesis et al., 2000 e Mota et al., 2010, o
uso de filme nas embalagens pode agir passivamente no controle da perda de massa
da matéria fresca, pois a barreira fisica imposta pelo filme condiciona niveis elevados
de umidade dentro da embalagem, havendo reducéo do gradiente de pressao de vapor
de agua entre os frutos e a atmosfera interna da embalagem, reduzindo entdo, a perda
de massa da matéria fresca.

A composicdo gasosa no interior das embalagens revestidas por filmes plasticos,
PVC e PP, ocorreu de forma diferente entre as trés temperaturas de armazenamento, 1,
5 e 10°C, respectivamente (Figura 1). No entanto, ficaram diferentes da recomendagéao
proposta por Cantwell (1992), que é de 2 a 8 % de O, e 5 a 15 % de CO, para uma
melhor conservacao de frutas e hortalicas minimamente processadas.

Nas embalagens revestidas com o filme de PVC, nas trés temperaturas de
armazenamento, a concentracdo de O, e CO, se manteve praticamente semelhantes a
composicdo do ar atmosférico. O filme PVC é considerado material de baixa barreira,
por apresentar taxa de permeabilidade a gases mais elevada, quando comparada a
outros polimeros (SARANTOPOULOS et al., 2003). No entanto, na avaliagio das
caracteristicas sensoriais, a embalagem que conservou o feijdo-caupi por mais tempo
foi com o filme de PVC. Este tipo de polimero ndo mantém condensamento ao contrario
dos filmes PEBD e PP (Figura 4). Pode-se inferir que o feijdo-caupi debulhado por ser
um grao fresco, possui atividade respiratéria bastante elevada, sendo indicada uma

embalagem que possibilite mais trocas gasosas, como o PVC.
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Figura 4 — Feijéo-Caupi conservado a 1°C, com trés dias de armazenamento,
embalado com os filmes PVC, PP e PEBD, respectivamente

—

A temperatura de 1°C e o uso do filme de PVC foram mais eficientes na
conservacao da qualidade pés-colheita do feijdo-caupi minimamente processado, com
melhor manutencdo da cor verde, aparéncia e aroma por mais tempo e menor
tendéncia de oxidagéo na regido proxima ao hilo. O escurecimento enzimatico € um dos
fatores limitantes que afetam a vida de prateleira de frutas e hortalicas minimamente
processadas (BRECHT, 1995). Possivelmente, a manutencdo da cor ocorreu devido a
baixa temperatura de armazenamento, que contribui também para o0 ndo escurecimento
proximo a regido do hilo, sendo ocasionada pela oxidacéo.

No armazenamento feito a 1°C, para a embalagem PP, observa-se que a
composicao gasosa no interior da embalagem tende a se aproximar ao que foi proposto
por Cantwell (1992), (Figura 5A). Porém, ao analisarem-se as caracteristicas sensoriais,
constata-se que essa composicdo gasosa atingida no interior da embalagem nao foi
benéfica a conservagdo do aroma, com presenca de odor alcodlico ja no terceiro dia de
armazenamento.

Para aparéncia, pode-se observar que o feijao-caupi embalado com o filme de
PVC e armazenado a 1°C chegou ao final do experimento com nota 4, em bom estagio
de conservagdo, ao contrario das embalagens com PP e PEBD que receberam nota 3
(regular) (Figura 6A). No entanto, o aroma da embalagem PP aos trés dias de
armazenamento ja liberava inicio de odor alcodlico, com nota 2. Por sua vez, a
embalagem PEBD, aos nove dias de armazenamento, apesar de estar com aparéncia
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regular, também exalava odor alcodlico. Portanto, as embalagens PP e PEBD,
armazenadas a 1°C, nao foram adequadas para a manutencdo das propriedades
sensoriais do feijdo-caupi aos nove dias.

No tocante ao armazenamento realizado a 5°C, a embalagem que mais se
destacou foi com o PVC, uma vez que aos trés, seis e nove dias o feijdo-caupi
minimamente processado recebeu as notas cinco (excelente), quatro (bom) e trés
(regular), para aroma, respectivamente (Figura 7B). No que concerne a aparéncia
recebeu nota trés (Figura 6B), a qual representa o limite para comercializacdo do
produto. Essas notas comprovam que a embalagem com PVC foi adequada para a
conservacao das caracteristicas sensoriais, aparéncia e aroma, nessa temperatura de
armazenamento. As embalagens, PP e PEBD, nessas mesmas condicdes de
refrigeracdo ndo foram adequadas para a manutencdo da qualidade do feijao-caupi,
uma vez que o produto ndo estava mais em condi¢des para o consumo aos nove dias
de armazenamento (Figura 7B).

A embalagem com PP a 5°C, aos dois dias de armazenamento estava com 0,16
% de O, e 12,60 % de CO,. Ao se analisar o grafico para aparéncia, observa-se que a
embalagem recebeu nota 4, bom (Figura 6B); ja para a caracteristica aroma, o produto
ndo estava em condicdes satisfatérias, uma vez que recebeu nota 2 (Figura 7B). Isso
evidencia que essa embalagem propiciou condicdes de anaerobiose, mesmo a uma
temperatura mais reduzida (5°C), devido a presenca de odor alcodlico apds a abertura
do filme. Isso pode ser confirmado no gréfico para composi¢do gasosa a 5°C com dois
dias de armazenamento (Figura 5).

Pode-se constatar, ao analisar os graficos para composi¢cao gasosa, a 10 e 5°C,
respectivamente, para as embalagens com PP, que houve semelhan¢a na queda da
concentracédo de O, e aumento de CO, (Figuras 5B e 5C). Apesar do filme PP ser mais
barreira que o filme PVC, nado foi possivel atingir concentracbes gasosas desejaveis
para manter as qualidades sensoriais do feijdo-caupi a 10°C. Mesmo as embalagens
com o filme PP aos trés dias de armazenamento estando com aparéncia regular (Figura
5C), no entanto, as mesmas exalavam aroma levemente alcodlico, ndo estando o
produto apto para o consumo (Figura 5C). Possivelmente, isso ocorreu devido ao

processo de anaerobiose, apods a queda do O, dentro da embalagem ja no primeiro dia
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de armazenamento com 0,31 % atrelado a elevagdo do CO,, com 17,83 % no segundo
dia de armazenamento (Figura 5C).

