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RESUMO

O girassol pode apresentar elevado grau de dorméncia em sementes recém colhidas, o que
dificulta a avaliacdo do seu potencial fisiolégico por métodos dependentes da germinagdo e
desenvolvimento de plantulas. O teste de tetrazolio (TZ) ¢ um teste bioquimico, baseado na
atividade respiratoria da semente, rapido e nao influenciado pela dorméncia. O referido teste
tem sido incorporado em programas de controle de qualidade interno de muitas empresas,
principalmente para espécies em que a metodologia do teste tenha sido adaptada. A
metodologia do TZ para estimativa da viabilidade e do vigor de sementes de girassol ainda
nao esta consolidada. Assim, o presente trabalho teve por objetivo determinar procedimentos
eficientes para a conducao do teste de tetrazolio em sementes de girassol. Foram selecionados
quatro lotes da cultivar BRS122, avaliados inicialmente quanto ao grau de umidade,
germinacdo e emergéncia de plantulas em campo. Para o estudo do TZ-viabilidade, testou-se:
procedimentos para extragao do pericarpo e tegumento; hidratagao direta em dgua por 16 ¢ 18
h sob temperatura de 25°C; coloracdo em solucdo de tetrazélio nas concentragdes de 0,1 e
0,5% por periodos de 2, 3 e 4 h; e concentracao de 1,0% nos periodos de 1, 2 e 3 h, mantidos
sob temperatura de 30 °C. A avaliagdo do TZ-viabilidade em sementes de girassol pode ser
realizada com hidratagdo das sementes por imersao em agua, durante 16 h, a 25 °C; com
retirada do pericarpo e tegumento, realizando-se corte longitudinal entre os cotilédones de até
1/3 o comprimento do aquénio; coloracao por imersao em solucdo de tetrazolio a 0,1%, por 3
h, a 30 °C. Para condugdo do TZ-vigor as sementes devem ser submetidas a hidratagdo direta
em agua por 16 h, a 25 °C, e coloridas na solucao de tetrazolio na concentragao de 0,1% por 3
h a 30 °C. Em fungdo dos resultados, foram obtidas cinco classes de qualidade: viaveis de alto
vigor, viaveis de médio vigor, viaveis de baixo vigor, ndo viaveis e mortas. Concluiu-se que o
teste de tetrazolio ¢ eficiente na avaliacdo da viabilidade e vigor de sementes de girassol.

Palavras-chave: Dorméncia; viabilidade e vigor.



ABSTRACT

The sunflower can demonstrate high degree of dormancy in freshly harvested seeds, which
difficult to assess their physiological potential by methods dependent on the germination and
seedling development. The tetrazolium test (TZ) is a biochemical test based on the respiratory
activity of seeds, independent of the seeds germination which makes it a fast and not
influenced by the seed dormancy. This test has been often used in programs of internal quality
control of many companies especially for those crops in which the testing methodology has
been adapted. The methodology for estimating the viability and vigour by the TZ of
sunflower seeds is not yet standardized. This study aimed to establish efficient procedures for
the conduct of the tetrazolium test in sunflower seeds. Four lots of sunflower seeds were used,
which were evaluated for moisture content, germination and seedling field emergence. For the
TZ-viability study, some procedures were evaluated: best procedure for extraction of the
pericarp and seed coat; hydration by immersion in water for 16 and 18 h at 25 ° C, staining in
tetrazolium solution at concentrations of 0.1% and 0.5% for 2, 3 and 4 h at 30 °C; and
staining in tetrazolium solution at 1.0% for 1, 2 and 3 h at 30 ° C. The assessment of viability
in TZ-sunflower seeds can be performed with the seeds hydrated by immersion in water
during 16 h at 25 °© C, with removal of the pericarp and seed coat, performing longitudinal
section between the cotyledons up to 1 / 3 the length achene and coloring by immersion in
tetrazolium solution 0.1%, for 3 h at 30 ° C. For conducting of the TZ-vigour the seeds were
directly hydrated in water for 16 h at 25 °© C, and they were colored at tetrazolium solution in
the concentration of 0.1% for 3 h at 30 © C. By the resulted were obtained five quality classes:
viable and high vigour, viable and medium vigour, viable and low vigour, non-viable and
dead. It was concluded that the tetrazolium test is effective in assessing the viability and vigor
of sunflower seeds.

Keywords: Dormancy; viability and vigour.
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1. INTRODUCAO GERAL

O girassol (Helianthus annuus L.) ¢ uma espécie oleaginosa nativa da América do
Norte, com destaque no cendrio nacional e internacional pela producao de 6leo comestivel de
alta qualidade, rico em acidos graxos essenciais. Além disso, a cultura ¢ considerada fonte
alternativa para produ¢do de biocombustivel (Rossi, 1998; Dall’ Agnol et al., 2005).

Na agricultura moderna ¢ cada vez mais exigida a qualidade dos insumos e, sabendo-
se que a semente ¢ um dos principais insumos investidos no empreendimento agricola, a
industria sementeira tem introduzido programas de controle de qualidade nas diferentes etapas
que envolvem a producdo de sementes (McDonald, 1998; TeKrony, 2003; Marcos Filho,
2005).

O teste de germinacgdo ¢ o mais frequentemente utilizado na avaliagdo da viabilidade
das sementes, determinando o potencial maximo de germinacdo de um lote, fornecendo
informagdo sobre o valor das sementes para semeadura e gerando subsidio para diferenciagao
da qualidade dos lotes de sementes. Porém, o teste necessita de um tempo consideravel para
sua conducao, sendo que no caso do girassol este periodo pode atingir até 10 dias (Brasil,
2009). Adicionalmente, sua avaliag¢do ¢ influenciada pelo grau de dorméncia das sementes de
girassol recém colhidas (Rossi, 1998; Marcos Filho et al., 1987; Bianco et al., 1994),
necessitando de tratamentos especificos para superacdo da dorméncia, prolongando assim a
durac¢ao do teste.

Neste sentido, destaca-se o teste de tetrazodlio, considerado completo por ser rapido
(resultados em menos de 24 horas), confidvel (analise individual da semente), possibilitar a
avalia¢do da viabilidade e do vigor, além de ndo ser influenciado pela dorméncia da semente
(Marcos Filho, 2005). Por essas vantagens, o tetrazolio tem sido incluido em programas de
controle de qualidade interno de empresas produtoras de sementes, adotado principalmente
para espécies que ja possuem metodologias adaptadas como soja (Franga Neto et al., 1999),
milho (Dias e Barros, 1999), amendoim (Bittencourt e Vieira, 1999), algodao (Vieira e Von
Pinho, 1999) e feijao (Bhering et al., 1999). No entanto, conforme ressaltou Marcos Filho
(2005) a consisténcia dos resultados do teste de tetrazdlio ¢ dependente do nivel de
treinamento do analista, o que vincula a eficiéncia do teste a um constante treinamento da

equipe técnica, elevando assim os custos do laboratorio.
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Para sementes de girassol, existem recomendacdes nas Regras para Analise de
Sementes - R.A.S. (Brasil, 2009) e na International Seed Testing Association - ISTA (ISTA,
2003) com enfoque para viabilidade. As regras brasileiras (Brasil, 2009) abrangem as
indicacdes da ISTA, permitindo assim uma grande amplitude de recomendagdes, o que
dificulta a padronizagdo das avaliacdes entre laboratorios. Esta amplitude ¢ verificada quanto
ao pré-condicionamento das sementes, que pode ser entre papel (por periodos de 15 a 30
horas, a 25 °C) ou por imersao direta em agua (por 18 horas, a 20 °C), com variagdes no
tempo de exposicdo das sementes a solucao de tetrazélio (0,5 a 3 horas) e concentracao da
solucao (0,5% e 1%).

No caso da avaliagdo do vigor pelo teste de tetrazolio, ndo se encontram na literatura
recomendacdes para sementes de girassol. Os testes de vigor t€ém grande importancia para o
controle de qualidade interno das empresas produtoras de sementes, uma vez que a
identificagdo precisa do potencial fisioldgico ¢ imprescindivel para sua adequada classificagao
e comercializagdo (Marcos Filho, 1994; TeKrony, 2003).

Assim, a presente pesquisa teve por objetivo definir a metodologia mais adequada do

teste de tetrazolio para avaliagdo da viabilidade e do vigor de sementes de girassol.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Cultura do girassol

O girassol (Helianthus annuus L.) ¢ uma espécie anual herbacea, pertencente a familia
Asteraceae, classificada como a quarta oleaginosa mais produzida no mundo, ficando atras da
soja, colza e algoddao (USDA, 2011a). Os principais produtores sdo a Russia, Unido Européia,
Ucrania, Argentina e Turquia, que juntos detém mais de 77% da produ¢cdo mundial (USDA,
2011b).

De seus aquénios (sementes) ¢ extraido 6leo comestivel com alto valor nutricional e,
seu subproduto pode ser utilizado em ragdes animais como fonte de proteina (Dickmann et al.,
2005). Atualmente, a cultura vem sendo empregada como fonte alternativa na produgdo de
biocombustiveis (Dall’Agnol et al., 2005).

No Brasil, o girassol pode ser cultivado durante todo o ano, por possuir boa adaptagao
as condigcdes climaticas das regides produtoras de graos (Rossi, 1998). Assim a cultura tem
sido utilizada como alternativa de cultivo antecessor ou em sucessdo as grandes culturas
tradicionalmente cultivadas, como soja e milho (Lazzarotto et al., 2005), trazendo vantagem
para a industria de 6leo, que ao receber mais uma matéria-prima, diminui a ociosidade de
maquinas ¢ mao-de-obra nos periodos de entressafra das culturas de verao.

Apesar do Brasil possuir aptidao para producdo de girassol em larga escala, ha
necessidade de experiéncia, tradicdo e mercado (Dall’Agnol et al., 2005), sendo que este
conjunto de caracteristicas acarreta uma produgdo muito aquém da capacidade brasileira.

A estimativa da produgdo brasileira de girassol na safra de 2010/2011, de 76,7 mil
toneladas, revela uma reducdo de 48% na produgdo nacional (CONAB, 2011). Apesar de ter
ocorrido um crescimento significativo na produ¢do de girassol nas ultimas décadas, a cultura
ainda estd sujeita a oscilagdes na produgao.

Outra questdo relevante que tem interferido na expansdo do girassol em regides de
aptidao para a cultura ¢ a presengca do mofo branco, doenga causada pelo fungo Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary, principalmente em regides que apresentam temperaturas mais

amenas. O cultivo em sucessdo com a soja, em regides onde essa doenca esta presente, pode
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levar a uma incidéncia de até 100% do campo de girassol, visto que ambas as culturas sao

altamente suscetiveis a doenga (Leite, 2005).

