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RESUMO:

Nos ultimos anos, a demanda e a comercializagdo de sementes de pinhdo manso
aumentaram, gerando a necessidade do estabelecimento de padrdes estaduais e
federais e do desenvolvimento de metodologias adequadas para a avaliagdo da
qualidade das sementes. O teste de tetrazodlio tem se constituido em importante
alternativa, pela eficiéncia e rapidez na determinagéo da viabilidade e do vigor das
sementes, permitindo obter resultados em menos de 24 horas. O objetivo deste
trabalho foi padronizar uma metodologia para a realizagdo do teste de tetrazolio em
sementes de pinh&do manso na avaliagdo da qualidade fisioldgica. A avaliagéo inicial
das sementes de pinhdo manso foi efetuada através dos testes de germinacéo,
primeira contagem de germinac¢ao, emergéncia e indice de velocidade de emergéncia.
Foram realizados dois ensaios; o primeiro foi conduzido num delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4, onde foram testados quatro
métodos de preparo da semente (semente com tegumento na pré-embebicdo e na
imersao na solucao de tetrazélio, semente com o tegumento na pré-embebigdo e sem o
tegumento na imersédo na solucao de tetrazélio, semente com o tegumento na pré-
embebicao e corte distal na regido oposta a caruncula, semente sem o tegumento na
pré-embebicdo e na imersdo na solugédo de tetrazolio) e quatro concentragcdes da
solugao de tetrazolio (0,25%; 0,5%; 0,75% e 1,0%). Para a avaliagao da viabilidade, as
sementes foram seccionadas longitudinalmente no sentido da abertura dos
cotilédones. Os resultados mais promissores no primeiro ensaio foram utilizados para a
montagem do segundo ensaio, que também foi realizado num delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 3 (trés tempos de imersao na solugéo
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de tetrazolio— 2, 4 e 6 horas e trés concentragdes — 0,25%; 0,5% e 0,75%), sendo que
para a avaliagéo da viabilidade, as sementes foram seccionadas longitudinalmente no
sentido transversal da abertura dos cotilédones. O segundo ensaio foi realizado em 2
temperaturas (30°C e 40°C), se constituindo em ensaios independentes. Diante dos
resultados obtidos, pode-se concluir que o teste de tetrazdlio em sementes de pinhdo
manso deve ser realizado na concentragdo de 0,5%, num periodo de 6 horas de
imerséo, a 40°C. As sementes devem ser pré-embebidas com o tegumento com
posterior retirada para a imersao na solugéo de tetrazdlio, utilizando o corte longitudinal
no plano transversal da abertura dos cotilédones para a avaliagao da viabilidade.
Palavras-chave: Jatropha curcasL., vigor, viabilidade.

ABSTRACT:

In recent years, demand and marketing of jatropha seeds increased, demanding the
establishment of state and federal standards and developing appropriate
methodologies for evaluating the quality of seeds. The tetrazolium test has become an
important alternative for it's efficiency and speed in determining the viability and vigor of
the seeds, allowing to obtain results in less than 24 hours. Aiming to standardize a
methodology for conducting the tetrazolium test in seeds of Jatropha curcas in
evaluating the physiological quality. The initial evaluation of Jatropha curcas seeds was
performed through standard germination, first count germination, emergence and
emergence speed index. Two experiments were conducted: the first was conducted in a
completely randomized design in a factorial scheme 4 x 4, where were tested four
methods of preparation of the seed (seed-coats intact, whole seed, pre-soaked coated
seed, coated seed distal cut on the region opposite to the caruncle, and whole seed,
pre-soaking without the seed coat) and four concentrations of the tetrazolium (0,25%,
0,5%, 0,75% and 1,0%). For the evaluation of viability, seeds were sectioned
longitudinally in the opening of the cotyledons. The most promising results in the first
trial were used as samples of the second test, which was also conducted in a completely
randomized design in a factorial 3 x 3 (three times of immersion in tetrazolium solution -
2,4 and 6 hours and three concentrations — 0,25%, 0,5% and 0,75%), being that for the
evaluation of the seeds were longitudinally sectioned transverse to the opening of the
cotyledons. The second test was conducted at 2 temperatures (30°C and 40°C), being
independent trials. Based on these results, it can be concluded that the tetrazolium test
in jatropha seeds should be carried out at 0,5% concentration, within 6 hours of
immersion at 40°C. The seeds should be pre-soaked with the seed coat, followed by it's
removal for immersion in tetrazolium solution, using the longitudinal cut in the
transverse direction of the opening of the cotyledons to evaluate the viability.