O mesmo comportamento descrito anteriormente para a embalagem com PP
ocorreu para a embalagem de PEBD, com vacuo, podendo-se inferir, que o feijao-caupi
nao suporta baixas concentracdes de O, na manutencdo de suas qualidades,
discordando do que foi sugerido por Cantwell (1992). Em compensacéo, as embalagens
com PVC acondicionaram o produto adequadamente até o sexto dia de
armazenamento, com nota 3 (regular), para aparéncia e aroma (Figuras 6C, 7C),
respectivamente. E aos nove dias de armazenamento, a 10°C, o feijdo-caupi, ja nao
estava mais em condicdes de ser comercializado. Temperaturas de armazenamento
mais elevadas contribuem no aumento do metabolismo dos produtos minimamente
processados, com elevacdo da taxa respiratéria, havendo uma concentracédo de CO; e
diminuicdo do O, (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Isso contribui para a deterioragéo
mais rapida do produto armazenado. De acordo com Paull (1999), 90% dos produtos
deveriam ser armazenados a temperatura de 4°C ou menor para propiciar maxima
conservagdo pos-colheita. Para o repolho minimamente processado, a temperatura
indicada para a conservacao varia de 0 a 5°C (CANTWELL; SUSLOW, 2002).

Portanto, de acordo com os dados obtidos mediante a andlise para perda de
massa, composicdo gasosa, aroma e aparéncia, a embalagem mais adequada a
manutencado das qualidades sensoriais do feijdo-caupi minimamente processado foram

aguelas onde se utilizou filme de PVC na temperatura de armazenamento a 1°C.
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Graficos para escala de notas para aparéncia de feijdo-caupi

minimamente processado. Piracicaba, SP, USP/ESALQ
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5 UTILIZACAO DE RAIOS X NA AVALIAQAO DE DANOS CAUSADOS POR
CARUNCHO EM SEMENTES DE FEIJAO-CAUPI

Resumo

No Brasil, o feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp], tem destaque na Regiao
Nordeste, sendo uma cultura tipica da agricultura familiar. A importancia dos danos
causados por pragas de armazenamento em sementes da referida espécie, em relagédo
a sua gqualidade, tem sido evidenciada em varios trabalhos. Através de imagens de
raios X é possivel visualizar as estruturas internas da semente, identificando possiveis
alteracdes e danificacfes. Dessa forma, esse trabalho teve o objetivo de identificar os
danos causados por caruncho [Callosobruchus maculatus (Fabr.)] e sua relacdo com a
qualidade fisiol6gica das sementes de feijdo-caupi, por intermédio da analise de raios X.
Foram utilizadas trés cultivares: IPA-206, BRS-Pajeu, BRS-Potengi e duas linhagens, L
281.005 e L ESP 10. As amostras foram submetidas ao teste de raios X e ao teste de
germinacao, a fim de determinar a relacdo de causa e efeito entre os danos provocados
pelo caruncho e a germinacdo das sementes. Nas avaliagcbes das imagens de raios X
foi considerada a severidade e a localizacdo dos danos na semente. Para os danos
classificados como severos, localizados no eixo embrionario e, ou nos cotilédones, as
sementes originaram plantulas anormais ou as sementes estavam mortas. Portanto, o
teste de raios X é eficiente para a avaliacdo de danos causados por caruncho em
sementes de feijdo-caupi, permitindo relacionar os eventuais danos com 0s prejuizos
causados a germinacao.

Palavras-chave: [Vigna unguiculata (L.) Walp]; [Callosobruchus maculatus (Fabr.)];
Andlise de imagens; Danos internos
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Abstract

In Brazil, the cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp], is important in the Northeast
Region, where it is typically grown on family farms. The importance of the damage
caused to the seed quality of this species by stored pests has been described in various
studies. Using X-ray, it is possible to see the internal seed structures and identify
possible changes and damage. The objective of this study was to identify the damage
caused by the weevil [Callosobruchus maculatus (Fabr.)] by analyzing X-ray and
evaluate its relationship to the physiological quality of the cowpea seed. Three cultivars
were used (IPA-206, BRS-Pajeu and BRS-Potengi) and two lines (L 281.005 and L ESP
10). The samples were exposed to X-ray and germination test to determine the cause-
effect relationship between weevil damage and seed germination. X-ray images were
evaluated to determine damage severity and location in the seed. Seed damage
classified as severe, located in the embryonic axis or in the cotyledons, resulted in
abnormal seedlings or dead seeds. The X-ray test, therefore, is efficient for evaluating
weevil damage in cowpea seeds and the damage caused to be associated with any
resulting adverse germination effects.

Keywords: [Vigna unguiculata (L.) Walp]; Callosobruchus maculates; Image analysis;
Internal damage
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5.1 Introducéao

O feijdo-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] é uma das leguminosas mais
adaptadas, versateis e nutritivas entre as espécies cultivadas. A cultura ocupa uma area
de 11 milhdes de hectares, sendo cultivada nas regides tropicais e subtropicais da
Africa, da Asia e das Américas (SINGH et al., 2002). No Brasil, o feijao-caupi € cultivado
na Regido Nordeste, sendo uma cultura tipica da agricultura familiar (FREIRE FILHO et
al., 2005) e é a principal cultura de subsisténcia do Sertdo Semi-arido (SILVA, 2005).

A importancia dos danos causados por caruncho, Callosobruchus maculatus
(Fabr., 1775) (Coledptera: Bruchidae), em relacdo a qualidade de sementes de feijao-
caupi, tem sido evidenciada por varios pesquisadores (TANZUBIL, 1991; QUINTINELA
et al., 1991; GALLO et al., 2002; ALMEIDA et al., 2005; SILVA et al., 2005; PEREIRA et
al., 2008). Os danos causados sao decorrentes da colonizacdo do interior dos gréos
pelas larvas do inseto, resultando em perda de massa, desvalorizagdo comercial,
reducdo do valor nutritivo, do grau de higiene do produto pela presenca de
excrementos, ovos e insetos e reducdo da germinacdo das sementes (GALLO et al.,
2002; ALMEIDA et al., 2005).