2.2. Dorméncia de sementes

A dorméncia caracteriza-se por ser uma estratégia ou mecanismo de sobrevivéncia e
continuidade da espécie em ambientes temporariamente desfavordveis para seu
desenvolvimento e reprodugdo. E de certa forma uma compensagdo de sua incapacidade de
locomogdo espontanea (Dias, 2005).

A dorméncia ¢ mais do que um simples meio que as sementes possuem para nao
germinar, ¢ uma caracteristica determinada por fatores genéticos, mas que a sua indugdo
ocorre por estimulos presentes no ambiente (Baskin e Baskin, 1998; Cardoso, 2004).
Sementes dormentes sdo aquelas que mesmo quando fornecidas condigdes teoricamente
adequadas de 4gua, temperatura, luz e oxigénio, ndo sao capazes de ativar completamente o
mecanismo metabolico, pois apresentam algum tipo de bloqueio que impede a ocorréncia da
germinagdo (Cardoso, 2004; Dias, 2005, Marcos Filho, 2005).

Baskin e Baskin (2004) sugeriram um sistema de classificacdo internacional para
dorméncia de sementes. De acordo com os autores, a dorméncia pode ser dividida em classes,
niveis e tipos. A proposta segue a divisao da dorméncia nas seguintes classes: dorméncia
fisiologica, dorméncia morfoldgica, dorméncia morfofisioldgica, dorméncia fisica e uma
combinagdo entre dorméncia fisiologica e fisica.

A dorméncia também pode ser dividida como: a) endégena, que por sua vez, pode ser
subdividida em dorméncia fisioldgica, morfologica e morfofisiologica, onde o bloqueio da
germinagdo estd relacionado ao embrido e eventualmente aos tecidos extra-embrionarios; b)
exogena, que abrange a dorméncia fisica, quimica e mecanica, onde a inibicdo pode ser
proporcionada pelo tegumento, endocarpo, pericarpo e 6rgdos extraflorais (Baskin e Baskin,
1998; Baskin e Baskin; 2004; Cardoso, 2004).

A dorméncia fisiologica estd subdividida em trés niveis: dorméncia ndo profunda,
intermediaria e profunda, sendo que a dorméncia ndo profunda ¢ o tipo mais comum nas
gimnospermas € nas principais classes das angiospermas. Tanto a dorméncia ndo profunda,

quanto a intermediaria pode ser superada por curto periodo de exposicdo ao frio,
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armazenamento seco e/ou aplicacdo exogena de reguladores vegetais em sementes inteiras.
No entanto, as sementes que apresentam dorméncia profunda necessitam de longo periodo de
exposicao ao frio e ndo respondem a tratamentos com reguladores vegetais, sendo necessaria
a excisdao do embrido (Baskin e Baskin, 1998).

Outra forma de caracterizar a dorméncia ¢ quanto a sua origem: dorméncia primaria ou
secundaria. Dorméncia primaria ¢ adquirida durante o periodo de maturacdo das sementes,
podendo ser resposta a estimulos ambientais recebidos pela planta mae. Este tipo de
dorméncia ¢ considerado um padrao genético da espécie, frequentemente observado
independentemente do ano, local e época de producdo, sendo comumente relacionada a
dorméncia anterior a dispersdo (colheita). J4 a dorméncia secundaria ¢ um fendmeno que se
instala apds a dispersao ou colheita das sementes, sendo observada esporadicamente, ou seja,
as sementes geralmente nao apresentam dorméncia na maturidade fisioldgica, e a adquire
geralmente em resposta a determinados estimulos do ambiente (Cardoso, 2004; Dias, 2005;
Marcos Filho, 2005).

A dorméncia das sementes tem um importante papel ecoldgico, visto que ¢ uma
estratégia adaptativa da espécie vegetal a diferentes ambientes, o que garante a presenga e
sucessdo das mais variadas espécies nos diferentes ecossistemas existentes. Outra questdo
importante a ser considerada, ¢ que as sementes de uma mesma planta ndo apresentam a
mesma intensidade de dorméncia, garantindo que a germinagdo ocorra gradativamente ao
longo do tempo, aumentando assim as chances das plantulas se estabelecerem no ambiente
(Cardoso, 2004; Dias, 2005).

A dorméncia em espécies cultivadas nem sempre ¢ desejada, e em sua maioria esta
caracteristica foi perdida pela domesticacdo e sucessivas sele¢des do melhoramento genético
(Marcos Filho, 2005). No entanto, em algumas espécies, esta caracteristica ainda prevalece, €
muitas vezes o caminho inverso pode ser realizado, a exemplo do trigo, em que busca-se
cultivares que apresentam dorméncia nas sementes, evitando assim que estas germinem ainda
na espiga, uma vez que a germinacao na pré-colheita ¢ um dos principais fatores da perda de
qualidade industrial do trigo, acarretando na reducao do valor comercial da cultura (Santos et
al., 2010).

A desvantagem da dorméncia na agricultura estd principalmente relacionada a falha no
estande de cultivo, decorrida do atraso da emergéncia, em razdo dos lotes apresentarem
diferentes niveis de dorméncia, o que acarreta heterogeneidade nos estadios fisioldgicos da

planta, dificultando assim os tratos culturais e até mesmo interferindo no periodo da colheita.
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Além disso, pode favorecer a incidéncia de plantas invasoras, aumentando a competi¢do
destas com as plantas da cultura principal (Cardoso, 2004; Marcos Filho, 2005).

Outra questdo relevante sobre as desvantagens da dorméncia estd relacionada a
avaliacdo da qualidade fisioldgica em laboratério, visto que sementes dormentes nao sao
capazes de germinar mesmo em ambientes favordveis, o que impossibilita a realiza¢do da
maioria dos testes recomendados, necessitando realizar procedimentos para superar a
dorméncia antes da analise, 0 que nem sempre € possivel, pois dependendo da espécie nao se
tem informacao sobre o método mais adequado e eficiente (Cardoso, 2004; Brasil, 2009).

Sabendo-se que o nivel de dorméncia em uma mesma populacdo ou lote ndo ¢ o
mesmo, Marcos Filho (2005) ressaltou que alguns métodos de superacdo de dorméncia
aplicados nos laboratérios, como exposicdo ao frio, podem interferir na qualidade das
sementes que nao apresentam dorméncia, alterando o resultado final da avaliagdo.
Demonstrando a necessidade de aprimoramento de testes que ndo sdo influenciados pela
dorméncia das sementes, diminuindo os problemas anteriormente relatados, obtendo-se maior
confiabilidade sobre a real condic¢ao do lote avaliado.

Nas sementes de girassol a intensidade da dorméncia ¢ dependente da variedade e das
condi¢des de ambiente que a planta ou a semente estiver exposta durante seu desenvolvimento
(Marcos Filho et al., 1987; Rossi, 1998).

Em estudos preliminares sobre a inibi¢do da dorméncia em sementes de girassol,
Franca Neto et al. (1983) avaliaram a eficiéncia de pré-condicionamento das sementes antes
da germinagdo (com solugdo de ethrel) e pré-esfriamento (em camara fria a 10 °C com 50%
UR), concluindo que o armazenamento das sementes em camara fria foi o0 método mais facil e
pratico, no qual a superagdo da dorméncia foi alcancada em 20 dias.

Marcos Filho et al. (1987) testaram diferentes métodos para superacdo de dorméncia
em sementes de girassol, tais como pré-secagem, pré-resfriamento, tratamento das sementes
com giberilina, aplicagdo de ethrel e nitrato de potassio no substrato papel, lavagem das
sementes em agua corrente, além do tempo necessario para superagdo natural da dorméncia
com armazenamento das sementes em ambiente. Os autores concluiram que o uso de
giberilina e ethrel ¢ eficiente na superacdo da dorméncia das sementes, bem como o
armazenamento por 60 dias apos a colheita.

De acordo com as recomendagdes das Regras para Andlise de Sementes (R.A.S.), os
métodos para superagdo de dorméncia em sementes de girassol sdo: pré-esfriamento a
temperatura de 5-10 °C, por até sete dias ou mais e pré-secagem sob temperatura de 30-35 °C

por sete dias em estufa de circulagdo de ar (Brasil, 2009). Conforme verificaram Marcos Filho
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et al. (1987), o tratamento com pré-esfriamento a 5 °C por sete dias foi mais eficiente em
relag@o ao tratamento com pré-secagem a 40 °C durante cinco e 10 dias.

Bianco et al. (1994) observaram que embrides de girassol passaram a apresentar
dorméncia na terceira semana apoOs a antese, ¢ apds periodo de trés dias de secagem as
sementes apresentaram reducdo na concentracdo de acido abscisico (ABA) e um pequeno
aumento da germinagdo. Os autores concluiram que somente o armazenamento em ambiente
seco por aproximadamente 40 dias (seis semanas) foi eficiente para a completa superacao da
dorméncia. Os autores também verificaram que a aplicacdo de giberilina aumentou a
germinagdo apenas nas sementes que ja haviam passado pelo tratamento de secagem. Porém a
aplica¢do nao foi capaz de ativar totalmente o metabolismo para que a germinagdo ocorresse
completamente, concluindo que a predisposicdo para que as sementes de girassol germinem

relaciona-se com a supressao da sintese de ABA no eixo embrionario.

2.3. Qualidade fisiologica da semente

Assim como em outras culturas, a qualidade fisiologica das sementes de girassol
caracteriza-se como parte fundamental para o incremento da produgdo e produtividade da
lavoura, pois quando as sementes sdo colhidas com alto potencial fisiologico e armazenadas
adequadamente, tém grande probabilidade de sucesso em campo (Vieira, 2005).

Marcos Filho (2005) refere-se a semente como um dos principais insumos agricolas,
visto que ¢ por meio dela que as caracteristicas selecionadas no melhoramento genético
podem ser reproduzidas no campo. Apenas com sementes de qualidade pode-se obter um
adequado estabelecimento do estande, requisito basico para o sucesso do empreendimento
agricola.

Diante disto, as empresas produtoras de sementes tém uma especial atencdo em
garantir a qualidade de seu produto ao mercado consumidor, estando este cada vez mais
exigente, buscando alta porcentagem de germinacdo e vigor nas sementes comercializadas

(McDonald, 1998).
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A legislagdo brasileira exige uma porcentagem minima de germinagdo para que as
sementes possam ser comercializadas. No caso do girassol, o requisito ¢ de no minimo 70%
para sementes da categoria Basica e 75% para as demais categorias (Brasil, 2005).