Key words: Jatfropha curcasL., vigor, viability.
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1 INTRODUGAO

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) pertence a familia Euphorbiaceae,
podendo ser cultivado em areas de solos pouco férteis e de clima desfavoravel a
maioria das culturas alimentares tradicionais. E uma planta produtora de 6leo com
todas as qualidades necessarias para ser transformado em biodiesel. Além de perene e
de facil cultivo, € uma cultura que pode se desenvolver nas pequenas propriedades,
com a méao-de-obra familiar disponivel, podendo ser utilizada como cultura no arranjo
produtivo, tornando-se mais uma fonte de renda para as propriedades rurais
(DOURADO, 2009).

Com o incentivo criado pelo governo federal brasileiro a partir do Programa de
Biodiesel, o plantio de areas com essa espécie vem crescendo, tanto por pequenos
agricultores como por empresas agricolas que buscam explorar novos nichos de
mercado; isso se deve principalmente as vantagens que o pinhao manso apresenta em
relacdo a mamona (oleaginosa indicada pelo governo como primeira escolha para
projetos relacionados a agricultura familiar), como: menor exigéncia hidrica e
nutricional, capacidade de recuperagao de areas degradadas em funcé&o de suas
raizes profundas, além de apresentar maior produtividade média, de 5 t/ha, enquanto a
mamona produz, em média, 2 t/ha (TEIXEIRA, 2005).

Assim, a demanda e a comercializacdo de sementes de pinhdo manso
aumentaram, gerando a necessidade do estabelecimento de padrdes estaduais e
federais e do desenvolvimento de metodologias adequadas para a avaliagédo da
qualidade das sementes (MARTINS etal., 2008).

A semente de qualidade € um componente essencial para o bom desempenho
das culturas, considerando que transporta todo o potencial genético da cultivar e é
responsavel pela perfeita distribuicdo espacial das plantas no terreno. Além disso, a
semente pode constituir-se no principal meio de contaminagao das areas agricolas por
patdbgenos, pragas e plantas indesejaveis, aspecto que deve ser considerado de
grande importancia para os agricultores familiares em funcao da restricdo da pequena
propriedade (DOURADO, 2009).

A germinagdo das sementes desta espécie pode ser dificultada pela ma
qualidade fisica, fisioldgica e sanitaria dos lotes, os quais podem apresentar sementes
mal formadas, com danos internos ou alta incidéncia de micro-organismos. Dentro
deste contexto, o emprego de testes rapidos, em programas de controle de qualidade,
torna-se uma ferramenta imprescindivel para a avaliacdo da qualidade fisioldgica de
um lote de sementes (GRIS etal., 2007).

O teste de germinacdo deve seguir um procedimento padrdo recomendado
pelas Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009), publicagéo oficial que
normatiza a analise de sementes, para que a germinagao ocorra nas condi¢gdes 6timas
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de cada espécie. No entanto, para pinhdo manso, a metodologia deste teste ainda néo
foi estabelecida nas RAS.

Martins et al. (2008) recomenda uma metodologia para a condugao do teste de
germinacao das sementes de pinhdo manso, considerando a avaliagéo final aos dez
dias da semeadura. Porém, ndao ha outras informagdes sobre o assunto. Nesse
sentido, a busca por testes rapidos, que permitam avaliar de maneira eficiente o
potencial fisiologico dos lotes, é importante para complementar e agilizar a tomada de
decisbes durante varias etapas de produgéo, principalmente, apés a maturidade.

Neste contexto, o teste de tetrazdlio tem se constituido em importante
alternativa, pela eficiéncia e rapidez na determinagéo da viabilidade e do vigor das
sementes, permitindo obter resultados em menos de 24 horas (BARROS e MARCOS
FILHO, 1990). Esse teste consiste na observacéo da coloragédo desenvolvida em
diferentes estruturas da semente, permitindo determinar a presenca, a localizagao e a
natureza das alteragdes nos tecidos das sementes (FRANCA NETO, 1999), além de,
muitas vezes, possibilitar a identificacdo das causas da reducédo do potencial
fisiologico. O teste de tetrazdélio também pode suplementar resultados do teste de
germinacao de lotes com sementes dormentes ao final do teste e diagnosticar causas
de deterioragéo (KRZYZANOWSKI et al., 1999).