O caruncho é considerado a praga mais relevante do feijdo-caupi durante o
armazenamento, podendo causar perdas da ordem de 60% (TANZUBIL, 1991). O
besouro tem aproximadamente 3 mm de comprimento, apresentando, nos élitros,
manchas amarronzadas que, em repouso, formam um “X”. Vive cerca de 5 a 8 dias. As
fémeas pdem em média 80 ovos na superficie dos graos (QUINTINELA et al., 1991). Ao
eclodirem, as larvas penetram nos graos, alimentando-se do conteudo interno. Dentro
dos gréaos, transformam-se em pupas e, apds a emergéncia, os insetos adultos rompem
os tecidos e reiniciam o ciclo biolégico (SILVA et al., 2005).

O teste de raios X, de baixa energia, para determinar a qualidade fisica das
sementes, é recomendado pela ISTA (1996). Esta técnica foi inicialmente introduzida na
Suécia, na década de 1950, para a avaliagdo da qualidade de sementes de espécies
florestais (SIMAK; GUSTAFSSON, 1953). Segundo Bino et al. (1993), quando os raios
X passam através de uma semente, a radiacdo € absorvida em varios graus

dependendo da espessura, densidade e composi¢cdo da semente e do comprimento de
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onda da radiacdo, criando assim uma imagem permanente no filme radiografico. E um
método rapido e ndo destrutivo, utilizado com a finalidade basica de detectar semente
bem formada e mal formada, com danos mecanicos ou por ataque de insetos (ISTA,
1996).

Por meio da imagem de raios X € possivel visualizar as estruturas internas da
semente, identificando possiveis alteracdes, particularmente com referéncia ao eixo
embrionario (ISTA, 1995). De acordo com Cicero e Banzatto Junior (2003), a utilizacéao
da técnica de analise de imagens de raios X para avaliar a qualidade de semente é
promissora; constitui um método preciso, onde as estruturas internas da semente
podem ser examinadas em imagens ampliadas e capazes de indicar, com detalhes, a
area danificada, sua localizacdo e a extensdo dos danos. Por se tratar de um método
nao destrutivo, a semente em andlise pode ser submetida aos testes fisioldgicos e,
desse modo, permitir o estabelecimento de relagcdes de causa e efeito.

A técnica de analise de imagens obtidas através de raios X tem sido utilizada
para avaliar o potencial fisiologico de sementes de meldo (KAMRA, 1966; OBANDO-
FLOR et al.,, 2001), Pinus sylvestris L. (SIMAK, 1991), tomate (LIU et al., 1993),
canafistula (OLIVEIRA et al., 2003) e embauba (PUPIM et al., 2008). Essa técnica
também detecta danos causados por umidade em semente de soja (PINTO et al.,
2007), danos mecanicos em sementes de soja (OBANDO-FLOR, 2003) e de milho
(CICERO et al., 1998) e, ainda, danos causados por percevejo em sementes de feijao
(FORTI et al., 2008).

Os danos fisicos causados por insetos, assim como os de outras origens, podem
ser identificados por meio de radiografias, em curto periodo de tempo, com expectativa
de resultados promissores (SIMAK, 1980).

Esse trabalho teve por objetivo identificar os danos causados por caruncho e sua
relacdo com a qualidade fisiolégica em sementes de feijdo-caupi por intermédio da

técnica de analise de raios X.
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5.2 Material e métodos

A pesquisa foi realizada nos Laboratdrios de Analise de Imagens e de Analise de
Sementes, do Departamento de Producdo Vegetal, da Universidade de S&o
Paulo/Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, em Piracicaba, SP, no periodo de
margo a junho de 2009.

Foram utilizadas sementes de feijdo-caupi de trés cultivares: IPA-206 (IPA), BRS-
Pajeu e BRS-Potengi (EMBRAPA) e duas linhagens, L ESP 10 (UFRPE) e L 281.005
(IPA). As sementes foram adquiridas junto as instituicbes detentoras dos genétipos e
essas tinham ficado armazenadas em camara seca e fria ha um ano. Para deteccdo
dos danos internos, as sementes foram submetidas ao teste de raios X. Foram
utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes escolhidas aleatoriamente, para cada uma
das trés cultivares e das duas linhagens, respectivamente, totalizando duzentas
sementes radiografadas por genétipo. As sementes foram colocadas em alvéolos
individualizados de uma placa acrilica com cem alvéolos, fixadas com fita adesiva
transparente e identificadas de acordo com a posicdo ocupada na placa. Para a
obtencdo da radiografia, a placa de acrilico com as sementes foi colocada diretamente
sobre um filme radiografico (Kodak MIN-R EV 2000), tamanho de 18 x 24 cm, a uma
distancia de 57 cm da fonte emissora de raios X (FAXITRON X-Ray, modelo MX-20),
utilizando-se intensidade de 25 kV e 40 segundos de exposicdo (ATHAYDE SOBRINHO
et al., 2002).

Os filmes foram revelados em processadora (Hope X-Ray, modelo 319
Micromax). Em seguida, as imagens das radiografias foram captadas em scanner
(Umax, modelo Power Look 1100) e transferidas para o computador. As andlises das
imagens possibilitaram a ampliacédo e a avaliagdo de cada semente radiografada.

Apos a radiografia, foi instalado o teste de germinacéo, segundo as Regras para
Andlise de Sementes-RAS (BRASIL, 2009). Na instalacdo do teste de germinacao, as
sementes (em grupos de 10) foram distribuidas equidistantemente no terco superior do
substrato, papel toalha “Germitest”. As folhas de papel foram umedecidas com
quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa das mesmas. Os rolos foram

colocados em germinador e mantidos a 25° C. ApoOs cinco dias, decorridos da
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instalacdo do teste, as plantulas (normais e anormais) e as sementes mortas foram
fotografadas com camera digital (Nikon, modelo D1) acoplada ao computador.
Posteriormente, as imagens obtidas de plantulas (normais e anormais) e de sementes
mortas foram comparadas paralelamente as imagens de raios X, sendo examinadas
simultaneamente. Dessa forma, relacionaram-se os danos causados pelo caruncho com
as alteracbes na germinacao das sementes.