O teste de germinagdo ¢ o mais frequentemente utilizado na avaliagdo da viabilidade
das sementes, sendo este conduzido sobre condi¢des Otimas, com o objetivo de fornecer
informagdes sobre o valor das sementes para uma futura semeadura, gerando subsidio para
diferenciagdo da qualidade dos lotes de sementes. No entanto, a relacdo dos resultados de
laboratorio com as obtidas no campo pode ser insatisfatoria, devido a condi¢cdes ambientais
ndo controladas em campo (Marcos Filho, 2005, Brasil, 2009).

Diante da dificuldade em relacionar o comportamento das sementes observado no teste
de germinagdo com as reais condigdes de campo, surge o conceito de vigor da semente, que
pode ser definido como o nivel de energia que as sementes possuem para realizar a
germinagdo (Carvalho, 1986). Assim, em laboratdrio, sob condi¢des controladas, as sementes
expressdo seu potencial germinativo; no entanto, quando as condi¢gdes ambientais ndo sdao
controlados (campo), o desempenho (germinacao) dependerd de seu vigor (energia) para
superar as condigdes adversas do ambiente (ISTA, 1995).

Quando as sementes sdo expostas as condigdes de campo proximas da ideal, a
emergéncia terd uma boa relagdo com a germinagdo (viabilidade) e o vigor; porém, isto nem
sempre ocorre, uma vez que as sementes encontram-se sujeitas as diferentes condi¢des de
estresses, como temperaturas abaixo ou acima da otima, baixa disponibilidade de agua ou
excesso hidrico, que podem interferir no seu comportamento. Neste caso, lotes de sementes
com alto vigor deverdo apresentar melhor desempenho do que os de vigor mais baixo, mesmo
que o teste de germinacdo nao tenha acusado diferencas entre os mesmos (ISTA, 1995).

Por outro lado, os testes de vigor ndo vém substituir o de germinacdo, e sim
complementa-lo, tornando-se uma ferramenta a mais para diferenciar lotes com germinagao
semelhante (Marcos Filho, 2005). O vigor reflete a manifestagdo de um conjunto de
caracteristicas que determinam o potencial das sementes para uma emergéncia rapida e
uniforme de plantulas, o que impossibilita o desenvolvimento de um teste Uinico que possa
representar o potencial das sementes expostas a variadas situagdes de estresse (Marcos Filho,
1994; ISTA, 1995).

O teste de germinacao, apesar de ser considerado um bom parametro para avaliagdo da
viabilidade das sementes, necessita de um tempo consideravel para a sua condugdo. No caso
de sementes de girassol, este periodo ¢ de até 10 dias (Brasil, 2009). Outro fator que interfere

na avaliagdo ¢ a dorméncia das sementes recém colhidas (Rossi, 1998; Marcos Filho et al.,
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1987; Bianco et al., 1994), que dificulta a avaliagdo da viabilidade pelo teste de germinagao,
necessitando de tratamentos especificos de superacdo da dorméncia, prolongando ainda mais
a duracgao do teste.

Dentro deste contexto, os testes rapidos para avaliagdo da qualidade fisioldgica das
sementes sao importantes por demandarem um periodo de tempo geralmente curto na geracao
de resultados (Albuquerque et al., 2001). Conforme relataram Carvalho et al. (2009), métodos
confiaveis, rapidos e de facil execugdo fazem parte da atual necessidade das instituigoes de
pesquisa, empresas e laboratorios de analise de sementes, principalmente por favorecer o
descarte de lotes ja na recep¢do ou no beneficiamento das mesmas. A avaliagdo rapida ¢
importante para o monitoramento da qualidade das sementes nas diversas etapas de produgao,
permitindo a identificagdo do momento em que a perda do vigor pode estar ocorrendo,
fornecendo assim subsidios para ajustes nas operagdes e, dessa forma, melhorar a qualidade
dos lotes produzidos (ISTA, 1995).

Os testes de vigor podem ser classificados como testes fisicos, fisiologicos,
bioquimicos e de resisténcia a estresse (Marcos Filho, 2005). Dentro desta classificagdo, os
testes que mais se destacam sdo: velocidade de germinacdo, emergéncia e crescimento de
plantulas (testes fisiologicos); teste de frio e de envelhecimento acelerado (testes de
resisténcia a estresse); teste de condutividade elétrica e de tetrazolio (testes bioquimicos).

Frente a demanda por testes rapidos para auxiliar a tomada de decisdes durante o
processo de producdo e comercializacdo de sementes, o teste de tetrazolio tem sido o mais
frequentemente utilizado. Sua metodologia esta consolidada para diferentes espécies, como
soja (Franga Neto et al., 1999); milho (Dias e Barros, 1999) e amendoim (Bittencourt e Vieira,
1999), além de ndo ser influenciado pela dorméncia presente nas sementes, tendo assim
elevada aceitacdo e confiabilidade das empresas e profissionais da area de producdo e

tecnologia de sementes.

2.4. Teste de tetrazolio

Métodos rapidos para a avaliacdo da qualidade fisiologica de sementes tem sido alvo
da pesquisa desde o final do século XIX, e fazem parte da atual demanda da industria

sementeira (Delouche, 1976; Carvalho et al., 2009).
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O TZ ¢ um teste bioquimico, fundamentado na atividade das enzimas desidrogenases,
as quais sdo responsaveis por catalisar as reagdes respiratorias nas mitocondrias, durante a
glicolise e o ciclo de Krebs (Franga Neto, 1999). A solugdo 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo
de tetrazolio ¢ uma solugdo incolor que em contato com as sementes, espalha-se pelos tecidos,
e se junta aos ions de hidrogénio (H") liberados no processo respiratério das células. Essa
hidrogenac¢ao da solugdo de tetrazdlio € catalisada pela enzima desidrogenase do adcido malico
produzindo o trifenil formazam, composto vermelho e ndo difusivel, indicando assim
atividade respiratéria no tecido, o que possibilita a identificagdo de tecidos vivos (que
apresentam coloracdao vermelha) e de mortos (que permanecem sem coloragdo) (Costa, et al.,
2007; ISTA 2007; Brasil, 2009; Deminicis et al., 2009).

Para que a solucdao de tetrazdlio entre em contato com os tecidos das sementes,
permitindo a avaliagdo da sua qualidade fisioldgica, uma série de determinagdes especificas
sdo necessarias para cada espécie de interesse, visto que as sementes possuem caracteristicas
diferentes, principalmente quanto a permeabilidade do tegumento. Estas determinac¢des sdo
em relagdo ao pré-condicionamento das sementes, visando a hidratacdo e conseqiiente
reativacdo das atividades enzimaéticas, bem como a penetracdo da solu¢do nos tecidos
(Deminicis et al., 2009); determinagdo da concentra¢do da solugdo, da temperatura e o tempo
de condicionamento, e a interpretacdo correta da coloracdo obtida nas sementes (Oliveira et
al., 2005).

Conforme ressaltou Marcos Filho (2005), o teste de tetrazolio atualmente encontra-se
como um dos testes mais completos e eficientes, principalmente por obter rapido diagnodstico
sobre a qualidade fisiologica (aproximadamente 24 horas). Dentre as vantagens citadas para o
teste, estd a confiabilidade dos resultados pela avaliagdo individual das sementes,
identificando danos fisicos e fisiologicos; a classificacao de diferentes niveis de viabilidade e
vigor; e a utilizagdo de equipamentos simples e baratos (Franca Neto et al., 1998).

O “Topographical Tetrazolium Test”, como ¢ denominado pela International Rules for
Seed Testing (ISTA), ¢ um teste utilizado para rdpida determinagcdo do potencial de
germinagdo, quando ha necessidade de uma semeadura imediata. E indicado, também para
espécies que apresentam germinagdo lenta e quando as sementes apresentam dorméncia
(ISTA, 2008).

A caracteristica de ndo interferéncia da dorméncia das sementes na avaliagdo da
qualidade fisiologica pelo TZ ¢ destacada como vantagem por diferentes autores, uma vez que
a dorméncia € o principal entrave da realizacdo do teste de germinagao (Franca Neto et al.,

1998; ISTA 2008; Dias ¢ Alves, 2008a; Brasil, 2009).
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No Brasil, o teste de tetrazolio tem sido intensamente estudado e sua metodologia
aprimorada para avaliacdo da viabilidade; no entanto, poucos trabalhos sdo conduzidos para
estabelecer categorias de vigor das sementes, tendo destaque para algumas culturas como
milho, soja, feijao, algodao e amendoim (Franga Neto, 1999; Marcos Filho, 2005). No caso do
girassol ha caréncia de estudos sobre o teste avaliando o vigor das sementes.

O teste de tetrazolio para avaliacdo de sementes de soja destaca-se como o mais
estudado, contando com manuais especificos para sua conducdo, determinando nao so
viabilidade, mas também o vigor. De acordo com Franga Neto (1999), o TZ tem se destacado
na avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes de soja, visto que este se caracteriza por
ser rapido e preciso na avaliagdo da viabilidade e vigor das sementes, além de fornecer
subsidios para identificagdo das possiveis causas que provocam danos as mesmas. Conforme
ressaltou Costa et al. (2007), o teste permite a identificagdo dos principais danos causadores
da perda da qualidade das sementes de soja, tais como dano mecanicos, danos por percevejo €
deterioracdo por umidade.

Assim como para a soja (Franga Neto et al., 1999; Costa e Marcos Filho, 1994), outras
culturas contam com metodologias ja determinadas para realizacao do teste de tetrazdlio com
separacdo de classes de vigor, destacando-se milho (Dias e Barros, 1999), amendoim
(Bittencourt e Vieira, 1999), algoddo (Vieira e Von Pinho, 1999) e feijao (Bhering et al.,
1999). O que difere uma metodologia da outra, normalmente sdo tempo e forma de
hidratacao, tempo de imersao das sementes e concentragdo da solugdo de tetrazdlio, retirada
ou nao do tegumento e/ou pericarpo, se ha necessidade ou ndo de corte das sementes, entre
outros detalhes especificos para cada espécie.

Trabalhos abordando a determinacdo da viabilidade pelo teste de tetrazdlio sdo
frequentemente realizados. Assim, encontram-se na literatura estudos com canafistula
(Oliveira et al., 2005); milho (Chamma e Novembre, 2007); Panicum maximum (Dias e
Alves, 2008a); Brachiaria brizantha (Dias e Alves, 2008b); pinhdo manso (Pinto et al., 2009);
cunhd (Deminicis et al., 2009); aveia preta (Souza et al., 2009); aveia branca (Souza et al,
2010a); triticale (Souza et al, 2010b); leucena (Costa e Santos, 2010), café (Clemente et al.
2011), dentre outros.

