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TESTE DE TETRAZOLIO PARA AVALIACAO DO POTENCIAL FISIOLOGICO
DE SEMENTES DE AMENDOIM

RESUMO - O teste de tetrazolio assume posicédo de destaque na avaliacédo
do potencial fisiolégico de sementes, devido ao grande numero de informacdes
fornecidas. Entretanto, a eficiéncia desse teste esté relacionada a procedimentos
apropriados e, para o0 amendoim, a técnica aplicada ndo esta totalmente
adequada, pois cultivares distintos podem apresentar respostas diferenciadas.
Esta pesquisa objetivou adequar o teste de tetrazolio para sementes de
amendoim. Oito lotes de sementes de amendoim, quatro do cv. IAC Tatu ST e
quatro do Runner IAC 886, foram avaliados pelos testes de germinacao, vigor
(envelhecimento acelerado e condutividade elétrica) e emergéncia de plantulas em
campo. Para o teste de tetrazélio, as sementes foram submetidas ao pré-
condicionamento a 25 °C por trés, seis, nove, 12 e 16 horas (embebic&o direta em
agua - copo) e por 16 e 24 horas (embebicdo em papel umedecido). Apés
determinacédo do melhor periodo, as sementes foram preparadas com tegumento,
sem tegumento e com cotilédones separados, sendo imersas em solucdo de
tetrazolio 0,05; 0,075; 0,1 e 0,2%, a 40 °C, por duas horas. O melhor periodo de
pré-condicionamento foi o de 16 horas (copo). A solucéo de tetrazolio 0,05% para
o cv. IAC Tatu ST em todos os preparos permitiu maior diferenciacéo entre lotes e
para o0 cv. Runner IAC 886 as concentracdes 0,075% em sementes com
tegumento e com cotilédones separados e 0,2% para sementes sem tegumento
foram as melhores. Assim, o teste de tetrazélio para sementes de amendoim deve
ser conduzido com pré-condicionamento por 16 horas diretamente em &gua,
preparo sem tegumento com imersdo em solucdo de tetrazolio 0,05%, para cv.
IAC Tatu ST, e preparo com cotilédones separados e imersao em solucdo 0,075%,

para cv. Runner IAC 886.

Palavras-Chave: Arachis hypogaea L., adequacdo de procedimentos, tetrazdlio,

viabilidade, vigor



TETRAZOLIUM TEST AS A PROCEDURE TO EVALUATE THE
PHYSIOLOGICAL POTENTIAL OF PEANUT SEEDS

SUMMARY - The tetrazolium test stands out in the physiological
assessment of the seeds, given the large number of information provided.
However, the efficiency of this test is related to accurate procedures and for peanut
seeds, the applied technique is not entirely appropriate, since different cultivars
may have different responses. This study aimed to adjust the tetrazolium test for
peanut seeds. Eight lots of peanut seeds, four of the cv. IAC Tatu ST and four of
the Runner IAC 886, were evaluated by germination, vigor (accelerated aging and
electrical conductivity) and seedling emergence in the field tests. For tetrazolium
test, seeds were submitted to preconditioning at 25 °C for three, six, nine, 12 and
16 hours (immersed directly in water - cup) and for 16 and 24 hours (moistened
germination paper). After determining the best preconditioning period, seeds with
and without seedcoat and with separated cotyledons were submitted to staining in
0.05%, 0.075%, 0.1% and 0.2% tetrazolium solutions at 40 °C for two hours. The
best preconditioning period was 16 hours (cup). For cv. IAC Tatu ST, 0.05%
tetrazolium solution permitted a greater differentiation between seed lots. For cv.
Runner IAC 886, staining seeds with seedcoat and with separated cotyledons in
0.075% tetrazolium solution and seeds without seedcoat in 0.2% solution promoted
better results. Thus, the tetrazolium test for peanut seeds should be conducted
with 16 hours of preconditioning directly in water, without seedcoat followed by
staining in 0.05% tetrazolium solution for cv. IAC Tatu ST, and with separated

cotyledons and staining in 0.075% tetrazolium solution for cv. Runner IAC 886.