A classificacdo dos danos foi efetuada pelos critérios descritos por Cicero et al.,
(1998), com adaptacBes (Tabela 1). Neste caso, para cada semente foram atribuidas
duas notas, a primeira referente aos danos presentes no eixo embriondrio e a segunda
referente aos danos nos cotilédones. Quando ndo havia presenca de dano no eixo
embriondrio e nem nos cotilédones, ou seja, dano ndo observado, atribuiu-se nota 1.1
para a imagem obtida da semente por meio de raios X. Danos néo severos sdo aqueles
gue ocorrem tanto no eixo embriondrio quanto nos cotilédones, mas que nédo interferem
na formagéo de uma plantula normal; dessa forma, atribuia-se nota 2.2 para os casos
em que o dano foi classificado como ndo severo tanto para o eixo embrionario quanto
para os cotilédones. Por outro lado, o dano foi classificado como severo quando ocorria
no eixo embrionario ou nos cotilédones numa extensdo maior, causando interferéncia
na germinagcdo das sementes, impedindo a formacé&o de uma plantula normal; danos
presentes nos cotilédones, préximos a regido do eixo embrionério, geralmente, também
foram considerados como severos, pois esses afetam a translocacdo de nutrientes para
0 eixo embrionario durante o processo de germinacdo. Assim, para esta Ultima situacao,

atribuia nota 3.3, significando danos severos no eixo embrionario e nos cotilédones.

Tabela 1 - Critérios utilizados para caracterizar as notas para os danos
causados pelo caruncho no eixo embrionario e nos cotilédones da
semente de feijao-caupi, por meio de imagens de raios X.
Piracicaba, SP, USP/ ESALQ, 2009

Nivel do dano Eixo Embrionario Cotilédones
N&o observado 1 1
N&o severo 2 2

Severo 3 3
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Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (trés
cultivares e duas linhagens) e quatro repeticbes de 50 sementes cada. Utilizou-se o
teste F para analise da variancia e o teste de Tukey, em nivel de probabilidade de 5%

de erro, para a comparacéo das medias.

5.3 Resultados e discusséo

O exame simultdneo das imagens internas da semente (radiografias), das
plantulas e das sementes mortas apos o teste de germinacéo, permitiu proceder a um
diagndstico para cada caso, podendo-se, dessa forma, estabelecer relagdes de causa e
efeito, a exemplo do que foi realizado para feijado comum por Mondo et al. (2009).

Na Tabela 2, encontram-se os valores médios, em porcentagem, referentes a
intensidade de danos na regido do eixo embrionario e, ou cotilédones causados por
carunchos, nas trés cultivares e duas linhagens analisadas, detectados pelo teste de
raios X.

Tabela 2 - Valores médios (%) de sementes com diferentes notas atribuidas
aos danos causados pelo caruncho, no eixo embrionario e nos
cotilédones, nos cinco lotes avaliados por meio de raios X.
Piracicaba, SP, USP/ESALQ, 2009

Local do dano Gendtipos T N;;a 3

L ESP 10 100 a* 0b 0b

Eixo IPA-206 635b 10,5a 26 a
embrionario L 281.095 95a 05b 45b
BRS-Pajeu 98,5a 0Ob 15b

BRS-Potengi 94,5 a 1b 45b

CV (%) 4,82 39,81 40,48

L ESP 10 100 a Oc Oc
IPA-206 21,5d 29,5 a 49 a
Cotilédones L 281.005 84c 95b 6,5b
BRS-Pajeu 955b 3 bc 15c

BRS-Potengi 88,8 bc 45 bc 7b

CV (%) 571 46,20 13,38

'Dano n&o observado; “dano ndo severo; *dano severo. “Na coluna, para cada
local de dano, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

As sementes da cultivar IPA-206 apresentaram maior ocorréncia de danos

classificados como severos (nota 3.3), no eixo embrionario e nos cotilédones, diferindo
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dos demais gendtipos. Entretanto, a ocorréncia de dano ndo severo foi menor para as
cultivares BRS-Pajeu e BRS-Potengi e as linhagens L ESP 10 e L 281.005, podendo-se
destacar que esses quatro gendtipos apresentaram maiores médias de sementes sem
danos, tanto no eixo embrionario quanto nos cotilédones.

As porcentagens de plantulas normais, anormais e de sementes mortas,
observadas na primeira contagem do teste de germinagdo, em sementes que
apresentaram danos por caruncho, avaliadas pelo teste de raios X, estdo contidas na
Tabela 3. Com os resultados obtidos, pode-se verificar que as sementes que nhao
apresentaram danos no eixo embrionario nem nos cotilédones (Figura 1A) deram
origem, na maioria dos casos, a plantulas normais (Figura 1B) apds a avaliacdo da
germinacdo no dia indicado pelas RAS para a primeira contagem, como pode ser
observado para as cultivares BRS-Pajeu e BRS-Potengi e nas linhagens L ESP 10 e L
281.005 (Tabela 3). Contudo, algumas sementes em que ndo foram observadas danos
(nota 1.1) geraram plantulas anormais; esse tipo de problema segundo Burg et al.
(1994) pode ocorrer devido a infeccdo por microrganismos, deterioracao fisioldgica e,

ou, a morte de tecidos.

Figura 1 - Imagem de semente da linhagem L ESP 10 obtida por meio do teste de
raios X, sem dano por caruncho (A), nota 1.1, originando uma plantula
normal (B)



Tabela 3 - Valores (%) de plantulas normais (PN), de plantulas anormais (PA) e
de sementes mortas (SM) obtidos no teste de germinagdo e
respectivas notas atribuidas as imagens de raios X, para danos por

caruncho. Piracicaba, SP, USP/ESALQ, 2009

Nota* L ESP 10 IPA-206 L 281.005 BRS-Pajeu BRS-Potengi

PN PA~ SM PN PA SM PN PA- SM PN PA SM PN PA SM

11 955 45 0 80 115 10 715 115 10 94 15 O 780 80 25
1.2 0 0 0 120 105 05 85 0 0,5 3 0 0 25 10 O
13 0 0 0 55 125 20 15 05 0 0 0 0 2,5 0
21 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2.2 0 0 0 15 25 0 0,5 0 0 0 0 0 0,5 0
2.3 0 0 0 20 40 0 0 0 0 0 0 0 0 05 O
3.1 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3.2 0 0 0 0 2,5 0 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0

3.3 0 0 0 05 185 40 20 20 05 05 05 05 20 15 05
T 955 45 0O 305 62 75 84 14 20 975 20 05 86 11 3

*1. Danos nao observados, 2. Danos nao severos, 3. Danos severos. O
primeiro algarismo da nota refere-se ao eixo embrionario e o segundo aos
cotilédones.
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Para os danos classificados como severos, tanto nos cotilédones como no eixo

embrionario, para as sementes dos cinco genotipos, houve relacdo direta entre os

danos e as quantidades de plantulas anormais e de sementes mortas quando

considerada a primeira contagem do teste de germinagcdo. A quantidade de sementes

mortas para os cinco genotipos foi baixa, com porcentagem mais elevada (7,5%) para

IPA-206.