Bhering et al. (2005) estudaram o teste de tetrazolio para sementes de melancia e
separaram cinco classes de viabilidade, sendo as duas primeiras classes consideradas
sementes vigorosas. Também, Barros et al. (2005) classificaram as sementes de abobrinha em

cinco classes distintas, diferenciando-as quanto ao vigor. J4 Lima et al. (2010), apesar de



22

trabalharem com espécie da mesma familia, separaram as sementes de pepino em trés classes:
sementes vigorosas, vidveis nao vigorosas, € ndo viaveis.

Também objetivando separar as sementes em classes de vigor por meio do teste de
tetrazolio, Santos et al. (2007) classificaram as sementes de tomate em trés categorias e
observaram que a hidrata¢do das sementes entre papel por trés horas, a 45 °C, foi suficiente
para que alcancassem 45,0 % de 4dgua, o que proporcionou coloragdo adequada para avaliagdo
das sementes.

Gaspar-Oliveira et al. (2010) estudaram metodologia do tetrazolio para avaliacao de
sementes de mamoneira e concluiram que o teste ¢ eficiente para avaliagdo da viabilidade e
promissor na avaliacdo do vigor.

Ribeiro et al. (2010) avaliaram a metodologia do TZ na determinacdo do potencial
fisiologico de sementes de macauba. Para tanto, o embrido foi excisado e imerso diretamente
na solugdo de tetrazolio, e com apenas quatro horas foi possivel se obter 10 padrdes de
coloracdo e separar as sementes em trés classes de vigor.

Com relagdo ao estudo do teste de tetrazolio para avaliagao da viabilidade do girassol,
poucos trabalhos podem ser listados. Alguns pesquisadores tém utilizado as recomendagdes
das Regras para Andlise de Sementes — R.A.S. (Brasil, 2009) apenas para complementagdo da
metodologia de avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes, e ndo com intuito de
aprimorar o método. Neste sentido, Vieira (2005) relatou que a metodologia recomendada nas
R.A.S. pode ndo ser a mais adequada na avaliacdo das sementes para a espécie, sugerindo que
as indicacoes sejam ajustadas.

Murcia et al. (2002) ao estudarem o comportamento de sementes de girassol com alto
teor de acido oléico sob baixa temperatura, conduziram o teste de tetrazolio para avaliagdo da
viabilidade das sementes, usando-se hidratacdo a 10 °C por 16 horas, e coloragdo por imersao
na solucao de 0,5% por duas horas a 30 °C, e em 24 horas a 10 °C. Os autores observaram
menor intensidade na colorag@o dos tecidos quando as sementes ficaram imersas na solugdo a
baixa temperatura. Esses resultados foram atribuidos a reducdo da respira¢do dos tecidos
quando expostos a esta condigao.

Dentre as recomendagdes existentes, tanto nas regras nacionais (Brasil, 2009) quanto
nas internacionais (ISTA, 2003), observa-se que a abordagem ¢ direcionada apenas para
avalia¢do da viabilidade, sendo apresentadas diferentes propostas de metodologia.

Conforme recomendagdes da International Seed Testing Association (ISTA, 2003), o

preparo das sementes de girassol consiste na hidratagdo por imersdao direta em agua por 18
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horas sob a temperatura de 20 °C, retirada do pericarpo e tegumento interno, e imersdo das
sementes na solucdo de tetrazolio na concentracdo de 1% por trés horas, a 30 °C.

Nas Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009), além da recomendacdo acima
citada, constam outras duas: uma para sementes com menor teor de 6leo e outra para aquelas
com teor de 6leo mais elevado. De acordo com o observado nas R.A.S., h4 grande variagao
entre as recomendacdes, principalmente quanto ao pré-umedecimento das sementes, que
segundo Brasil (2009) pode ser entre papel ou imersdo direta em agua.

Nas recomendagoes das R.A.S., verifica-se variagdo no periodo de hidratagao das
sementes, que pode ser entre substrato papel umedecido no intervalo de 15 a 30 horas, sob
uma mesma temperatura (25 °C). Outra questdo a ser levantada ¢ quanto a concentragdo da
solucdo, pois recomenda-se imersdo das sementes em solugdo de tetrazélio na concentragao
de 0,5% de 30 minutos a uma hora, ou ainda 1% por trés horas, sendo ambas as

recomendacdes sob a mesma temperatura de 30 °C (Brasil, 2009).
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3. CAPITULO I - VIABILIDADE DE SEMENTES DE GIRASSOL
AVALIADA PELO TESTE DE TETRAZOLIO

TESTE DE TETRAZOLIO EM SEMENTES DE GIRASSOL

RESUMO - O girassol pode apresentar elevado grau de dorméncia em sementes recém-
colhidas, o que dificulta a avaliacdo do poder germinativo das mesmas. O teste de tetrazélio
(TZ) caracteriza-se como uma alternativa promissora para avaliagdo da viabilidade das
sementes, por ser um método rapido e nao influenciado pela dorméncia. O presente trabalho
objetivou estudar diferentes procedimentos do teste de tetrazolio para andlise da viabilidade
de sementes de girassol. Foram selecionados quatro lotes de sementes, os quais foram
avaliados quanto ao grau de umidade, germinacdo e emergéncia de plantulas em campo. Para
o estudo do TZ-viabilidade testou-se: melhor procedimento para extracdo do pericarpo e
tegumento; hidratacdo por imersdo direta em agua por 16 e 18 h, a 25 °C; a coloragdo em
solugdo de tetrazdlio nas concentragdes de 0,1 e 0,5%, durante duas, trés e quatro horas e
concentracdo de 1,0% durante uma, duas e trés horas, sob a temperatura de 30 °C. Foi
proposta a separacdo das sementes em trés classes: vidveis, ndo vidveis e mortas, sendo
descritos os critérios utilizados para cada classificagdo. Os resultados obtidos indicaram que a
avaliacdo do TZ-viabilidade em sementes de girassol pode ser realizada com hidratagao das
sementes por imersdo em agua, durante 16 h, a 25 °C; retirada do pericarpo e tegumento com
corte longitudinal entre os cotilédones de até 1/3 do comprimento do aquénio, e coloragdo por
imersdo em solugdo de tetrazoélio a 0,1%, por 3 h, a 30 °C.

Termo para indexacao: Helianthus annuus L.; qualidade fisioldgica e dorméncia.
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SUNFLOWER SEED VIABILITY ASSESSED BY THE TETRAZOLIUM
TEST

ABSTRACT- Sunflower can present a high degree of dormancy in freshly harvested seeds.
This fact may difficult the assessment of seed germination after harvesting. The tetrazolium
test (TZ) is characterized as a promising alternative for assessing the viability of the seeds,
being fast and not affected by dormancy. Thus, this study investigated different procedures of
the tetrazolium test for assessing the viability of sunflower seeds. Four lots of sunflower seeds
were used, which were evaluated for moisture content, germination and seedling field
emergence. For the TZ-viability study, some procedures were evaluated: best procedure for
extraction of the pericarp and seed coat; hydration by immersion in water for 16 and 18 h at
25 ° C, staining in tetrazolium solution at concentrations of 0.1% and 0.5% for two, three and
four hours and concentration of 1% during one, two and three hours, at temperature of 30 °C.
Seeds were ranked into there classes of viability: viable, non-viable and dead, and the criteria
for each classification was described. The results indicated that the assessment of viability in
TZ-sunflower seeds can be performed with the seed hydrated by immersion for 16 h at 25 °C,
removal of the pericarp and the seed coat by cross sectioning between the cotyledons up to
1/3 the length of the achene; staining by immersion in a 0.1% tetrazolium solution for 3 h at
30 °C.

Index terms: Helianthus annuus L.; physiological seed quality and dormancy.
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3.1. INTRODUCAO

A qualidade fisiolégica de sementes de girassol, assim como de outras culturas,
caracteriza-se como parte fundamental para o incremento da produgdo e produtividade de uma
lavoura. Por meio da semente as caracteristicas selecionadas no melhoramento genético sao
reproduzidas no campo e o adequado estabelecimento do estande ¢ obtido (Marcos Filho,
2005; Vieira, 2005).

O teste de germinagdo ¢ o mais utilizado para determinar a viabilidade de sementes.
Entretanto, apresenta limitagdes para algumas espécies, como o periodo elevado para
obten¢do da porcentagem maxima de germinagdo, divergéncia dos resultados obtidos em
laboratorio e em campo, ¢ a impossibilidade de avaliacdo de sementes dormentes (Marcos
Filho, 2005; Brasil, 2009, Souza et al., 2010a).

Para o teste de germinacdo de sementes de girassol, € necessario um periodo de até 10
dias, como as sementes recém-colhidas normalmente apresentam dorméncia, este periodo
pode se estender em 17 dias ou mais, em razdo da necessidade de se utilizar tratamentos
especificos para promog¢do da germinagdo (Franca Neto et al., 1983; Marcos Filho et al.,
1987, Bianco et al., 1994; Rossi, 1998; Brasil, 2009).

A rapidez na obtencdo de resultados sobre a qualidade fisioldgica de um lote de
sementes ¢ uma demanda presente em todas as etapas de produgdo. Contudo, esse aspecto ¢
de fundamental importancia para a répida decisdo sobre o destino dos lotes (ISTA, 1995;
Albuquerque et al., 2001; Carvalho et al., 2009; Souza et al., 2010b). O tempo e os recursos
investidos no beneficiamento das sementes podem ndo ser bem empregados quando nao se
conhece com precisdo o potencial fisiologico destas. Assim, a dorméncia presente nas
sementes recém-colhidas de girassol pode ser um problema, uma vez que a analise imediata
da viabilidade pelo teste de germinacdo ¢ comprometida, fazendo-se necessario o
armazenamento das sementes por um periodo de no minimo 40 dias para superacdo do
impedimento germinativo das sementes (Marcos Filho et al., 1987; Bianco et al., 1994).

Visando superar essa séria limita¢do, destaca-se o teste de tetrazolio, pela sua rapidez
(viabilidade estimada em menos de 24 horas), confiabilidade (andlise individual de cada
semente) e pelo fato de ndo ser influenciado pela dorméncia da semente (Marcos Filho, 2005).

Por essas vantagens, o teste de tetrazdlio tem sido incluido cada vez mais em programas de



27

controle de qualidade interno de empresas produtoras de sementes, especialmente para
avaliag¢do de espécies que ja possuem metodologias consistentes, como a soja (Franga Neto et
al., 1999) e milho (Dias e Barros, 1999).