A eficiéncia do teste de tetrazélio para avaliar a viabilidade das sementes
depende do desenvolvimento do método adaptado para cada espécie, como a
definicdo de condigbes apropriadas para o pré-condicionamento, o preparo, a
coloracdo e a avaliagcdo das sementes (PINTO et al., 2009). E importante ressaltar que
nao ha informacgdes consistentes na literatura sobre o teste de tetrazélio em sementes
de pinh&o manso.

Assim, o objetivo deste trabalho foi padronizar uma metodologia para a
realizacéo do teste de tetrazolio em sementes de pinh&do manso na avaliagdo da
qualidade fisiologica.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia de Sementes da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/lUFMS, campus de Chapadao do Sul/MS.
Foram utilizadas sementes de pinhdo manso colhidas na safra de 2010, provenientes
do banco de germoplasma estabelecido ha trés anos em area cedida pela Fundagao de
Apoio a Pesquisa Agropecuaria de Chapadao, localizada no municipio de Chapadéao
do Sul-MS (latitude:18°41'33"sul - longitude:52°40'45"oeste; altitude: 810m;
precipitacdo média anual: 1850 mm; temperaturas médias anuais: minima de 13 e
maxima de 28°C).

As avaliagbes da qualidade inicial das sementes de pinhdo manso foram
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realizadas através dos seguintes testes: teste de germinagao - conduzida com quatro
subamostras de 50 sementes, distribuidas em papel germitest e dispostas em rolo,
umedecidas com agua destilada na proporgéo de 2,5 vezes o peso do papel seco, e
colocadas para germinar em BOD regulada a 25°C. As contagens foram realizadas aos
cinco e dez dias apds a semeadura, segundo Martins et al. (2008); primeira contagem
de germinacgao - realizada em conjunto com o teste de germinagao, determinando-se a
porcentagem de plantulas normais no quinto dia apés a sua instalagdo (MARTINS et
al., 2008); emergéncia de plantulas - realizado em casa de vegetagcéo, com quatro
subamostras de 50 sementes. As sementes foram distribuidas em bandejas
multicelulares de poliestireno expandido de 128 células, empregando-se areia como
substrato. As contagens efetuadas 15 dias apdés a semeadura, permitiram avaliar a
porcentagem de emergéncia das plantulas; indice de velocidade de emergéncia —foi
calculada a soma do numero de sementes germinadas a cada dia, dividido pelo
respectivo numero de dias transcorridos a partir da semeadura (MAGUIRE, 1962).

Na busca da padronizagdo de uma metodologia para o teste de tetrazélio em
sementes de pinhdo manso, foram conduzidos dois ensaios. No primeiro ensaio, 0s
tratamentos constaram de quatro métodos de preparo da semente e quatro
concentragdes da solugao de tetrazélio (0,25%, 0,50%, 0,75% e 1,0%). Os métodos de
preparo da semente foram: semente com tegumento na pré-embebicéo e na imerséo
na solugao de tetrazolio (S1), semente com o tegumento na pré-embebicéo e sem o
tegumento na imerséao na solugao de tetrazélio (S2), semente com o tegumento na pré-
embebicédo e corte distal na regiao oposta a caruncula (S3), semente sem o tegumento
na pré-embebic¢ao e naimerséo na solugéo de tetrazélio (S4).

Para a avaliagéo da viabilidade pelo teste de tetrazdlio, foram utilizadas duas
subamostras de 25 sementes para cada tratamento. As sementes foram preparadas de
acordo com os tratamentos e pré-embebidas entre papel germitest umedecido com
quantidade de agua equivalente a 2,5 vezes a massa seca do papel seco, por um
periodo de 16 horas em BOD regulada a 30°C. Ap6s a pré-embebicdo, as sementes
foram imersas em solugao de cloreto de 2,3,5 trifenil tetraz6lio nas concentragdes de
0,25%, 0,50%, 0,75% e 1,0%, durante 6 horas, a 30°C, no escuro.