As sementes com danos por caruncho séo representadas nas Figuras 2A, 3A, 4A

e 5A. Na Figura 2A, observa-se uma semente apresentando dano severo apenas nos

cotiléedones (nota 1.3), resultando em uma plantula anormal (Figura 2B). Segundo

Cicero et al. (1998), os danos presentes nos cotilédones que causam restricbes na

translocacdo de nutrientes para o eixo embrionério, ou 0os que ocorrem diretamente

sobre o eixo embrionario, afetam negativamente a germinacao das sementes.
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Figura 2 - Imagem de semente da cultivar IPA-206 obtida por meio do teste de raios
X, com dano por caruncho (C), nota 1.3, originando uma plantula anormal
(D). Piracicaba, USP/ESALQ, 2009

Na Figura 3A observa-se uma semente que tem dano ndo severo no eixo
embrionario e dano severo na regido cotiledonar, classificada com a nota 2.3 e que

originou uma plantula anormal (Figura 3B).

Figura 3 - Imagem de semente da cultivar IPA-206 obtida por meio do teste de raios X,
com dano por caruncho (A), nota 2.3, originando uma plantula anormal (B)
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A Figura 4A mostra uma semente com nota 3.2, pois apresenta dano severo no
eixo embriondrio e ndo severo na regido dos cotilédones, resultando em plantula

anormal (Figura 4B).

Figura 4 - Imagem de semente da cultivar BRS-Pajeu obtida por meio do teste de raios
X, com dano por caruncho (A), nota 3.2, originando uma plantula anormal (B)

A Figura 5A, tem uma semente com dano severo nos cotilédones e no eixo
embrionario com nota 3.3, que no final do teste de germinacao originou uma semente

morta (Figura 5B).

Figura 5 - Imagem de semente da cultivar IPA-206 obtida por meio do teste de raios X,
com dano severo por caruncho (A), nota 3.3, originando semente morta (B)

Com base nas sementes analisadas das trés cultivares e das duas linhagens,

evidenciou-se que quando ocorrem danos severos no eixo embrionario e nos
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cotilédones, as sementes morrem ou originam plantulas anormais. Esse mesmo
resultado foi detectado para sementes de feijdo comum (FORTI et al., 2008) e de soja
(PINTO et al.,, 2009), em que foi verificado que danos provocados por percevejos,
classificados como severos, ou seja, ocorrentes no eixo embrionario e, ou nos
cotilédones, originaram plantulas anormais ou sementes mortas.

Pelos resultados obtidos, verifica-se que o teste de raios X é eficiente para a
avaliacdo de danos causados por caruncho em sementes de feijdo-caupi permitindo

relacionar os eventuais danos com 0s prejuizos causados a germinacao.
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Quality of minimally processed cowpea

In Brazil, cowpea is marketed as dried seeds, in fresh pods and unripe shelled
grains. However, today minimally processed green shelled grains are unavailable in the
market. The aim of this study was to determine the best packing and storage
temperature for minimal processing green shelled cowpea grains. Esperanga cultivar
was chosen to perform this study because it combines green cotyledons and green
testa that are traits desired for minimal processing. The fresh pods were sanitized in a
sodium hypochlorite solution at concentration of 100 ppm for 10 minutes. Afterward,
the grains were shelled by hand from the pods. Then, 120 g grains were placed in
polystyrene trays and covered with 3 different types of films (PVC, PEBD, PP). These
films were trialed at modified atmosphere. However, only for PEBD partial vacuum was
applied. Grains were stored at 1, 5 and 10° C for 9 days. Were evaluated gas
composition inside the packages, mass loss, grain appearance, number of days for
mold growth and odor after package opening. Treatments were arranged in a factorial
design with 3 temperatures (1, 5 and 10° C) and 4 storage periods (0 days, 3 days, 6
days, and 9 days). The data were submitted to ANOVA considering the means of the
plots and were compared by Tukey test at 5% of probability. Results revealed that
there was no loss of grain mass. Additionally, was found that over the days the grains
were getting yellowed and darkened around the hilum. It was also found that
condensation did not occur in trays covered with PVC film. In contrast, in trays covered
with PEBD and PP films occurred condensation. As regards appearance, the grains that
were stored at 1° C and were placed in trays covered with PVC film kept its qualities for
longer period.
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Using X-ray to evaluate damage caused by storage insects in cowpea seeds

In Brazil, cowpea [Vigna unguiculata (L.) Walp] is prominent in the Northeast
Region, it is a typical culture of family farming. The damage caused by weevil in seeds
of cowpea has been studied by several researchers. Through X-ray imagens, the
internal structures of the seed can be visualized, identifying possible alterations and
damage. Thus, this work aims to identify the damage caused by weevil (Callosobruchus
maculatus) and its relationship concerning the physiological quality in seeds of cowpea
through X-ray analysis. Five cultivars were used: IPA-206, IPA-207, Pajel, Potingi and
Esperanca. The samples were subjected to X-ray and of the first count of germination
tests in order to determine the cause and the effect damage caused by weevil and seed
germination. The X-ray test has been evaluated considering the severity and location of
damage. For severe damage, located in the embryonic axis and/or in the cotyledons, it
resulted abnormal seedlings and dead seeds. Therefore, the X-ray test is effective in
assessing the damage caused by the cowpea seeds weevil to relate the damage to
losses to germination.
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Use of X-ray to evaluate damage caused by weevils in cowpea seeds

Roberto de A Melo; Victor Augusto Forti; Silvio M Cicero; Ana DLC Novembre; Paulo César T de Melo
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ABSTRACT