O teste de tetrazolio ¢ um teste bioquimico, fundamentado na atividade das enzimas
desidrogenases, que sdo responsaveis por catalisar as reagdes respiratorias nas células. A
hidrogenacdo da solugdo de tetrazolio (2-3-5 trifenil cloreto de tetrazoélio) produz um
composto vermelho (trifenil formazam), indicando atividade respiratoria nos tecidos viaveis
(vivos), ao passo que a ndo coloragdao dos tecidos (branco) indica a presenga de tecidos
mortos. Quando a coloragdo for intensa, hd indicagcdo de tecidos em deterioracdo (Franga
Neto, 1999; Costa et al., 2007; ISTA, 2008; Brasil, 2009; Deminicis et al., 2009).

Conforme destacaram Bhering et al. (2005), a eficacia do teste de tetrazolio para
avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes depende de adequacao da metodologia para
cada espécie. Enfocando o estudo do método, encontram-se na literatura varios trabalhos,
podendo ser citadas mais recentemente as pesquisas com Panicum maximum (Dias e Alves,
2008), pinhao manso (Pinto et al., 2009), aveia branca (Souza et al., 2010b) e café (Clemente
etal., 2011).

Para sementes de girassol, hd recomendagdes nas Regras para Analise de Sementes —
R.A.S. (Brasil, 2009) que abrange indicagdes diferentes, uma por Lisakowiski (1981) e outra
pela ISTA (2008), acarretando assim amplitude de recomendagdes, o que dificulta a
padronizagdo das avaliagdes entre laboratorios. Esta variagdo ¢ verificada quanto ao pré-
condicionamento das sementes, realizada entre papel ou por imersao direta em agua; ao tempo
de exposicdo das sementes a solugdo de tetrazolio (0,5 a 3 horas), bem como a concentracao
da solu¢do (0,5 e 1%) o que gera dificuldade na escolha do melhor método para a condugao
do teste.

Baseado no exposto verifica-se que a metodologia para a conducao do teste de
tetrazolio em sementes de girassol ainda ndo esta uniformizada. Em razdo da importancia da
cultura e do problema da dorméncia de sementes recém-colhidas, o presente trabalho
objetivou identificar dentre os procedimentos recomendados aquele que permite de forma
mais rapida e precisa a avaliacdo da viabilidade de sementes de girassol pelo teste de
tetrazo6lio, bem como estudar o possibilidade de redug@o da concentracdo da solugdo utilizada

na analise.
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3.2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Andlise de Sementes do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo, da Universidade Federal do Parana, em Curitiba-PR e Embrapa
Soja, em Londrina-PR, durante o periodo de setembro de 2010 a julho de 2011.

Foram utilizadas sementes (aquénios) de girassol da cultivar BRS 122, produzidas na
safra 2010/2011. As amostras de sementes foram homogeneizadas em divisor centrifugo
(Brasil, 2009), divididas igualmente em quatro subamostras e armazenadas em sacos de papel,
tipo Kraft, em ambiente controlado (16°C £ 2 °C e 55% - 60% de UR), durante todo periodo
experimental.

Foi avaliada inicialmente a qualidade de 12 lotes de sementes de girassol, sendo
posteriormente selecionados quatro lotes com potenciais fisiologicos distintos, os quais foram
submetidos as seguintes determinagdes:

- Grau de umidade: realizado pelo método de estufa a 105 °C + 3 °C, durante 24
horas, com duas subamostras de cinco gramas de sementes por lote. Os resultados foram
expressos em porcentagem, conforme recomendagdes das Regras para Analise de Sementes —
R.A.S. (Brasil, 2009).

- Germinagiao: avaliada apos armazenamento das sementes por quatro meses sob
temperatura de 16 °C = 2 e 55% de umidade relativa do ar, visando a completa superagdo da
dorméncia. Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes, subdivididas em duas
subamostras de 25, totalizando 200 sementes por lote. As sementes foram distribuidas em rolo
de papel toalha umedecido com 4gua, na quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel
seco. O teste de germinagdo foi conduzido em germinador, tipo Mangelsdorf, sob temperatura
de 25 °C. A avaliagdo foi realizada no sétimo dia apds a semeadura e os resultados foram
expressos em porcentagem média de plantulas normais (Brasil, 2009).

- Emergéncia de plantulas em campo: antes da semeadura em campo, foi necessario
realizar tratamento para superacdo da dorméncia, armazenando as sementes recém colhidas
em camara fria, sob temperatura de 10 °C e 50% de UR, durante 20 dias (Franca Neto et al.,
1983). Apods este periodo, quatro repeticdoes de 50 sementes foram distribuidas em linhas de
2,5 m de comprimento a uma profundidade de 3-5 cm, e espagadas entre si por 0,5 m. A
avaliagdo ocorreu 21 dias apds a semeadura (Albuquerque et al., 2001) e os resultados foram

expressos em porcentagem média das plantulas emergidas.
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- Teste de tetrazélio: foram realizadas andlises preliminares com o objetivo de
determinar a forma mais adequada de hidratagdo e do corte dos aquénios para facilitar a
extracdo do pericarpo e do tegumento, minimizando danos aos cotilédones. Neste sentido,
testou-se a hidrata¢dao entre papel (EP) e por imersdo direta em agua (IA) por 16 h, a 25 °C
(Concengo et al., 2007; Brasil, 2009); e trés diferentes tipos de cortes: a) corte longitudinal
entre os cotilédones; b) corte transversal aos cotilédones, ambos realizados na por¢ao
superior, regido distal ao eixo embrionario, em profundidade de até 1/3 do comprimento total
do aquénio; c) corte lateral em toda a extensdo do aquénio.

Com base nos procedimentos preliminares identificou-se o melhor método de preparo
das sementes, que por sua vez foi adotado na conducdo do estudo do teste de tetrazolio
(Figura 1A).

A hidratagcdo das sementes foi realizada com imersao direta dos aquénios em 100 mL
de agua, por periodos de 16 e 18 h, mantidos sob temperatura de 25 °C em germinador do tipo
Mangelsdorf (Concengo et al., 2007; ISTA, 2008; Brasil, 2009). Apods cada periodo de
hidratacao, determinou-se o grau de umidade das sementes pelo método da estufa, conforme
descrito anteriormente.

Para a coloracdo, os embrides foram imersos em 10 mL de solugdo de tetrazolio, nas
seguintes concentracdes: 0,1% e 0,5%, durante 2, 3 € 4 h; 1,0% durante 1, 2 ¢ 3 h mantidos
no escuro, a 30 °C (Brasil, 2009).

Apo6s cada periodo de coloragdo, as sementes foram retiradas da solucao, lavadas em
agua corrente ¢ mantidas submersas em agua at¢ o momento da avaliagdo, sendo, entdo,
seccionadas longitudinalmente entre os cotilédones, com o auxilio de lamina de ago inox,
obtendo-se duas metades do embrido e expondo os tecidos internos.

A avaliagdo foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopico, observando os
tecidos externos e internos de ambas as metades do embrido quanto a localizagdo, extensao e
intensidade da coloragdo, dando énfase as areas vitais das sementes (Figura 1B). Os tecidos
que apresentaram coloracdo vermelho carmim normal foram considerados viaveis; os que
permaneceram com a cor vermelho carmim intenso, foram considerados tecidos em
deterioragdo, e aqueles sem coloragdo (branco), com aspecto leitoso (flacido), foram
considerados mortos (Delouche et al., 1976; Franga Neto et al.,1999; ISTA, 2003; Brasil,
2009). Com base nessa avaliacdo, foi proposta a separagdo das sementes em trés classes:

Classe 1 — sementes viaveis, Classe 2 — sementes ndo viaveis e Classe 3 — sementes mortas.
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, € 0s
resultados submetidos a andlise de variancia pelo teste F (p < 0,05) e comparacdo das médias
dos testes de germinagdo, emergéncia em campo e tetrazolio pelo teste de Tukey (p < 0,05)
utilizando o programa estatistico ASSISTAT, versao 7.6 beta (Silva, 2011). Foi realizada
correlacdo de Spearman entre o teste de germinacdo e o melhor procedimento identificado

pelo teste de tetrazolio, utilizando o programa estatistico Mstat 5.4.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com as avaliagdes preliminares identificou-se maior facilidade no preparo das
sementes, para retirada do pericarpo e tegumento, quando a hidratacdo foi realizada por
imersdo direta em agua e o corte efetuado longitudinalmente entre os cotilédones, na regido
distal ao eixo embrionario, com profundidade de até 1/3 do comprimento do aquénio (Figura
1A).

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados do teste de umidade onde foi observado
que os lotes estavam uniformes quanto ao grau de umidade inicial, com variacao de apenas
0,4 pontos porcentuais, o que confere consisténcia aos resultados obtidos nas demais
avaliacdes (Marcos Filho, 1999). Verificou-se, também, que o grau de umidade final, apos a
hidratacdo das sementes por imersdo, ficou entre 51,0% e 53,7% para 16 h de
condicionamento, ¢ de 51,0% a 54,6% apds 18 h. A diferenga maxima de absor¢do de agua
pelas sementes, entre os periodos de 16 e 18 h foi de apenas 1,6% para o lote 1, demonstrando
que o pré-condicionamento das sementes de girassol pode ser realizado em 16 horas sob a
temperatura de 25 °C. Esses valores estdo de acordo com Concengo et al. (2007), os quais
observaram estabilizagdo na absorcao de agua pelas sementes de girassol apos 16 h de
condicionamento. A maioria das sementes com reservas cotiledonares, como é o caso do
girassol, atinge graus de umidade superiores a 45% na Fase I do modelo trifasico de
hidratacdo da semente (Bewley e Black, 1983; Marcos Filho, 2005).

Pelo teste de germinagdo (Tabela 1), os lotes 1 e 2 foram classificados como de maior
qualidade fisioldgica, enquanto que os lotes 3 e 4 apresentaram-se como os de menor
qualidade. Estes resultados foram confirmados pela emergéncia de plantulas em campo, que

revelou superioridade dos lotes 1 e 2 em relagdo aos lotes 3 e 4 (Tabela 1). As avaliagdes
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iniciais foram importantes para identificar os lotes com maior e menor potencial, a fim de
verificar a confiabilidade do teste de tetrazolio para distingdo dos mesmos (Deminicis et al.,
2009). Assim, com os resultados obtidos nas avaliagdes iniciais observou-se maior viabilidade
dos lotes 1 e 2, em relagdo aos lotes 3 ¢ 4.