Apods esse periodo, as sementes foram seccionadas longitudinalmente no
plano da abertura dos cotilédones e as duas metades foram examinadas. De acordo
com a extensao e a intensidade da coloragéo, a presenga de areas brancas leitosas e a
localizagdo dessas areas em relagao as areas vitais das sementes, os embrides foram
individualmente classificados em duas categorias: viaveis e n&o viaveis, de acordo com
os critérios desenvolvidos por Moore (1972).

Os critérios para a escolha dos procedimentos mais adequados para a
realizagéo do teste foram em fungéo da facilidade de remogao do tegumento, eficiéncia
de coloragao dos embrides (baseados na intensidade e na uniformidade da coloragéo)
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e relagdes entre os valores obtidos no teste de tetrazoélio com os do teste de germinacgéo
e emergéncia.

Os resultados mais promissores no primeiro ensaio foram utilizados para a
montagem do segundo ensaio, o qual constou dos seguintes tratamentos: trés tempos
de imersao das sementes na solugéo de tetrazolio (2, 4 e 6 horas) e trés concentracdes
(0,25%, 0,50% € 0,75%).

Para a avaliagéo da viabilidade pelo teste de tetrazolio, foram utilizadas duas
subamostras de 25 sementes para cada tratamento. As sementes foram colocadas na
pré-embebicdo com o tegumento, permanecendo assim por 16 horas em BOD
regulada a 30°C. Posteriormente, foi retirado o tegumento para a imers&o na solugao de
tetrazdlio. A remocédo foi realizada pressionando as sementes do lado oposto do
embrido, com o auxilio de uma pinga, de forma a causar a ruptura do tegumento com o
menor dano possivel no endosperma. Apos a pré-embebicdo, as sementes foram
imersas em solucao de cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazdlio nas concentrag¢des de 0,25%,
0,50% e 0,75%, nos tempos de 2, 4 e 6 horas, no escuro, utilizando as temperaturas de
30°C e40°C, separadamente.

Apbs cada tempo de imersdao, as sementes foram seccionadas
longitudinalmente no plano transversal da abertura dos cotilédones e as duas metades
foram examinadas, de acordo com a metodologia descrita para o primeiro ensaio.

O delineamento experimental utilizado nas avaliagdes da qualidade inicial das
sementes de pinhdo manso foi o inteiramente casualizado, com 4 repeti¢cdes de 50
sementes.

Para o primeiro ensaio, o delineamento utilizado foi inteiramente casualizado
num esquema fatorial 4x4, ou seja, quatro métodos de preparo da semente x quatro
concentragcbes da solugado de tetrazolio. No segundo ensaio, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado num esquema fatorial 3x3, ou seja,
trés tempos de imersao na solugao de tetrazolio x trés concentragbes, ambos com duas
repeticbes de 25 sementes. Os dados foram submetidos a analise da variancia e a
comparacao das médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o
programa SISVAR (FERREIRA, 2000). Os dados de indice de velocidade de
emergéncia foram transformados em v(X+0,5).

No segundo ensaio ndo foi feita analise estatistica entre as temperaturas
testadas, se constituindo em ensaios independentes, onde foi realizada apenas a
comparacao visual dos tratamentos correspondentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

ATabela 1 apresenta os resultados da avaliagéo inicial da qualidade fisiologica
de sementes de pinhdo manso. Verificou-se uma porcentagem de 46% para a primeira
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contagem de germinacgéo e 74% de germinacéo total. Ja o indice de velocidade de
emergéncia obteve um valor de 5,5 e a emergéncia apés 15 dias obteve uma
porcentagem de 65%.

TABELA 1 - Qualidade inicial de sementes de Jatropha curcas L. avaliada pelos testes
de primeira contagem de germinacao (PCG), germinagao (G), indice de velocidade de
emergéncia (IVE) e emergéncia de plantulas (EMERG), em %. Chapadé&o do Sul (MS),
UFMS -CPCS, 2011.