Keywords: Arachis hypogaea L., procedures adjustments, tetrazolium, viability,

vigor



1. INTRODUCAO

Considerada o insumo agricola mais importante, a semente conduz ao campo
caracteristicas genéticas determinantes do desempenho da cultura e contribui
decisivamente para o sucesso do estabelecimento de estande uniforme. Assim, a
utilizacdo de sementes com alto potencial fisiologico influi diretamente na obtencéo de
altos niveis de produtividade em espécies cultivadas.

A semente de amendoim, devido as suas caracteristicas quimicas de riqueza em
Oleo e proteina e as condigbes de cultivo predominantes no Brasil, pode apresentar
baixo potencial fisiolégico (NAKAGAWA et al., 1983) e a adocdo de alta tecnologia €
necessaria durante todo o processo de producdo e comercializacdo dessa cultura,
diminuindo os riscos que podem levar a perda desse potencial.

A avaliacdo do potencial fisiolégico é um parametro importante a ser considerado
em um programa de producdo de sementes e testes que fornecem resultados rapidos
sobre 0 mesmo sdo demandados para agilizar decisbes nas diferentes etapas do
processo produtivo (BHERING et al., 2005). Assim, o0 uso de testes que avaliem a
viabilidade e o vigor de sementes de forma rapida, permitindo maior diferenciacdo entre
lotes, é necessario e constitui-se em um dos desafios para a pesquisa sobre o potencial
de desempenho de sementes, a fim de evitar-se ou diminuir os prejuizos pela utilizacéo
de sementes com baixo potencial germinativo.

Nesse sentido, o teste de tetrazdlio assume posicao de destaque no controle da
qualidade de sementes por fornecer informac6es sobre viabilidade e vigor, além de
possibilitar a diagnose dos principais problemas que podem afetar o potencial fisiologico
das sementes. Entretanto, o ajuste dos procedimentos para cada espécie, de modo a
definir as condigbes mais apropriadas para o pré-condicionamento, preparo e coloragédo
das sementes, € essencial para obtencao de resultados precisos.

No caso do amendoim, alguns trabalhos objetivaram o estudo de procedimentos
para avaliagdo do potencial fisiolégico de sementes utilizando-se o teste de tetrazolio
(BITTENCOURT & VIEIRA, 1997 e 1999; BITTENCOURT et al., 1997; CARVALHO et

al., 2009). Entretanto, de acordo com VIEIRA et al.l (dados nao publicados), que

WIEIRA, B. G. T. L.; LEONEL, C. L.: VIEIRA, R. D. Vigor de sementes de amendoim (Arachis hypogaea L.) avaliado pelo
teste de tetrazolio.



trabalharam com sementes de cultivar do grupo Virginia, a técnica até entdo aplicada
ainda ndo estd totalmente adequada para a avaliagcdo do potencial fisiologico de
sementes dessa cultura, uma vez que cultivares de grupos botanicos distintos podem
apresentar respostas diferentes aos procedimentos ja estabelecidos.

Diante do exposto, a presente pesquisa teve como objetivo adequar o teste de
tetrazolio para a cultura do amendoim, considerando critérios de pré-condicionamento,
preparo e coloracdo, para obtencdo de resultados mais consistentes tanto para o
cultivar IAC Tatu ST, grupo Valéncia, quanto para o Runner IAC 886, cultivar do grupo

Virginia, este ainda ndo estudado adequadamente com relacdo a esse teste.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Culturado Amendoim

O amendoim (Arachis hypogaea L.) € uma planta de origem sul-americana e
apresenta grande importancia econdémica devido ao fato de seus gréos possuirem
sabor agradavel e serem ricos em 0leo e proteinas (LOURENZANI & LOURENZANI,
2009). No Brasil, o cultivo dessa espécie teve posicdo de destaque no cenario agricola
principalmente na década de 60 e 70, com a produgcdo e a exportacdo de oOleo
comestivel e farelo (JOAO, 2008).