Para a distingo das classes de viabilidade do teste de tetrazélio foram considerados os
seguintes critérios:

-Classe 1 — sementes viaveis (Figura 2 A): tecidos firmes com coloragao uniforme
(vermelho carmim) em toda a extensdao do embrido (1), ou quando apresentaram danos nao
significativos para a germinacdo e estabelecimento de plantulas normais (2 - 8). Assim, danos
tolerados foram aqueles presentes na regido vascular central em um dos cotilédones (2), ou
em ambos (3), desde que ndo tenha atingido a regido de unido entre os cotilédones e o eixo
embrionario; danos com area menor que a metade dos cotilédones (regido sem colorir) (4);
regido sem colorir (5) ou vermelho intenso com extensdo de at¢ metade da extremidade das
plumulas (6); danos na regido do hipocoétilo-radicula (7), desde que estes tenham atingido uma
extensdo inferior a metade do cilindro central, e danos de até 1/3 da extremidade da radicula
(8), desde que estes nao ultrapassassem a regiao do cilindro central.

- Classe 2 — sementes ndo vidveis (Figura 2 B): danos superiores a metade da area total
dos cotilédones (9), ou quando estes atingiram a regido de unido dos cotilédones ao eixo
embrionario; danos superiores a metade nas plumulas (10); danos na regido do cilindro central
(11), e danos que atingiram mais de 1/3 da extremidade da radicula (12).

-Classe 3 — sementes mortas (Figura 2 C): sementes que ndo apresentaram coloracao
em toda a extensdo do embrido (13), com tecidos flacidos (de aspecto mole) (14), ou ainda
com regides escuras apresentando adiantado estagio de deterioragdo (15 e 16).

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados da conducao do teste de tetrazolio com
hidratacao das sementes por 16 e 18 h, expondo os embrides por duas, trés e quatro horas a
solugdo de 0,1% e a 30 °C. Nesta concentragdo da solugdo, para o periodo de duas horas, ndo
houve possibilidade de separacdo dos lotes em comparagdo com os resultados obtidos nos
testes de germinacao e de emergéncia em campo (Tabela 1). A baixa concentragao da solugao,
aliada ao curto periodo de exposicdo das sementes, pode ter influenciado a menor precisao
para distingdo da coloracdo dos tecidos, principalmente na regido das plumulas, em que a
coloracdo geralmente se apresentou menos intensa, dificultando a defini¢do de tecidos vivos
(colorido) e de tecidos mortos (branco). Souza et al. (2010a) relataram dificuldades para

avaliar as estruturas essenciais das sementes de triticale quando utilizaram solugcdo na
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concentragdo de 0,1%. No presente trabalho, ao analisar o tratamento com exposi¢ao por trés
horas a solugdo de 0,1%, observou-se que o teste foi sensivel para separacdo dos lotes,
classificando-os de forma semelhante aos demais testes (Tabela 1), principalmente revelando
os lotes de menor potencial fisiologico (lotes 3 e 4). O mesmo ndo se verificou para os
periodos de duas e quatro horas de coloragao.

Na hidratacao por 18 horas (Tabela 2), ndo foi possivel obter separagdo eficiente dos
lotes. Apesar do periodo de trés horas ter identificado o lote 3 como de baixa viabilidade, este
nao se distinguiu do lote 1, considerado como de qualidade superior (Tabela 1).

Assim, os resultados com a comparagdo de médias revelaram que a exposicdo dos
embrides por trés horas na solugdo de tetrazolio a 0,1% foi promissora para a distingdo dos
lotes de maior e de menor potencial fisioldgico.

Metodologias eficientes com utilizacdo de solucdo de tetrazolio em concentracdes
reduzidas sdo importantes para otimizar a aplicacao dos recursos dentro do laboratoério. Outras
recomendacdes para condugdo do teste de tetrazolio utilizando solugdo de baixa concentracao
ja foram feitas para outras espécies como algodao (Vieira e Von Pinho, 1999) e canafistula
(Oliveira et al., 2005) na concentragdo de 0,1%; feijdo (Bhering et al., 1999) e soja (Franca
Neto et al., 1999) na concentragdo de 0,075%.

Na Tabela 3 encontram-se os valores obtidos com a solugao de 0,5%. Apesar de ser
uma das concentragdes recomendadas nas R. A. S. (Brasil, 2009), a mesma nao demonstrou
eficiéncia para distingdo da viabilidade dos lotes estudados. Com a hidratagdao por 16 h,
independentemente do periodo de coloracao, ndo foram detectadas diferengas entre a
viabilidade dos lotes. A hidratacdo por 18 h, tanto para duas horas quanto para quatro horas de
coloracdo, apresentou diferenga estatistica, porém a classificacao dos lotes ndo foi semelhante
a obtida pelos testes de germinacao e emergéncia em campo (Tabela 1), visto que os lotes 1 e
4 apresentaram-se estatisticamente iguais.

A avaliacdo das sementes imersas na concentragdo de 1,0% (Tabela 4) exigiu maior
cuidado, uma vez que, independente do periodo de exposi¢do a solucdo, a coloracdo foi
intensa, o que dificultou a distingao dos tecidos viaveis daqueles em deterioracdao. Franca
Neto et al. (1998), para sementes de soja, sugerem que o uso de solu¢des mais concentradas
de tetrazolio como 0,5% a 1,0%, impossibilita a identificagdo de danos mecanicos recentes
ocorridos nas sementes. No caso do girassol, a regido mais critica para ser avaliada foi a do
eixo embriondrio, especialmente na extremidade da radicula, em razdo da forte coloragao,

provavelmente influenciada pela maior atividade respiratéria no local. Assim, foi necessario
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realizar diversos cortes para identificar a extensdo e profundidade da coloracdo dos tecidos,
tornando a avaliagdo mais demorada e, consequentemente, exaustiva para o analista.

Os resultados demonstraram que na hidratagao por 16 horas, tanto a coloragao por uma
hora quanto por trés horas, ndo permitiu diferenciar os lotes. Na coloragdo por duas horas foi
possivel a separacdo dos lotes de menor potencial fisioldégico, de forma semelhante as
avaliagdes de germinagdo e emergéncia em campo (Tabela 1). O tratamento com a hidrata¢ao
das sementes por 18 h e coloracao por 3 h, estd entre as metodologias indicadas pela ISTA
(2003) e por Brasil (2009) para sementes de girassol; no entanto, a classificagdo da
viabilidade por este método (Tabela 4) ndo foi coerente com a obtida pelos testes de
germinacdo e emergéncia em campo, pois o lote de maior qualidade (lote 1) ndo se
diferenciou do lote de menor qualidade (lote 4).

A correlagdo de Spearman entre o teste de germinacdo e o teste de tetrazolio, para
aqueles tratamentos que apresentaram ranqueamento dos lotes semelhantes pelo teste de
médias, ndo apresentou significancia estatistica. O coeficiente de correlacdo (p) para o
tratamento que utilizou coloracdo na solucdo a 0,1% por trés horas (Tabela 2) foi de p = 0,6;
j& aquele em que a coloracdo se deu na concentracao de 1% por duas horas (Tabela 4) foi de p
= 0,3, sendo ambos hidratados por 16 horas.

Nas recomendagdes das R.A.S. (Brasil, 2009) e da ISTA (ISTA, 2008) encontra-se a
indicagdo de hidratagdo das sementes por 18 h e coloracdo por 3 h, com concentragdo de 1%.
Entretanto, no presente trabalho tal indicagdo ndo foi confirmada, pois o melhor resultado
obtido para esta concentracdo foi com a hidratacdo de 16 h, aliada a coloracdo por 2 h de
imersdo na solucdo de tetrazolio. Vieira (2005) também verificou que a metodologia
recomendada nas R.A.S. poderia ndo ser a mais adequada para avaliagdo de sementes de
girassol, sugerindo ajustes.

Normalmente, a absor¢dao de agua para reativacao das atividades metabodlicas das
sementes ocorre entre oito e 16 horas de embebigao (Marcos Filho, 2005). Com os resultados
obtidos, pode-se verificar que a hidratagcao das sementes de girassol por 16 horas foi suficiente
para que as atividades metabolicas do embrido fossem restabelecidas, visto que permitiu a
coloragao adequada dos tecidos quando em contato com a solucao de tetrazolio.

Considerando os resultados obtidos pelo teste de médias, e as dificuldades
evidenciadas para avaliacdo das sementes quando expostas a concentragdo elevada (1%), o

uso da solugdo de 0,1%, concentracdo inferior as recomendadas nas Regras para Analise de
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Sementes (Brasil, 2009), demonstrou ser mais adequada para determinagdo da viabilidade das

sementes de girassol.

3.4. CONCLUSAO

A avaliagdo da viabilidade das sementes de girassol por meio do teste de tetrazolio é
eficiente empregando-se:

- hidratacao das sementes por imersao direta em agua por 16 horas a 25 °C;

- retirada do pericarpo e tegumento por meio de corte longitudinal entre os cotilédones

na regido distal ao eixo embrionario, em profundidade de até 1/3 do comprimento total

do aquénio;

-coloragdo dos embrides por imersao em solugdo de tetrazoélio a 0,1%, por trés horas, a

30 °C.
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Figura 1: A) seqiiéncia do corte e retirada do pericarpo e tegumento com a exposi¢ao do
embrido; B) corte longitudinal entre os cotilédones e exposi¢do da face interna dos
cotilédones, e eixo embrionario (aumento de 1,6x no microscopio estereoscopico), com énfase
nas regides vitais do embrido, sendo (v) regido vascular central em um dos cotilédones, (p)

plumulas seccionada ao meio, (c) cilindro central e (e) eixo hipocoétilo-radicula.

Tabela 1: Resultados do grau de umidade inicial (UI) e final (UF) apds 16 e 18 horas a 25 °C,
teste de germinagdo (G), e emergéncia de plantulas em campo (EC) dos lotes de sementes de

girassol da cultivar BRS 122.

Ul UF (16 h) UF (18 h) G EC
Lotes %
1 8.4 51,0 52,6 94 a 83 a
2 8,6 51,3 51,0 92 ab 88 a
3 8,2 53,7 54,6 87 be 71 b
4 8.4 52,3 52,2 84 ¢ 73 b
CV (%) -- -- -- 3,39 6,22

M¢édias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2: Aspectos observados nas sementes de girassol submetidas ao teste de tetrazolio. A)

Classe 1 sementes viaveis (1 — 8), B) Classe 2 sementes ndo viaveis (9 — 12) e C) Classe 3

sementes mortas (13 — 16).
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Tabela 2: Viabilidade de sementes de girassol pelo teste de tetrazolio, com 16 e 18 h de
hidratacdo a 25 °C, sob diferentes periodos de coloracio em solucdo de tetrazolio na

concentracao de 0,1% a 30 °C.