Sementes PCG G EMERG IVE
de %

pinhdao manso 46 74 65 55

CV (%) 55 5,4 58 6,2

De acordo com os resultados obtidos no primeiro ensaio, a interagéo entre
métodos de preparo da semente e concentragdo da solugdo de tetrazolio foi
significativa. Observou-se que nao houve coloracdo da semente com tegumento na
pré-embebicdo e na imersdo na solugdo de tetrazdlio (S1) em nenhuma das
concentracgdes testadas, indicando que a presenga do tegumento impede a penetracéo
da solugéo de tetrazdlio, conferindo auséncia de coloragédo as sementes, havendo a
necessidade da retirada do tegumento para coloragao das estruturas viaveis.

Resultados semelhantes foram obtidos por Gris et al. (2007) em sementes de
pinhdo manso, Oliveira et al. (2005) em sementes de Tabebuia spp, e Oliveira et al.
(2006) em sementes de mamona, onde foi observada a necessidade da retirada de
todo o tegumento das sementes para a penetracdo da solucédo de tetrazdlio no
embrido, apos o tratamento de embebigao. A necessidade da remoc¢ao do tegumento,
como parte do preparo das sementes antes da coloragao, também foi relatada para
sementes de amendoim (BITTENCOURT e VIEIRA, 1999), algodéo (VIEIRA e VON
PINHO, 1999), melancia (BHERING et al., 2005), seringueira (WETZEL et al., 1992),
sucara (FOGACA et al., 2006), guapuruvu (FERREIRA et al.,, 2007) e guarita
(FOGAGA, 2003).

Na Tabela 2, verificou-se que na concentracédo de 0,25%, a semente com o
tegumento na pré-embebicdo e sem o tegumento na imerséo na solugéo de tetrazolio
(S2) foi o que permitiu obter uma maior viabilidade das sementes de pinhdo manso, néo
diferindo estatisticamente da semente com o tegumento na pré-embebicao e corte
distal naregido oposta a caruncula (S3) e semente sem o tegumento na pré-embebicao
e na imersao na solucao de tetrazolio (S4). Ja na concentracéo de 0,50%, a semente
inteira, embebic&o com o tegumento (S2) ndo diferiu estatisticamente da semente sem
o tegumento na pré-embebicdo e na imerséo na solugdo de tetrazolio (S4), porém
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diferiu da semente com o tegumento na pré-embebigao e corte distal na regido oposta a
caruncula (S3) e também da semente com tegumento na pré-embebicao e na imersao
na solugéo de tetrazdlio (S1).

Na concentracgéo de 0,75%), a semente com o tegumento na pré-embebicao e
sem o tegumento na imersao na solugao de tetrazélio (S2) e semente com o tegumento
na pré-embebicao e corte distal na regido oposta a caruncula (S3) nao diferiram entre
si, porém diferiram da semente sem o tegumento na pré-embebicédo e na imersao na
solugcédo de tetrazolio (S4) e da semente com tegumento na pré-embebicdo e na
imersao na solucao de tetrazolio (S1); e na concentracéo de 1,0%, a semente com o
tegumento na pré-embebicao e sem o tegumento na imersao na solugao de tetrazolio
(S2) foi superior estatisticamente aos demais. Entretanto, observa-se que em todas as
concentragbes testadas, a semente com o tegumento na pré-embebicdo e sem o
tegumento na imerséo na solugao de tetrazolio (S2) foi superior numericamente aos
demais tratamentos, o que justifica esse tratamento no segundo ensaio.

TABELA 2. Dados médios obtidos para viabilidade (%) de sementes de Jatropha
curcas L. nos diferentes métodos de preparo da semente (S1- semente com tegumento
na pré-embebicdo e na imersdo na solucdo de tetrazoélio, S2- semente com o
tegumento na pré-embebicéo e sem o tegumento na imersao na solugao de tetrazolio,
S3- semente com o tegumento na pré-embebicéo e corte distal na regido oposta a
caruncula, S4- semente sem o tegumento na pré-embebicéo e na imersao na solugao
de tetrazdlio) em fungéo das concentrag¢des da solugao de tetrazolio (C1- 0,25%, C2-
0,50%, C3-0,75%, C4-1,0 %). Chapadao do Sul (MS), UFMS - CPCS, 2011.

Métodos de

Concentragao da solugao de tetrazélio (%)

preparo da
semente 0,25 0,50 0,75 1,00
S1 0 b* Oc Oc 0d
S2 24 a 35a 44 a 40 a
S3 18 a 22b 38a 17¢
S4 22 a 34 a 28b 30b
CV (%) 5,4 5,2 4,8 57

*Médias seguida pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de

probabilidade.