In Brazil, the cowpea [Vigra unguicuiata(L.) Walp), is important
in the Northeast Region, where it is typically grown on family
farms. The importance of the damage caused to the seed quality of
this species by stored pests has been described in various studies.
Using X-ray, it is possible to see the internal seed structures and
identify possible changes and damage. The objective of this study
was to identify the damage caused by the weevil [Callosobruchus
maculatus (Fabr.)] by analyzing X-ray and evaluate its relationship
to the physiological quality of the cowpea seed. Three cultivars
were used (IPA-206, BRS-Pajeu and BRS-Potengi) and two lines
(L 281.005 and L ESP 10). The samples were exposed to X-ray
and germination test to determine the cause-effect relationship
between weevil damage and seed germination. X-ray images were
evaluated to determine damage severity and location in the seed. Seed
damage classified as severe, located in the embryonic axis or in the
cotyledons, resulted in abnormal seedlings or dead seeds. The X-ray
test. therefore, is efficient for evaluating weevil damage in cowpea
seeds and the damage caused to be associated with any resulting
adverse germination effects.

Keywords: Vigna unguiculata, Callosobruchus maculatus, image
analysis, internal damage.

RESUMO

Utiliza¢fio de raios X na avalia¢io de danos causados por
caruncho em sementes de feijao-caupi

No Brasil, o feijio-caupi [Figna unguiculata (L.) Walp], tem
destaque na Regifio Nordeste, sendo uma cultura tipica da agricultura
familiar. A importdncia dos danos causados por pragas de armazena-
mento em sementes da referida espécie, em relacdo  sua qualidade,
tem sido evidenciada em vérios trabalhos. Através de imagens de raios
X ¢ possivel visualizar as estruturas internas da semente, identificando
possiveis alteragdes e danificagdes. Dessa forma, esse trabalho teve
o objetivo de identificar os danos causados por caruncho {(Calloso-
bruchus maculatus) e sua relagiio com a qualidade fisioldgica das
sementes de fetjdo-caupi, por intermédio da analise de raios X. Foram
utilizadas trés cultivares (IPA-206, BRS-Pajeu ¢ BRS-Potengi) e duas
linhagens (L 281.005 ¢ L ESP 10). As amostras foram submetidas
ao teste de raios X e ao teste de germinagdo, a fim de determinar a
relagio de causa ¢ efeito entre 0s danos provocados pelo caruncho e
a germinacdio das sementes. Nas avaliagGes das imagens de raios X
foi considerada a sevetidade e a localizagfio dos danos na semente.
Para os danos classificados como severos, localizados no eixo em-
briondrio e, ou nos cotilédones, as sementes originaram plantulas
anormais ou as sementes estavam mortas. Portanto, o teste de raios
X ¢ cficiente para a avaliag@o dc danos causados pot caruncho em
sementes de feijdo-caupi, permitindo relacionar os eventuais danos
com os prejuizos causados & germinagao.

Palavras-chave: Vigna unguiculata, Callosobruchus maculatus,
andlise de imagens, danos internos.

(Recebido para publicacfio em 18 de novembro de 2009; aceito em 15 de outubro de 2010)
(Received on November 18, 2009; accepted on October 15, 2010)

he cowpea [Vigna unguiculata (L.)

Walp] is one of the most adapted,
versatile and nutritious legumes among
the cultivated species. It is grown on
11 million hectares in tropical and
subtropical regions of Africa, Asia
and the Americas (Singh et al., 2002).
In Brazil, the cowpea is grown in the
Northeast Region and is a typical crop
of family agriculture (Freire Filho ez al,,
2005), being the principal subsistence
crop in the semi-arid region (Silva,
2005).

The importance of the damage
caused by the weevil, Callosobiuchus
macuiatus (Fabr., 1775) (Coleoptera;

Bruchidae), to the quality of cowpea
seeds has been described by various
researchers (Tanzubil, 1991; Quintinela
et al., 1991; Gallo er al., 2002; Silva
et al., 2005; Pereira et al., 2008).
This damage is a consequence of the
colonization of the interior of the seeds
by the larvae, and causes weight loss,
commercial devaluation, a reduction in
nutritive value and product hygiene by
the presence of feces, eggs and insects,
and also reduced seed germination
{Gallo et al., 2002).

This weevil species is considered
the most important pest of cowpea
during storage and can cause losses
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of up to 60% (Tanzubil, 1991). The
adult beetle is about 3 mm long, with
brownish marks on the elytra, which
form a “X” at rest and it survives for
around 5 to 8 days. The female lays an
average of 80 eggs on the seed surfaces
(Quintinela et al., 1991) and emerging
larvae penetrate the seeds, feeding on
the internal contents. Inside the seeds,
the larvae turn into pupae and, after
emergence, the adults break through
the tissues and start the biological cycle
once more (Silva ef al., 2005).

The low energy X-ray test for
determining the physical quality of
seeds is recommended by ISTA. (1996).

Hortic. bras., v. 28, n. 4, out.- dez, 2010
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This technique was first introduced into
Sweden in the 1950s, to evaluate the
seed quality of forest species (Simak &
Gustafsson, 1953). According to Bino
et al. {1993), when the X-ray passes
through a seed, the radiation is absorbed
to various degrees, depending on seed
thickness, density, composition and the
radiation wave length, thus creating a
permanent image on radiographic film.
It is a quick, non-destructive method for
detecting well-formed and badly-formed
seeds with mechanical damage and
insect attack (ISTA, 1996) producing
a permanent image on the radiographic
film.

With this X-ray image, it is possible
to observe the internal seed structures,
identifying possible changes, especially
in the embryonic axis (ISTA, 1995).
According to Cicero & Banzatto Junior
(2003), the use of X-ray image analysis
to evaluate seed quality is promising; it
constitutes a precise method where the
internal seed structures can be examined
from enlarged images to show details of
the damaged area, its location and extent.
Since this method is non-destructive, the
seed can be submitted to physiological
tests and a cause and effect relationship
can be established.

The technique of image analysis
with X-ray has been used to evaluate
the physiological potential of Cucumis
melo seeds (Kamra, 1966; Obando-
Flor, 2003), Pinus sylvestris L. (Simak,
1991), Selanum lycopersicum (Liv et al.,
1993), Peltophiorum dubium (Oliveira et
al., 2003) and Cecropia pachystachya
(Pupim et al., 2008). This technique also
detects damage from humidity (Pinto
et al., 2007) and mechanical damage
to soybean seeds (Obando-Flor, 2003)
and corn (Cicero et af., 1998) and also
damage by stinkbugs in common bean
seeds {Forti ¢ al., 2008).