Sédo Paulo é o principal estado produtor de amendoim, sendo responsavel por
cerca de 80% da producéo nacional e 70% do total da area plantada (MARTINS, 2008;
CONAB, 2010). Duas regides do estado destacam-se na producao de amendoim, a Alta
Mogiana (Ribeirdo Preto e Jaboticabal) e a Alta Paulista (Marilia e Tupd), nas quais a
cultura é produzida em areas de renovacdo de canaviais e pastagens (NAKAGAWA &
ROSOLEM, 2011; BARBOSA, 2011).

O bom desenvolvimento da cultura nesse estado deve-se as boas condi¢des de
solo e clima, o que possibilita o cultivo em duas épocas: a safra das aguas e a safra da
seca, sendo a producdo na primeira safra superior a da segunda, por ser realizada em
periodo climatico mais favoravel a cultura (NAKAGAWA & ROSOLEM, 2011).

A producéo brasileira total de amendoim no periodo compreendido entre 2008 e
2010 ficou em torno de 830 mil toneladas de amendoim em casca para uma area
plantada de 314 mil hectares (MARTINS, 2011). Segundo previsdes e estimativas de
safra da Companhia Nacional de Abastecimento, no ano agricola de 2010/11, a
producdo de amendoim (12 e 22 safra) ficou em torno de 227 mil toneladas e a area
plantada em 85 mil hectares, valores que apontam rendimento de 2.670 kg/ha (CONAB,
2011).

A cultura do amendoim possui dois grupos botanicos de grande importancia, o
grupo Valéncia e o grupo Virginia, que apresentam diferencas significativas quanto a

caracteristicas vegetativas e reprodutivas, como duracdo do ciclo, habito de



crescimento, sistema de ramificagdo, niamero vagens por planta e de sementes por
vagem, tamanho da semente, entre outros (NAKAGAWA & ROSOLEM, 2011).

O cultivar IAC Tatu ST, pertencente ao grupo Valéncia, é precoce (90 a 100 dias
de ciclo), de porte ereto, com vagens granadas contendo duas a trés sementes de
tegumento avermelhado. O cultivar Runner IAC 886, grupo Virginia, apresenta habito de
crescimento rasteiro, ciclo de 130 dias e vagens uniformes contendo uma a duas
sementes de pelicula rosada que podem apresentar dorméncia leve ou acentuada
(GODOY et al.,, 2003). Com a introducdo de novas tecnologias para o cultivo de
amendoim, os cultivares de porte ereto foram substituidos pelos de porte rasteiro, que
passaram a ser preferidos por produtores, especialmente em areas de reforma de
canavial (BARBOSA, 2011).

2.2. Morfologia da Semente de Amendoim

As sementes de amendoim s&o constituidas por tegumento de coloragéo
variavel, dependendo do cultivar em questdo, e embrido do tipo axial, sendo este
dividido em cotilédones e eixo embrionario. Os cotilédones sao justapostos, grandes e
volumosos, ricos em material de reserva (lipideos e proteinas) e auriculados na base
(YARBROUGH, 1949; NAKAGAWA & ROSOLEM, 2011) (Figura 1). Estes fornecem
reservas ao eixo embrionario e, a medida que a plantula desenvolve-se, sdo exauridos
e perdem completamente sua funcdo apés a formacéo e atividade das folhas definitivas
(MARCOS FILHO, 2005).