Observa-se na Figura 1, que para a semente com o tegumento na pré-
embebicdo e sem o tegumento na imersao na solugéo de tetrazdlio (S2), os dados se
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ajustaram a um modelo de equacgdo quadratica (R* = 0,9731), sendo que até a
concentragédo de 0,75% houve um aumento, em média, de 9,5% na visualizagédo da
viabilidade a cada aumento de 0,25% na concentragdo. Ja para a semente com
tegumento e corte distal naregido oposta a caruncula (S3) e semente sem o tegumento
na pré-embebicéo e na imersao na solugéo de tetrazoélio (S4), os dados se ajustaram a
uma equacéo de terceiro grau.

Verificou-se também que para a semente com o tegumento na pré-embebicéo
e sem o tegumento na imersao na solugéo de tetrazdlio (S2) e semente com o
tegumento na pré-embebigéo e corte distal na regido oposta a caruncula (S3), a partir
da concentracao de 0,75% foi observado um decréscimo na visualizagéo da viabilidade
das sementes de pinhdo manso. Este fato pode ser justificado pelo fato da
concentragéo de 1,0% ter colorido intensamente as estruturas da semente, dificultando
adiferenciagéo de tecidos mais vigorosos daqueles em processo de deterioragéo.

50 -
45 | S3=y= -522,67x° + 880x° - 415,33x + 75

40 - R%=1
35 -
30 ~ © S2
25 A o S3
20 A S4
15 -
10 1 S2=y=-60x%+97,8x + 2,75 S4 =y =277,33x° - 560x° + 346,67x - 34
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FIGURA 1: Porcentagem média de visualizagdo da viabilidade (%) de sementes de
pinhdo manso nos diferentes métodos de preparo da semente em fungcdo da
concentracdo da solucdo de tetrazdlio. S2 — semente com o tegumento na pré-
embebicao e sem o tegumento na imersao na solugao de tetrazolio; S3 — semente com
o tegumento na pré-embebicdo e corte distal na regido oposta a caruncula; S4 —
semente sem o tegumento na pré-embebicédo e na imersédo na solugao de tetrazodlio.
Chapadéo do Sul (MS), UFMS - CPCS, 2011.

Dentre as concentrag¢des utilizadas para semente com o tegumento na pré-
embebicado e sem o tegumento na imersao na solugao de tetrazolio (S2), observou-se
que as concentragdes de 0,50% e 0,75% possibilitaram uma visualizagdo mais nitida
dos tecidos vivos do embrido. A concentragdo de 0,25% nao possibilitou uma analise
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adequada pela pouca coloragao conferida as sementes.

Com relagcdo ao método de preparo, verificou-se que a semente com o
tegumento na pré-embebicéo e corte distal na regido oposta a caruncula (S3) néo foi
adequado, pois houve pouca ou nenhuma coloracdo do embrido em todas as
concentragbes testadas, onde podemos inferir que a solugdo de tetrazélio néo
conseguiu atingir o embrido com eficiéncia, conferindo uma maior coloragao ao redor
do corte, justamente onde houve o dano mecanico para a entrada da solugao.

Resultados semelhantes foram encontrados por Gaspar-Oliveira (2011) em
sementes de mamona, onde no preparo mediante corte longitudinal diagonal na regiao
distal da caruncula, as sementes ndo apresentaram coloragdo na regiao central do
tecido de reserva e no embrido, somente as regides periféricas das sementes, que
tiveram contato direto com a solugao de tetrazélio, ficaram coloridas. Considerando
que o embrido estalocalizado na parte interna da semente e é a principal estrutura a ser
analisada na avaliagéo da viabilidade e do vigor no teste de tetrazolio, esse método de
preparo se mostrou ineficiente. Ja Gris et al. (2007), em sementes de pinhdo manso,
verificaram que o melhor método de preparo da semente para o teste de tetrazoélio é a
retirada do tegumento e corte distal na regido oposta a caruncula. Oliveira et al. (2006)
em sementes de mamona, recomendaram o corte em bisel e corte nas laterais das
sementes de mamona.