Both the physical damage caused by
insects, and also other types of damage,
can be quickly identified by X-ray with
promising results (Simak, 1980).

The objective of this study was
to identify the damage caused by
weevils and its relationship with the
physiological quality of cowpea seeds,
by the X-ray analysis technique.

MATERIAL AND METHODS

Hortic. bras., v. 28, n. 4, out.- dez. 2010

The research was done at the Seed
Analysis Laboratory of the Crop Science
Department, of Sdo Paulo University
in Piracicaba, Séo Paulo State, on the
March-June period of 2069.

The seeds from three cowpea cultivars
were used (FPA-206 (IPA), BRS-Pajeu
and BRS-Potengi (Embrapa)) and two
lines (L ESP 10 (UFRPE/IPA) and L
281.005 (IPA)). The seeds were obtained
from the institutions who owned the
genotypes and they had been kept in
cold and dry storage for a year.

To detect internal damage, the seeds
were exposed to X-ray, using four
replications of 50 randomly chosen
seeds for each of the three cultivars and
two lines, respectively, totaling 200
X-rayed seeds per genotype. The seeds
were placed in individual wells in a 100-
well acrylic plate, kept in place with a
transparent adhesive tape and identified
according to their position on the plate.
The X-ray was obtained by placing the
acrylic plate with the seeds directly on
an X-ray film (Kodak MIN-R EV 2000),
measuring 18 x 24 cm, at a distance of
57 em from the X-ray emission source
(FAXITRON X-Ray, model MX-20),
using an intensity of 25 kV and a 40-
second exposure.

The films were developed in a
processor (Hope X-Ray, model 319
Micromax) and then the X-ray images
were scanned (Umax, model Power
Look 1100) and transferred to a
computer. Image analyses permitted
the enlargement and evaluation of each
X-rayed seed,

The germination test was done after
the X-ray procedure, according to the
Rules for Seed Analysis (RSA) (Brasil,
2009). For the germination test, the
seeds (in groups of 10) were distributed
equidistantly on the upper third of the
substrate overa paper towel “Germitest™.
The paper sheets were moistened with
a quantity of water equivalent to 2.5
times their weight. The paper rolls were
then placed in a germinator and kept at
25°C. Five days after starting the test,
the seedlings (normal and abnormal)
and the dead seeds were photographed
with a digital camera (Nikon, model
D1) attached to a computer. Later,
the images of the obtained seedlings
(normal and abnormal) and dead seeds

were compared, side-by-side, with the
X-ray images so thatany weevil damage
could be associated with any changes in
seed germination.

Damage was classified according
to criteria described by Cicero et al.,
(1998) with some modifications. Each
seed was given two rankings, the first
referring to damage to the embryonic
axis and the second, to any cotyledon
damage. When there was no damage to
the embryonic axis or to the cotyledons,
that is, no damage was observed, a
rartking of 1.1 was given to the X-ray
image of the seed. Light damage is that
observed in both the embryonic axis
and the cotyledons, but which does
not affect normal seedling formation;
thus, a 2.2 was given to cases where
the damage was classified as not being
severe, either for the embryonic axis or
for the cotyledons. On the other hand,
damage was classified as severe when
it was greater on the embryonic axis
or cotyledons and interfered with seed
germination, stopping normal seedling
formation; damage to the cotyledons,
next to the embryonic axis region, was
also generally considered as severe,
since it affects nutrient translocation to
the embryonic axis during germination.
Therefore, this last situation was given a
ranking of 3.3, signifying severe damage
to the embryonic axis and cotyledons.

The experimental design was
completely random, with 5 treatments
(three cultivars and two lines) and 4
replications of 50 seeds each. Analysis
of variance was done using the F test
and the Tukey test to compare means at
a 5% probability level.

RESULTS AND DISCUSSION

The simultaneous examination of the
internal seed images (X-ray), seedlings
and dead seeds after the germination
test permitted a diagnosis for each case,
resulting in the establishment of a cause
and an effect, as was done in common
beans by Mondo ef af. (2009).

Table 1 shows mean values in
percentages for damage intensity
detected by X-ray, caused by weevils
to the embryonic axis region and, or the
cotyledons, in the three cultivars and
two lines analyzed.
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Table 1. Mean values (%) for seeds with different damage rankings given for weevi] dam-
age to the embryonic axis and cotyledons in the 3 lots evaluated by X-ray (valores médios
(%) de sementes com diferentes notas atribuidas aos danos causados pele caruncho. no eixo
embriondrio e nos cotilédones. nos cinco lotes avaliados por meio de raios X). Piracicaba.

USP/ESALQ. 2009

Damage ranking'

Damage site Genotypes I 3 3
LESP 10 100.0 a* 0.0b 0.0b
[PA-206 63.5b 1052 26.0a
Embryonic axis L. 281.005 95.0a 05b 450
BRS-Pajeu 98.5a 0.0b 1.5b
BRS-Potengi 94.5a 1.0b 4.5b
CV (%) 4.82 39.81 40.48
LESP10 100.0 a 00c 0.0¢
TPA-206 21.5d 29.5a 49.0a
Cotyledons L. 281.005 84.0¢ 9.5b 6.5b
BRS-Pajeu 95.5b 3.0 be 1.5¢
BRS-Potengi 88.8 be 4.5 be 7.0b
CV (%) 5.71 46.20 13.38

'Damage rankings 1= Undamaged; 2= Light damage; 3= Severe damage; “In the column,
for each site of damage, means followed by the same letter do not differ among themselves
based on the Tukey test, at the 5% probability level (valores de dano [= nio observado; 2=
dano nde severo; 3= dano severo, *Na coluna, para cada valor de dano, médias seguidas da
mesma letra ndio diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade).