Abaixo do ponto de insercao dos cotilédones, situa-se o eixo hipocatilo-radicula,
assim denominado devido as estruturas serem pouco diferenciadas (Figura 1). Esse
eixo é constituido de epiderme, cortex e cilindro central, sendo que este ultimo
corresponde ao sistema vascular (BITTENCOURT, 1995). O hipocatilo representa o elo
entre a radicula e a plumula, caracterizando-se como regiao de transi¢cdo. Durante a
germinagédo, a plumula da origem a parte aérea da planta, atuando como gema apical e
a radicula origina o sistema radicular (MARCOS FILHO, 2005) (Figura 1).



O eixo hipocdtilo-radicula projeta-se para o exterior da semente, proximo a
superficie basal dos cotilédones, juntamente com o tegumento fino e fragil, fazendo com
gue a regido da radicula seja altamente vulneravel a injlirias mecénicas, sobretudo
durante a operacdo de descasque e demais operagdes do processamento das
sementes, as quais predispdem a semente a subsequente deterioracdo fisiol6gica
(KETRING et al., 1982; SADER et al., 1991).

A plumula € bem desenvolvida, constituida por seis a oito folhas embrionarias,
namero variavel em funcdo do gendtipo, que irdo expandir-se por ocasido da
germinagdo, aumentando de tamanho (YARBROUGH, 1949; CONAGIN, 1957;
NAKAGAWA & ROSOLEM, 2011) (Figura 1).

Cotilédone

Regido Vascular

Eixo

Cilindro hipocétilo-radicula

Central

Figura 1. Morfologia da semente de amendoim (Arachis hypogaea). Fonte:
BITTENCOURT & VIEIRA (1999).

2.3. Avaliacdo do Potencial Fisiolégico de Semente

A utilizacdo de sementes de alta qualidade é uma das formas de obter-se

elevada produtividade, uma vez que, ao serem semeadas em campo, as sementes tém



atributos que capacitam o desenvolvimento da plantula e o estabelecimento de estande
adequado em diferentes condi¢Bes climaticas. Assim, a avaliacdo do potencial
fisiolégico de sementes deve ser efetuada de forma que permita a identificacédo de lotes
gue apresentem maior probabilidade de estabelecer-se em campo e proporcionar o
retorno esperado (MARCOS FILHO, 2005).

O teste de germinacdo é internacionalmente aceito para estimar o potencial
fisiologico de sementes (BAALBAKI et al., 2009), entretanto, € um teste demorado, que
inviabiliza a rapida tomada de decisdes. Na producao de sementes, é importante que se
avalie a qualidade durante as operagcbes de colheita, recepcdo, beneficiamento e
comercializagdo, permitindo decisfes antecipadas e diminuindo riscos de perdas e,
consequentemente, prejuizos.

De acordo com MORAES (1987), em amendoim, outra limitacdo do teste de
germinacdo € a vasta gama de agentes patogénicos, principalmente fungos, que pode
estar interna e, ou externamente associada a semente, interferindo negativamente nos
resultados.

O teste de germinacgdo, pelas condicdes essencialmente favoraveis de sua
conducao também néo detecta diferencas sutis em termos de deteriora¢éo e ndo avalia
0 potencial de armazenamento e o desempenho das sementes em condi¢des gerais de
campo, porém, fornece dados que podem ser utilizados juntamente com outras
informacdes para a comparacédo entre lotes de sementes (MARCOS FILHO, 2005).

Assim, é interessante a utilizacdo de testes que avaliam o vigor de sementes.
Estes tém como principal objetivo identificar diferencas no potencial fisiolégico entre
lotes, principalmente entre aqueles que apresentam desempenho germinativo
semelhante e dentro de padrées comercialmente aceitos (VIEIRA et al., 1994).

Os testes de vigor devem permitir a distingdo entre lotes de alto e baixo vigor e
indicar os que apresentam maior ou menor probabilidade de bom desempenho sob
diferentes condi¢bes ambientais. Além disso, devem ser confidveis, comparaveis,
rapidos, simples, economicamente viaveis e apresentam correlagdo com a emergéncia
de plantulas em campo (MARCOS FILHO, 1999; BAALBAKI et al., 2009).