Hidratagdo por 16 h
Periodos de coloragao

Lotes 2h 3h 4h
%
1 90 a 88 ab 94 a
2 94 a 92 a 90 a
3 89 a 84 b 87 a
4 89 a 86 b 89 a
CV (%) 3,6 3.4 5,4
Hidratagdo por 18 h
Lotes Periodos de coloragao
2h 3h 4h
%
1 92 a 90 ab 90 a
2 94 a 93 a 93 a
3 88 a 83 b 88 a
4 89 a 88 ab 88 a
CV (%) 3.3 4,1 5,6

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

Tabela 3: Viabilidade de sementes de girassol pelo teste de tetrazdlio, com 16 e 18 horas de
hidratacdo a 25 °C, sob diferentes periodos de coloracdo em solucdo de tetrazolio na

concentracao de 0,5% a 30 °C.

Hidratacdo por 16 h
Periodos de coloragao

Lotes 2h 3h 4h
%
1 91 a 85a 85a
2 85 a 87 a 90 a
3 86 a 85a 82a
4 82 a 87 a 86 a
CV (%) 6,6 4,2 6,8
Hidratacao por 18 h
Lotes Periodos de coloragao
2h 3h 4 h
%
1 79 b 87 a 92a
2 86 a 88 a 87 ab
3 81 ab 84 a 82 b
4 78 b 83 a 86 ab
CV (%) 3,7 6,0 3,3

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



43

Tabela 4: Viabilidade de sementes de girassol pelo teste de tetrazolio, com 16 e 18 horas de

hidratacdo a 25 °C, sob diferentes periodos de coloracio em solucdo de tetrazolio na

concentracao de 1,0% a 30 °C.

Hidratacdo por 16 h

Periodos de coloragao

Lotes
lh 2h 3h
%
1 81 a 86 ab 77 a
2 85a 93 a 80 a
3 76 a 78 b 73 a
4 79 a 86 b 74 a
CV (%) 6,5 5,6 7,0
Hidratacdo por 18 h
Lotes Periodos de coloragao
lh 2h 3h
%
1 90 a 88 a 87 a
2 91 a 90 a 83 ab
3 88 a 83 a 78 b
4 87 a 82 a 87 a
CV (%) 5,5 5,3 4,2

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4. CAPITULO 1II - VIGOR DE SEMENTES DE GIRASSOL
DETERMINADO PELO TESTE DE TETRAZOLIO

TESTE DE TETRAZOLIO EM SEMENTES DE GIRASSOL

RESUMO: Testes de vigor sdo cada vez mais empregados pela industria sementeira para
selecdo de lotes de sementes, visando garantir a qualidade do produto comercializado. O teste
de tetrazdlio ¢ um teste de vigor promissor, em razado da sua rapidez e por nao ser
influenciado pela dorméncia de sementes recém colhidas, muito observada em girassol. O
objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia do teste de tetrazdlio para avaliacdo do
potencial fisiologico de sementes de girassol e determinar classes de vigor para conducao do
teste. Para tanto, foram selecionados quatro lotes da cultivar BRS 122, os quais foram
submetidos as seguintes determinacdes: grau de umidade, germinacdo, emergéncia de
plantulas em campo e teste de tetrazolio. Para conducdo do teste de tetrazolio as sementes
foram hidratadas diretamente em agua por 16 h, a 25 °C, e coloridas na solugao de tetrazolio
com concentragao de 0,1%, durante 3 h, a 30 °C. Foram obtidas cinco classes de qualidade:
viaveis de alto vigor, vidveis de médio vigor, vidveis de baixo vigor, ndo viaveis e mortas. O
teste de tetrazolio, com a metodologia testada, foi eficiente para avaliagdo do vigor de
sementes de girassol.

Termo para indexacido: Helianthus annuus L.; qualidade fisioldégica e dorméncia.
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VIGOUR OF SUNFLOWER SEEDS DETERMINED BY
TETRAZOLIUM TEST

ABSTRACT: Vigor tests are increasingly used by the seed industry for the selection of seed
lots in order to guarantee the quality of the product marketed. The tetrazolium test is test of
vigour promising because of their speed and by not be influenced by the newly harvested seed
dormancy, often observed in sunflower. The objective of this study was to evaluate the
efficiency of the tetrazolium test for vigor evaluation of sunflower seeds and determining
vigor classes for the test. To this end, were selected four sunflower seed lots BRS 122, which
were submitted to the following determinations: moisture content, germination and seedling
emergence in the field and tetrazolium test. For conducting the tetrazolium test the seeds were
directly hydrated in water for 16 h at 25 ° C, and they were colored at tetrazolium solution in
the concentration of 0.1% for 3 h at 30 © C. Were obtained five quality classes: viable and
high vigour, viable and medium vigour, viable and low vigour, non-viable and dead. The
method tested for the tetrazolium test was efficient for vigor evaluation of sunflower seeds.

Index terms: Helianthus annuus L, physiological quality and dormancy.
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4.1. INTRODUCAO

A semente ¢ um dos principais insumos agricolas e, com a exigéncia do mercado, a
industria sementeira tem implantado programas de controle de qualidade interno, visando
garantir o alto desempenho do produto comercializado. Para tanto, diferentes ferramentas para
avaliacdo do potencial fisioldgico das sementes, principalmente para distin¢ao de lotes de alto
e baixo vigor tem sido utilizadas (Perry, 1980; McDonald, 1998; Hampton, 2002; TeKrony,
2003).

Diferentes testes tém sido avaliados para verificar a eficiéncia na distingao do vigor de
sementes de girassol, destacando-se o teste de envelhecimento acelerado e o de condutividade
elétrica (Albuquerque et al, 2001; Braz e Rossetto, 2009). No entanto, ambos os testes
apresentam limitagdes, quer seja pela ocorréncia de dorméncia, a qual impossibilita a
avaliacdo do vigor pelo envelhecimento acelerado, ou como relatado por Albuquerque et al.
(2001), pela influéncia do pericarpo na lixiviacdo de solutos, dificultando a avaliacdo e
obtencao de resultados consistentes pelo teste de condutividade elétrica.

O teste de tetrazolio ¢ um teste topografico, ndo influenciado pela dorméncia das
sementes, que possibilita a distingdo de tecidos vivos e mortos, obtendo-se resultados do
potencial fisiologico da semente em menos de 24 h. Além disso, pode ser empregado na
avaliacdo da viabilidade (Bittencourt e Vieira, 1996; Deswal e Chand, 1997; ISTA, 2008;
Brasil, 2009) e do vigor (Costa e Marcos Filho, 1994; Santos et al., 2007).

Dentre as recomendagdes existentes para sementes de girassol, observa-se que a
abordagem do teste de tetrazolio ¢ direcionada para avaliagdo da viabilidade das sementes
(Lisakowiski, 1981; ISTA, 2003; Brasil, 2009), nao sendo verificada na literatura
recomendacdes para determinagdo do seu vigor. Sabe-se que os testes de vigor identificam e
classificam lotes de sementes, subsidiando decisdes para o adequado armazenamento e a
comercializacdo (Marcos Filho, 1994; TeKrony, 2003). No caso do girassol, o teste de
tetraz6lio assume maior relevancia em determinar o potencial fisioldgico das sementes com
periodo de armazenamento inferior a 40 dias, quando o grau de dorméncia normalmente ¢
mais acentuado.

Baseado no exposto, o trabalho teve por finalidade verificar a eficiéncia do teste de
tetrazolio para avaliagdo do potencial fisiologico de sementes de girassol e determinar classes

de vigor para condugdo do teste.
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4.2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Analise de Sementes do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo, da Universidade Federal do Parana, em Curitiba-PR, durante o
periodo de junho a outubro de 2011.

Foram utilizadas sementes (aquénios) de girassol da cultivar BRS 122, produzidas na
safra 2010/2011. As amostras de sementes foram homogeneizadas em divisor centrifugo
(Brasil, 2009), divididas igualmente em quatro subamostras e armazenadas em sacos de papel,
tipo Kraft, em ambiente controlado (16°C £+ 2 °C e 55% de UR), durante todo periodo
experimental.

Avaliou-se inicialmente a qualidade de 12 lotes de sementes de girassol, sendo
posteriormente selecionados quatro lotes com potenciais fisiologicos distintos, os quais foram
submetidos as seguintes determinagdes:

- Determinacio do grau de umidade: realizada pelo método de estufa a 105 °C + 3
°C, durante 24 h, com duas amostras de 5 g de sementes por lote. Os resultados foram
expressos em porcentagem (base imida), conforme recomendagdes das Regras para Analise
de Sementes - R.A.S. (Brasil, 2009).

- Teste de germinacio: conduzido apds o armazenamento por quatro meses sob
temperatura de 16 °C + 2 e 55% de umidade relativa do ar, quando entdo foi observada a
completa superagdo da dorméncia das sementes. Foram utilizadas quatro repetigdes de 100
sementes, subdivididas em quatro subamostras de 25, totalizando 400 sementes por lote,
distribuidas em rolo de papel toalha umedecido com 4gua, na quantidade equivalente a 2,5
vezes a massa do papel seco, mantidos em germinador, tipo Mangelsdorf, sob temperatura de
25 °C. A avaliagao foi realizada no sétimo dia apos a semeadura e os resultados expressos em
porcentagem média de plantulas normais (Brasil, 2009).

- Emergéncia de plantulas em campo: foi conduzida na area experimental do
Departamento de Fitotecnia e Fitossantarismo da UFPR, utilizando-se quatro repeti¢des de
100 sementes, totalizando 400 sementes para cada lote, distribuidas eqiiidistantemente em
cinco linhas espacadas entre si por cinco centimetros, com profundidade de aproximadamente

quatro centimetros. A avaliagdo ocorreu quando as plantulas alcancaram a fase de VE
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conforme descrito por Castro e Farias, 2005. Os resultados foram expressos em porcentagem
média das plantulas emergidas.

Para o estudo das classes de vigor do teste de tetrazdlio, utilizaram-se quatro
repeticdoes de 100 sementes, totalizando 400 sementes por lote. Os seguintes procedimentos
foram realizados:

- Hidratacio e preparo: imersdo direta em de dgua por 16 h a 25 °C, seguida da
retirada do pericarpo e tegumento por meio de corte longitudinal entre os cotilédones, na
regido distal ao eixo embriondrio, em profundidade de até 1/3 do comprimento total do
aquénio. Apos o periodo de hidratagdo, determinou-se o grau de umidade das sementes pelo
método da estufa, conforme descrito anteriormente.

- Colorac¢ao: os embrides foram imersos em 10 mL de solugdo de tetrazolio, na
concentracao de 0,1%, durante 3 h no escuro, a 30°C.