Table 2. Values (%) for normal seedlings (NS), abnormal seedlings (AS) and dead seeds (DS},
obtained in the germination test and respective rankings given to X-ray images for weevil
damage (valores (%) de plantulas normais {NS), de plantulas anormais (AS) e de sementes
mortas (DS) obtidos no teste de germinagio ¢ respectivas notas atribuidas as imagens de
raios X, para danos por caruncho). Piracicaba, USP/ESALQ, 2009

Damage ranking*®

Genotypes

1.1 1.2 1.3 21 22 23 31 32 33
NS 955 0 0 0 0 0 0 0 0
LESP 10 AS 45 0 0 0 0 0 0 0 0
DS 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NS 80 120 55 05 15 20 0. 0 0.5
IPA-206 AS 115 105 125 0 25 40 0 25 185
DS 1.0 05 20 0 0 0 0 0 4.0
NS 715 85 15 0O 05 0 0 0 2.0
L 281.005 AS 115 ¢ 05 0 0 0 0 0 2.0
DS 10 035 0 0 0 0 0 0 0.5
NS 940 30 0 0 0 0 0 0 0.5
BRS-Pajeu AS 15 0 0 0 0 0 0 0 0.5
DS 0 0 0 0 0 0 0 0 0.5
NS 780 25 25 0 05 0 0 05 20
BRS-Potengi AS 80 10 0 0 0 05 0 0 1.5
DS 25 0 0 0 0 0 0 0 0.5

* 1= undamaged, 2= light damage, 3= severe damage, The first algarism of the ranking refers
to the embryonic axis and the second algarism to the cotyledons (1= danos nio observados.
2= danos ndo severos, 3= danos severos. O primeiro algarismo da nota refere-se ao eixo

embriondrio ¢ o segundo aos cotilédones).
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Seeds of cultivar [PA-206 showed
more damage to the embryonic axis
and cotyledons, which was ranked as
severe (3.3), compared to the other
genotypes. However, the occurrence
of light damage was less for the BRS-
Pajeu and BRS-Potengi cultivars and
the L.ESP 10 and L 281.005 lines, with
these four genotypes showing higher
mean number of seeds with no damage
either to the embryonic axis or to the
cotyledons.

The percentages of normal and
abnormal seedlings and dead seeds
observed in the germination test, for
seeds which have weevil damage and
were evaluated by X-ray, are shown
in Table 2. The results demonstrate
that those seeds which suffered no
damage to the embryonic axis or
cotyledons (Figure I Ay mostly produced
normal seedlings (Figure 1B) after the
evaluation of germination on the day
stipulated by the RSA for the first count.
This can be seen for the cultivars BRS-
Pajeu and BRS-Potengi and the lines
L ESP 10 and £ 281.005 (Table 2).
However, some seeds where no damage
was observed (ranking 1.1) produced
abnormal seedlings; according to Burg
et al. (1994), this type of problem may
be due to infection by microorganisms,
physiological deterioration and, or tissue
death.

For damage ranked as severe, both
to the cotyledons and embryonic axis,
for seeds from the five genotypes,
there was a direct relationship between
damage and the number of abnormal
seedlings and dead seeds, considering
the first count of the germination test.
The number of dead seeds in the five
genotypes was low, with the highest
percentage {7.5%) for IPA-206.

Seeds with weevil damage are
shown in Figures 1C, 2A, 2C and 2E.
Figure 1C, shows a seed with severe
damage only to the cotyledons (ranking
1.3), resulting in an abnormal seedling
(Figure 1D). According to Cicero ef al.
(1998), damages to cotyledons, which
restrict nutrient translocation to the
embryonic axis, or which directly affect
the embryonic axis, adversely affect
seed germination.

Figure 2A shows a seed with light
damage to the embryonic axis and
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Figure 1. Image of a seed of the L ESP 10 line obtained from X-ray, undamaged by weevils
(A), ranking 1.1, resulting in 2 normal seedling (B). Image of the seed of cultivar IPA-206
obtained from X-ray, with weevil damage (C), with ranking 1.3, resulting in an abnormal
seedling (D) (imagem de semente da linhagem L ESP 10 obtida por meio do teste de raios
X, sem dano por caruncho (A), nota 1.1, originando uma plantula normal (B). Imagem de
semente da cultivar IPA-206 obtida por meio do teste de raios X, com dano por caruncho
(C), nota 1.3, originando uma plantula anormal (D)). Piracicaba, USP/ESALQ, 2009,

severe damage to the cotyledonal
region, ranked as 2.3 and gave rise to an
abnormal seedling (Figure 2B).

Figure 2C shows a seed classified
as 3.2, which has severe damage to the
embryonic region and light damage to
the cotyledonal region, resulting in an
abnormal seedling (Figure 2D).

Figure 2E has a seed with severe
damage to the cotyledons and the
embryonic axis, classified as 3.3, which
produced a dead seed on the germination
test (Figure 2F). Based on an analysis of
the seeds of the three cultivars and two
lines, it was seen that severe damage
to the embryonic axis and cotyledons
resulted in dead seeds or abnormal

Hortic. bras.. v. 28, n. 4, out.- dez. 2010

seedlings. The same result was also
verified in common bean seeds (Forti ef
al., 2008) and in soybean seeds (Pinto et
al.. 2009), where that stinkbug damage
ranked as severe, that is, occurring to the
embryonic axis and, or the cotyledons,
resulted in abnormal seedlings or dead
seeds.

The results show, therefore, that
X-ray are efficient for evaluating weevil
damage in cowpea seeds, and permit this
damage to be associated with harmful
effects caused at germination.
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Figure 2. Image of a seed ol cultivar [PA-206 obtained from X-ray. with weevil dumage
(A). with ranking 2.3. resulting in an abnormal seedling (B). Image of a seed of cultivar
BRS-Pajeu obtained {rom X-ray, with wees il damage (C), with ranking 3.2, resulting in an
abnosmal seedling (D). Image of the seed of cultivar 1PA-206 obtained rom N-rav. with
severe weevil dumage (L), withranking 3.3, resulting in a dead seed (F) timagem Je semente
da cultivar [PA-206 obtida por meio do teste de raios X, com dano por carunche (A ). nota
2.3, eriginando uma plantula anormal (B). Imagem de semente da cultisar BRS-"ajeu abtida
por meio do teste de raios X, com dano por carunche (C). nota 3.2. originando uma plintuia
anormal (D). Imagem de scmente da cultis ar IPA-206 obtida por meio do tesie de rajos X,
com dano severo por caruncho (E). nota 3.3, originando semente morta (1)), Piracicaba.
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