2.4. Teste de Tetrazolio

O desenvolvimento de testes rapidos, visando a determinacdo do potencial
fisiologico de sementes, tem sido um dos principais objetivos dos tecnologistas de
sementes ha varios anos (CERVI & MENDONCA, 2009). Muitos testes baseados na
observacdo da coloracdo, do aspecto e da velocidade de embebicdo das sementes
foram inicialmente utilizados, visando a rapida avaliacdo da viabilidade das mesmas,
porém sem nenhuma precisdo. Diversos corantes foram estudados, mas também a falta
de precisdo resultou no insucesso da adocdo de tais métodos (FRANCA NETO &
KRZYZANOWSKI, 2009).

As primeiras tentativas que apresentaram sucesso na avaliacao da viabilidade de
semente com biocorantes foram realizadas por Turina que, em 1922, verificou que as
células vivas de sementes viaveis eram capazes de reduzir solu¢des incolores de sais
de teldrio e selénio para tons avermelhados ou cinza-escuros (MARCOS FILHO, 2005).

Em 1940, Lakon aperfeicoou o método do selénio, desenvolvendo o método
topogréfico deste mesmo sal para a determinacdo da viabilidade de sementes.
Entretanto, ao descobrir os efeitos toéxicos do selénio aos analistas de semente, Lakon
procurou um sal similar que poderia ser utilizado com a mesma finalidade. Apos a
indicagcdo por Kuhn e Jerchel, em 1941, Lakon testou diversos compostos de tetrazolio
que poderiam reduzir-se em tecidos vivos e constatou que o 2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazdlio era o mais apropriado para o teste topografico (FRANCA NETO, 1999).
Assim, Georg Lakon pode ser considerado o principal responsavel pelo
desenvolvimento do teste de tetrazdlio.

Nos ultimos anos, a metodologia do teste de tetrazdlio tem sido aprimorada,
principalmente no que se refere a determinacdo do indice de vigor, tornando o teste
muito mais atrativo para sementes de algumas culturas, como milho, algodéo, feijao,
amendoim e soja (FRANCA NETO, 1999).

A fundamentacédo do teste baseia-se na alteracdo da coloracdo dos tecidos vivos
da semente em presenca de solucdo de sal de tetrazdlio, refletindo a atividade do

sistema de enzimas desidrogenases, intimamente relacionado a viabilidade da



semente. A difusdo da solucdo nos tecidos da semente resulta na formacédo de
composto estavel e ndo-difusivel de coloracdo avermelhada, conhecido por formazan, o
gue permite delimitar, de maneira definida, o tecido vivo do que apresenta atividade
fisiol6gica deficiente e, ou morto, pois este permanece descolorido ou exibe coloracédo
anormal (PINA-RODRIGUES et al., 2004; MARCOS FILHO, 2005), como a semente
deteriorada ou danificada mecanicamente.

A obtencdo de resultados satisfatérios no teste de tetrazolio esta diretamente
relacionada a metodologia de execu¢do do mesmo, como o pré-condicionamento,
preparo das sementes, concentracdo da solucdo de tetrazolio, periodo e temperatura de
exposicdo a solucdo e ao estabelecimento de critérios complementares para a
avaliacdo e interpretacdo (GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009; HOSOMI et al., 2011).
Dependendo da espécie estudada, algumas etapas podem estar ausentes, como € o
caso de sementes pequenas de leguminosas e de alguns outros géneros que nao
requerem preparo, podendo ser colocadas diretamente na solugdo de tetrazolio
(FRANCA NETO et al., 1998).

O umedecimento como pré-condicionamento facilita a absor¢cédo da solucao de
tetrazodlio e é necessario para algumas espécies, pois sementes pré-umedecidas sao
menos suscetiveis a danos por embebicdo e teores de agua mais elevados permitem
corte e perfuracdes com maior facilidade, visando a exposi¢cdo do embrido a solucéo de
tetrazolio (BRASIL, 2009). Alguns cultivares de soja apresentam sensibilidade a rapida
embebicdo quando o teor de agua é inferior a 10% (SILVA & VILLELA, 2011).