Para semente sem o tegumento na pré-embebicéo e na imersao na solugéo de
tetrazdlio (S4), todas as concentracbes testadas foram eficientes, com excecgéo da
concentracéo de 1,0%. Porém, verificou-se que esse método de preparo também néo
foi adequado, pois no momento do corte das sementes para a leitura do teste de
tetrazélio, houve uma grande quantidade de sementes quebradas devido a forga
mecanica imposta para a retirada do tegumento, que estava mais rigido, tendo em vista
que as sementes ndo foram embebidas em agua antes da retirada do mesmao.

Diante dos resultados obtidos, verificou-se que o melhor método de preparo é
com a semente inteira, embebicdo com o tegumento com posterior retirada para a
imersao na solugéo de tetrazoélio. As concentragdes mais promissoras foram 0,25%,
0,50% e 0,75%. Sendo assim, esses resultados foram escolhidos para a montagem do
segundo ensaio.

De acordo com os dados obtidos no segundo ensaio na temperatura de 30°C,
observou-se que a interacao entre tempo e concentracgéo foi significativa. Observa-se
na Figura 2, que no tempo de 4 horas de imerséo, os dados se ajustaram a um modelo
de equaco linear (R* = 1), sendo que a medida em que se aumentou a concentrago,
diminuiu a porcentagem de visualizag&o da viabilidade, sendo essa redu¢cao em média,
de 20% a cada aumento de 0,25% na concentragao.

Ja para otempo de 6 horas de imersao, os dados se ajustaram a um modelo de
equacgdo quadratica (R* = 1), sendo que até a concentracdo de 0,50% houve um
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aumento, em média, de 10% na visualizacao da viabilidade a cada aumento de 0,25%
na concentracgao. A partir de 0,50% foi observado um decréscimo na visualizagdo de
viabilidade das sementes de pinhdo manso.

FIGURA 2: Porcentagem média de visualizacdo da viabilidade (%) de sementes de
pinhdo manso nos diferentes tempos na solugdo de imersdo em funcédo da
concentracao da solugao de tetrazolio. Chapadao do Sul (MS), UFMS — CPCS, 2011.
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Observa-se na Figura 3, que para a concentragdo de 0,25%, os dados se
ajustaram a um modelo de equacgao quadratica (R*= 1), sendo que no tempo de 2 horas
nao houve coloragdo das sementes, indicando ser necessario um tempo de
permanéncia maior das sementes na solucao de tetrazélio. O tempo de 4 horas indicou
uma visualizagao da viabilidade de 60%, havendo decréscimo quando o tempo de
imerséao foi aumentado para 6 horas.

Para a concentracao de 0,50%, verificou-se que os dados se ajustaram a um
modelo de equac&o quadratica (R* = 1), sendo que novamene no tempo de 2 horas n&o
houve coloragdo das sementes. Houve um aumento na visualizag&o da viabilidade na
medida em que se aumentou o tempo de imers&o na solugdo de tetrazoélio, com um
maximo de 60% no tempo de 6 horas. Ja para a concentracao de 0,75%, observou-se
que os dados se ajustaram a um modelo de equagéo linear (R*= 1), sendo que também
no tempo de 2 horas ndo houve coloracédo das sementes. Houve um aumento na
visualizag&o da viabilidade na medida em que se aumentou o tempo de imersao na
solucao de tetrazélio, em média de 20% a cada aumento de 0,25% na concentragao,
com um maximo de 40% no tempo de 6 horas.
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FIGURA 3: Porcentagem média de visualizagdo da viabilidade (%) de sementes de
pinhdo manso nas diferentes concentrac¢des testadas em fung¢ao do tempo de imersao
na solugao de tetrazélio. Chapadéo do Sul (MS), UFMS - CPCS, 2011.
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Verificou-se que o tempo de 2 horas de imersao na solugéo de tetrazolio n&o foi
suficiente para colorir as estruturas vivas da semente, independente da concentracéo
utilizada. Resultados contraditérios foram encontrados por Dantas et al. (2009), onde
os autores verificaram que o tempo de 2 horas de imersédo na solugao de tetrazdlio
numa concentracédo de 0,1% a 30°C foi suficiente para avaliar a viabilidade das
sementes de pinhdo manso.