Apos o periodo de coloragdo, as sementes foram retiradas da solucdo, lavadas em agua
corrente ¢ mantidas submersas em agua até o momento da avaliacdo, quando entdo foram
seccionadas longitudinalmente entre os cotilédones, com auxilio de lamina de ago inox,
obtendo-se duas metades do embrido.

A avaliacdo foi realizada com auxilio de microscopio estereoscopico, observando os
tecidos externos e internos de ambas as metades do embrido quanto a localizacdo, extensao e
intensidade da coloracdo, dando énfase as areas vitais das sementes. Os tecidos que
apresentaram coloracao vermelho carmim (rosa) normal foram considerados vidveis; os que
permaneceram com a cor vermelho carmim intenso, considerados tecidos em deterioracao;
aqueles sem coloragdo (branco) ou com aspecto leitoso (mole), foram considerados mortos
(Delouche, 1976; ISTA, 2003; Brasil, 2009). Com base nesses critérios, foram obtidas as
classes de vigor.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, sendo
os resultados submetidos a analise de variancia pelo teste F (p<0,05) e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05). Realizou-se o teste de correlagdo de Spearman, comparando-se
os resultados obtidos na avaliacdo da viabilidade pelo teste de tetrazdlio com o teste de
germinagdo, bem como entre o vigor determinado pelo teste de tetrazdlio e a emergéncia de
plantulas em campo. Para andlise de varidncia e comparagdo de médias, utilizou-se o
programa estatistico ASSISTAT, versdo 7.6 beta (Silva, 2011). Ja para correlacdo de

Spearman, aplicou-se o programa estatistico Mstat versao 5.4.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela Tabela 5 pode-se observar que os lotes eram uniformes quanto ao grau de
umidade inicial, caracteristica importante para obtencdo de resultados consistentes (Marcos
Filho, 1999). Desse modo, a homogeneidade inicial contribuiu para que a absor¢do de agua
pelas sementes apos 16 h de hidratagdo (Tabela 5) também tenha sido uniforme, sendo que o
grau de umidade final variou de 51,0 a 53,7%.

No teste de germinagdo (Tabela 5) verificou-se que os lotes 1 ¢ 2 foram classificados
como de potencial superior € o lote 3 como o de menor qualidade. Os resultados obtidos na
avaliacdo da emergéncia de plantulas em campo (Tabela 5) ressaltou a superioridade do lote 2
e o menor desempenho do lote 3, ficando os lotes 1 e 4 em posicdo intermediaria.

Os valores obtidos no teste de germinagdo foram inferiores aos determinados pela
emergéncia de plantulas em campo para todos os lotes, sendo esta diferenca em média de
10%. Isto ocorreu pelo fato das condi¢gdes de conducdo do teste de germinacdo (substrato
papel, ambiente de alta Umidade Relativa) ser favoravel ao desenvolvimento de fungos
associados as sementes, o que nao acorreu quando as sementes foram levadas ao campo,
sendo também descartada a hipotese de dorméncia.

Para a distingdo das classes de vigor pelo teste de tetrazdlio foram considerados os
seguintes critérios:

- Classe 1 - sementes de alto vigor (Figura 3 A): tecidos firmes com colora¢do uniforme
(vermelho carmim) em toda a extensao do embrido (1 e 2), ou quando apresentaram danos
ndo significativos para o estabelecimento de plantulas normais (3-5). Assim, para que as
sementes fossem classificadas nesta classe, os danos tolerados foram aqueles que totalizaram
area de até 1/3 sem colorir a extremidade superior de apenas um dos cotilédones (3), ou area
inferior a 1/3 na extremidade das plumulas com coloragdo vermelho carmim mais intenso (4),
e ainda presenca de pequenos sinais (pontos) com coloragdo mais intensa na regiao do eixo
hipocotilo-radicula (5), porém sem que estes tenham atingido a regido do cilindro central.

- Classe 2 — sementes de médio vigor (Figura 3 B): cotilédones que apresentaram
coloragdao vermelho carmim mais intenso superficialmente (6); danos em area de até¢ 1/3 da
extremidade de ambos os cotilédones (7); dano na regido vascular central em um dos
cotilédones (8), desde que este ndo tenha atingido a regido de unido entre o cotilédone e o

eixo embriondrio; quando as plumulas apresentarem colora¢do mais intensa em area de até 2
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a partir de sua extremidade (9), ou ainda quando a coloragdo mais intensa atingiu area de até
1/3 a partir da extremidade da radicula (10), sem que o cilindro central tenha sido
comprometido.

- Classe 3 — sementes de baixo vigor (Figura 3 C): danos de até 2 dos cotilédones
(regido sem colorir) (11), danos presentes na regido vascular em ambos os cotilédones (12),
desde que ndo tenha atingido a regido de unido entre os cotilédones e o eixo embriondrio;
regido sem colorir até '2 da extremidade das plumulas (13); danos na regido do hipocotilo-
radicula (14), desde que estes atinjam uma extensao inferior a % do cilindro central, ou ainda
quando ocorrer a presenca de tecido sem coloragcdo em area de até 1/3 a partir da extremidade
da radicula (15), sem que o cilindro central tenha sido comprometido.

- Classe 4 — sementes nao viaveis (Figura 3 D): foram aquelas que apresentaram
danos superiores a 72 da area total dos cotilédones (16), ou quando estes atingiram a regido de
unido dos cotilédones ao eixo embriondrio (17); coloragdo vermelho intenso em toda a
extensdo do embrido; danos superiores a 2 das plumulas (18); danos na regido do cilindro
central (19), e danos que atingirem mais de 1/3 da extremidade da radicula comprometendo o
cilindro central (20).

- Classe 5 — sementes mortas (Figura 3 E): sementes que ndo apresentaram coloragao
em toda a extensdo do embrido (21), com tecidos flacidos (mole) (22), ou ainda com regides
escuras apresentando adiantado estadgio de deterioracdo (23-25).

O total de sementes classificadas dentro das duas primeiras classes representou os
valores de vigor, enquanto que a viabilidade foi composta pela soma das trés primeiras
classes. As classes 4 e 5 somaram o total de sementes ndo vidveis.

Os resultados obtidos no teste de tetrazolio (TZ) podem ser observados na Tabela 6.
Pela anélise da viabilidade, o teste conseguiu separar os lotes de forma semelhante ao teste de
germinagao, classificando os lotes 1 € 2 como de potencial fisioldgico superior em relagdo
aos lotes 3 e 4. Com relacdo a avaliagdo do vigor, o teste de tetrazolio, assim como o de
emergéncia de plantulas em campo, possibilitou separar o lote 2 como o de maior vigor em
relacdo ao lote 3, enquanto que os lotes 1 e 4 foram considerados de médio vigor.

De acordo com Perry (1980), um teste de vigor tem como principal objetivo a
distincdo de lotes com alto e baixo vigor e, para que venha a ter validade, o teste deve
apresentar resultados semelhantes a emergéncia em campo. Assim, pelos resultados obtidos
pode-se dizer que a avaliagdao das sementes de girassol pelo teste tetrazolio (TZ) foi eficiente,

visto que os resultados foram condizentes tanto para analise da viabilidade quanto do vigor.
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Esta constatacdo pode ser salientada por meio da correlacdo entre os testes (Tabela 7), onde
foi obtida correlagdo perfeita (p = 1,0) entre tetrazélio (viabilidade) e teste de germinacao e
entre tetrazolio (vigor) e emergéncia de plantulas em campo.

Neste sentido, o teste de tetrazdlio pode ser utilizado na avaliagdo do vigor das
sementes de girassol, uma vez que a sua elevada correlacdo com a emergéncia de plantulas

em campo confere confiabilidade para a classificagdo de lotes.

4.4. CONCLUSAO

O teste de tetrazolio ¢ eficiente para avaliagdo do potencial fisiologico de sementes de
girassol, sendo determinadas cinco classes de qualidade para a condugado do teste: sementes de
alto vigor (Classe 1); sementes de médio vigor (Classe 2); sementes de baixo vigor (Classe 3);

sementes nao viaveis (Classe 4) e sementes mortas (Classe 5).

4.5. AGRADECIMENTOS
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Tabela S: Resultados médios do grau de umidade inicial (GUi) e apos 16 h de hidratagao
(GUhi), da germinagdo (G) e da emergéncia de plantulas em campo (EC), de quatro lotes de

sementes de girassol da cultivar BRS122.

GUi GUhi G EC
Lotes %
1 8,4 51,0 85a 94 ab
2 8,6 51,3 86 a 95a
3 8,2 53,7 76 b 87 ¢
4 8,4 52,3 81 ab 92 b
CV (%) - -- 4.9 1,29

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

Tabela 6: Resultados do teste de tetrazolio viabilidade (TZ-VB) e vigor (TZ-V) de sementes
de girassol apos 16 horas de hidratacao e coloragdo em solucdao na concentracao de 0,1% por

trés horas, a 30 °C.

TZ-VB TZ-V
Lotes %
1 91 a 77 b
2 92 a 82 a
3 82 b 68 ¢
4 86 b 74 b
CV (%) 1,94 2,08

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

Tabela 7: Resultados da correlagio de Spearman entre o TZ-Viabilidade (TZ-VB) e
Germinacao (G), e entre TZ-Vigor (TZ-V) e emergéncia de plantulas em campo (EC).

Correlagdo Coeficiente de correlagdo (p)
TZ-VB x G 1,00%*
TZ-V x EC 1,00%

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p = 0,041)



55

L
Figura 3: Classes de vigor obtidas pelo teste de tetrazdlio para sementes de girassol

(aumento de 1,6x no microscopio estereoscopico): (A) Classe 1 sementes de alto vigor
(1-5); (B) Classe 2 sementes de médio vigor (6-10); (C) Classe 3 sementes de baixo vigor
(11-15); (D) Classe 4 sementes nao viaveis (16-20); (E) Classe 5 sementes mortas (21-
25).
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5. CONCLUSOES GERAIS

O teste de tetrazolio ¢ eficiente para avaliacdo do potencial fisiologico de sementes de
girassol aplicando-se a seguinte metodologia:

- hidratacao das sementes por imersao direta em agua (a 25 °C/16 h);

- remocdo do pericarpo e tegumento por meio de corte longitudinal entre os

cotilédones na regido distal ao eixo embriondrio, em profundidade de até 1/3 do

comprimento total do aquénio;

- coloracdo dos embrides por imersao em solucdo de tetrazolio a 0,1%, por 3 h, a

30°C.

E possivel identificar diferentes classes de qualidade, viabilidade e vigor, em sementes

de girassol por meio do teste de tetrazdlio.
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