No caso do amendoim, o comportamento quanto ao baixo teor de agua parece
nao seguir o mesmo padrao, uma vez que, durante o armazenamento em baixa
umidade relativa do ar, o teor de dgua € reduzido para valores entre 6 e 8% e ndo se
tem relatos de dano por embebicdo para essas sementes. Esse comportamento pode
estar relacionado ao tegumento da semente que, embora delgado, apresenta alta
resisténcia a penetracdo de &agua, tendo em vista sua constituicdo morfolégica e
quimica.

A técnica apresentada para o teste em amendoim nas Regras para Analise de

Sementes (BRASIL, 2009) propde como pré-condicionamento a embebicdo entre papel



durante 16 ou 18 horas em temperatura de 20 ou 25 °C, respectivamente, e como
preparo antes da coloragdo a retirada ou ndo do tegumento. Além disso, a
concentracdo da solucédo de tetrazdlio apresentada € de 0,075 a 1%, dependendo do
pré-condicionamento realizado.

Objetivando adaptar o teste de tetrazélio para amendoim, BITTENCOURT et al.
(1997) testou diversas temperaturas e periodos para o pré-condicionamento de
sementes do cultivar Tatu 53, e concluiu que estas deveriam alcancar teor de agua
acima de 30% para que a coloragéo fosse uniforme, possibilitando a avaliagédo correta,
e que o periodo de 16 horas a 20 °C era o ideal.

A remocdo ou nao do tegumento para o preparo antes da coloracdo das
sementes também foi alvo de estudos (BITTENCOURT & VIEIRA, 1997). Essa
operacao de retirada do tegumento possibilitou a reducéo do periodo de coloracéo e da
concentracdo da solucdo de tetrazdlio utilizada. Entretanto, para CARVALHO et al.
(2009), apenas a remocdo nado € suficiente para que os cotilédones separem-se e
exponham as faces internas e o eixo embrionério, dificultando a coloracdo destes e a
interpretacdo correta dos resultados.

Com base no exposto, o teste de tetrazdlio mostra-se como alternativa eficiente
para avaliar o vigor, a viabilidade e permite determinar alguns dos fatores envolvidos na
perda da qualidade de um lote de sementes. Contudo, esses objetivos sdo atingidos

apenas se houver disponibilidade de métodos eficientes e padronizados.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Andlise de Sementes do
Departamento de Producdo Vegetal da UNESP, Campus de Jaboticabal, SP, no
periodo de outubro de 2010 a novembro de 2011.

Foram utilizadas sementes de amendoim provenientes de quatro lotes de cada
um dos cultivares, IAC Tatu ST (grupo Valéncia) e Runner IAC 886 (grupo Virginia),
safra 2010/11, obtidas junto a Unidade de Grdos da Cooperativa dos Plantadores de
Cana da Zona de Guariba (COPLANA), localizada no municipio de Jaboticabal, SP, ao
Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) e ao produtor Ademir Caldo. Apds a recepgao
e identificacdo, os lotes do cultivar IAC Tatu ST foram armazenados em camara fria (10
°C e + 60% UR ar), enquanto os do cultivar Runner IAC 886 foram mantidos em
condicbes de laboratério (20-30 °C e + 45% de UR), visando reduzir o grau de
dorméncia caracteristico das sementes desse cultivar logo apoés a colheita.

Para avaliacdo preliminar do potencial fisiolégico dos lotes, foram determinados
em laborat6rio e em campo: teor de agua das sementes (TA), germinacdo em rolo de
papel (G) e em areia (GA), vigor pelo envelhecimento acelerado (EA) e pela
condutividade elétrica (CE) e emergéncia de plantulas em campo (EC). Além destes
testes, foi realizado o teste de tetrazolio (TZ), visando a adequacédo da metodologia e,
posteriormente, a avaliacdo da viabilidade e do vigor das sementes.