Comparando visualmente as concentragdes utilizadas no tempo de 4 horas de
imersédo no tetrazolio, observou-se que a concentragdo de 0,25% possibilitou uma
visualizagdo mais nitida dos tecidos vivos do embrido. As concentragbes de 0,50% e
0,75% coloriram intensamente as estruturas, dificultando a diferenciacao de tecidos
mais vigorosos daqueles em processo de deterioracéo. Ja para o tempo de imerséo de
6 horas, as concentrag¢des de 0,25% e 0,50% foram mais adequadas comparadas com
a concentracéo de 0,75%, que coloriu intensamente as estruturas das sementes. Estes
resultados concordam com as observagdes feitas por Oliveira et al. (2006), verificando-
se que o tempo de 6 horas na concentracao de 0,50% a 30°C foi o mais indicado para a
avaliacao do teste de tetrazélio em sementes de mamona.

De acordo com os dados obtidos no segundo ensaio na temperatura de 40°C,
observou-se que a interagao entre tempo e concentragao foi significativa. Observa-se
na Figura 4, que nos tempos de 4 horas e 6 horas de imersao, os dados se ajustaram a
um modelo de equacéo quadratica (R* = 1), havendo um maximo de viabilidade com a
concentracao de 0,50%. As concentracbes de 0,25 e 0,75% se mostraram inadequadas
para avaliac&do do vigor das sementes de pinhdo manso.
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FIGURA 4: Porcentagem média de visualizagdo da viabilidade (%) de sementes de
pinhdo manso nos diferentes tempos de imersdo em fungdo da concentracéo da
solugéo de tetrazélio. Chapadao do Sul (MS), UFMS - CPCS, 2011.
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Verificou-se que para todas as concentracdes testadas, o tempo de 2 horas de
imersao na solugéo de tetrazolio foi insuficiente para a coloragéo das sementes. Na
Figura 5, observou-se que as concentragdes testadas seguiram o mesmo padrao de
equacao quadratica (R* = 1), sendo que & medida em que se aumentou o tempo de
imersdo, aumentou-se a visualiza¢ao da viabilidade das sementes, apresentando um
maximo de 68% de viabilidade para a concentracéo de 0,50% no tempo de 6 horas.

FIGURA 5: Porcentagem média de visualizacao da viabilidade (%) de sementes de
pinhdo manso nas diferentes concentracdo em funcao do tempo de imersao na solugéao

de tetrazolio. Chapadéo do Sul (MS), UFMS - CPCS, 2011.
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Observou-se, de maneira geral, que o tempo de 6 horas de imersao na solugéao
de tetrazdlio e a concentragéo de 0,50% foi o que permitiu uma melhor coloragéo e
visualizacéo das estruturas vivas da semente de pinhdo manso, além de aproximar o
valor da viabilidade (68%) dos resultados obtidos para germinagéo (74%) e emergéncia
(65%), encontrados na Tabela 1. A concentragédo de 0,25% n&o se mostrou adequada
pela pouca pigmentagédo das estruturas das sementes, e a concentragcao de 0,75%
coloriu intensamente, dificultando a diferenciacéo de tecidos mais vigorosos daqueles
em processo de deterioracéo. Esses resultados estdo de acordo com Pinto et al. (2009),
em sementes de pinhdo manso, Wetzel et al. (1992) em sementes de seringueira, que
também constataram que a concentracao de 0,50% foi o mais adequado para a
realizacao do teste de tetrazo6lio em sementes de pinhdo manso.

De acordo com Grabe (1976), a precisédo do teste de tetrazolio nado é afetada
por temperaturas entre 20 e 45°C, mas a coloracéo se estabelece mais rapidamente
nas temperaturas mais elevadas. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com
Wetzel et al. (1992) em sementes de seringueira, Franca Neto et al. (1998) em
sementes de soja, e Bittencourt e Vieira (1997) em sementes de amendoim, que
recomendaram o uso da temperatura de 40°C para o teste de tetrazélio.

4. CONCLUSOES

O teste de tetrazélio em sementes de pinhdo manso deve ser realizado na
concentragéo de 0,50%, num periodo de 6 horas de imerséo, a 40°C.

As sementes devem ser pré-embebidas com o tegumento com posterior
retirada para a imersao na solucao de tetrazolio, utilizando o corte longitudinal no plano
transversal da abertura dos cotilédones para a avaliagao da viabilidade.
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