Para os testes de germinacdo (substrato papel e areia), vigor (envelhecimento
acelerado) e emergéncia de plantulas em campo, as sementes foram tratadas
previamente & execucdo dos mesmos com carbendazin + thiram (2 mL.kgt de
sementes).

Previamente ao teste de tetrazolio, foi feita a caracterizacdo das curvas de
embebicdo, em copo e em papel, de sementes de amendoim para os cultivares 1AC
Tatu ST e Runner IAC 886, de modo a verificar o comportamento de absorcao de agua

das mesmas.
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3.1. Teor de Agua

Determinado com duas repeticbes de 25 sementes, em estufa a 105 = 3 °C,
durante 24 horas (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em percentagem

(base umida).

3.2. Germinacao (Substrato Papel)

Oito repeticOes de 25 sementes tratadas de cada lote foram distribuidas em rolos
de papel de germinacdo umedecidos com quantidade de agua desionizada equivalente
a trés vezes sua massa seca, e mantidos em camara de germinacdo a 25 °C. As
avaliacbes foram realizadas no quinto e no 10° dia apd6s a semeadura, sendo 0s
resultados expressos em percentagem de plantulas normais, considerando o total de

plantulas obtido nas duas avalia¢cdes (BRASIL, 2009).

3.3. Germinacao (Substrato Areia)

Oito repeticdes de 25 sementes tratadas de cada lote foram distribuidas a trés
centimetros de profundidade, em caixas de plastico (26 x 16 x 9 cm) contendo areia
peneirada (malha de 1,7 mm), esterilizada em estufa a 200 °C durante 2 horas e
umedecida com agua destilada a 60% da capacidade de retencdo. As caixas foram
mantidas em laboratério (20-30 °C e + 45 UR ar), e a avaliacao realizada 14 dias apés a
instalacdo do teste, considerando-se o nimero de plantulas normais para o calculo da
percentagem de germinacao (BRASIL, 2009).

3.4. Vigor — Envelhecimento Acelerado
Amostras de aproximadamente 250 sementes tratadas de cada lote foram

distribuidas em camada Unica e uniforme sobre telas de aco inox e colocadas em

caixas de germinacgdo tampadas (11 x 11 x 3,5 cm), com 40 mL de 4gua desionizada ao
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fundo. As caixas foram mantidas em camara de germinacdo a 42 °C por 72 horas
(USBERTI, 1982). Posteriormente, duas repeticbes de 25 sementes foram colocadas
em estufa a 105 + 3 °C, durante 24 h, para determinacdo do teor de agua, e oito
repeticoes de 25 sementes foram submetidas ao teste de germinacao (substrato papel),
conforme item 3.2, sendo a avaliacdo realizada no quinto dia ap6s a semeadura

(BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em percentagem de plantulas normais.

3.5. Vigor — Condutividade Elétrica

Para esse teste, sementes do cv. IAC Tatu ST, mantidas em camara fria, foram
retiradas com dois dias de antecedéncia para nao sofrerem influéncia da temperatura.
Quatro repeticdes de 50 sementes de cada lote de ambos os cultivares foram pesadas
individualmente com precisdo de 0,01 g e colocadas para embeber em copos de
plastico contendo 75 mL de 4gua desionizada a 25 °C, por 24 horas. Apés a embebicdo
foi medida a condutividade elétrica da solucgéo, utilizando condutivimetro modelo MCA
150, e os resultados expressos em pS.cm™.g* (MARCOS FILHO & VIEIRA, 2009).

3.6. Emergéncia de Plantulas em Campo

Quatro repeticbes de 50 sementes tratadas de cada lote foram semeadas
manualmente a trés centimetros de profundidade em linhas de 2,5 metros de
comprimento e com espagamento entrelinhas de 50 centimetros. A contagem das
plantulas emergidas foi efetuada uma Unica vez, aos 21 dias apds a semeadura

(NAKAGAWA, 1999), e os resultados expressos em percentagem de plantulas normais.
3.7. Curva de Embebic&do em Agua (Copo)
Quatro repeticbes de 25 sementes para cada periodo foram colocadas para

embeber em copos de plastico contendo 100 mL de &gua destilada a 25 °C. Apos

intervalos de tempo predeterminados (de meia em meia hora nas trés primeiras horas,
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de trés em trés horas até 18 horas e em intervalos de seis horas até 48 horas), as
sementes foram retiradas da agua, secadas superficialmente com papel de filtro e, em

seguida, avaliou-se o teor de agua de cada amostra (BRASIL, 2009).

3.8. Curva de Embebicdo em Agua (Papel)

Quatro repeticbes de 25 sementes para cada periodo foram colocadas para
embeber em rolos de papel de germinacdo, umedecidos com quantidade de &agua
equivalente a trés vezes sua massa seca, e estes foram mantidos em camara de
germinacdo a 25 °C. Apos intervalos de tempo predeterminados (de trés em trés horas
até 18 horas e em intervalos de seis horas até 48 horas), as sementes foram retiradas
do rolo de papel, secadas superficialmente com papel de filtro e, em seguida, avaliou-se
o teor de 4gua de cada amostra (BRASIL, 2009).

3.9. Teste de Tetrazolio

Executado em duas etapas. Para a primeira etapa, foram utilizadas amostras de
100 sementes de cada lote e cultivar (quatro repeticbes de 25 sementes), enquanto

para a segunda, 200 sementes (quatro repeticdes de 50 sementes).

3.9.1. Primeira Etapa

Nessa etapa foi feita a adequacao dos procedimentos utilizados para a cultura do
amendoim, com relacdo ao pré-condicionamento, preparo e coloracdo das sementes.

a) Pré-condicionamento: as sementes foram pré-condicionadas em copos
contendo 100 mL de agua desionizada e em papel de germinacdo umedecido com
quantidade de agua desionizada equivalente a trés vezes sua massa seca (Figura 2).
Os copos foram mantidos em camara de germinacdo a 25 °C por trés, seis, nove, 12 e
16 horas, e os papéis por 16 e 24 horas. Em seguida, foi determinado o teor de agua

atingido pelas sementes e a viabilidade e o vigor (%) das sementes submetidas a
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coloracdo sem tegumento e em solucdo de tetrazélio 0,2%, por 2 horas a 40 °C,

condigdes utilizadas rotineiramente em laboratérios de analise de sementes.

Figura 2. Pré-condicionamento de ‘sementes de amendoim realizado diretamente em
agua (A) e em papel umedecido (B), para realizacao do teste de tetrazolio.

b) Preparo: apés a confirmagdo do melhor periodo de pré-condicionamento,
tendo em vista a coloracdo e a diferenciagcdo entre lotes obtidas anteriormente, as
sementes foram colocadas para colorir com tegumento (BRASIL, 2009), sem tegumento
(BITTENCOURT & VIEIRA, 1999) e sem tegumento e com cotilédones separados
(CARVALHO et al.,, 2009) (Figura 3). No caso das sementes com cotilédones
separados, estes foram seccionados longitudinalmente com lamina, de modo a expor o

eixo embrionério, e apenas um dos cotilédones foi colocado para colorir.

Foto: SANTOS, 2012

Figura 3. Preparo de sementes de amendoim utilizado para ambos os cultivares, no
entanto, exemplificada para o cv. IAC Tatu ST: com tegumento (A), sem
tegumento (B) e sem tegumento e com cotilédones separados (C).
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c) Coloracdo das sementes: Apéds cada preparo, as sementes foram
submetidas a solucao de tetrazo6lio com concentra¢des 0,05; 0,075; 0,1 e 0,2%, a 40 °C,
durante 2 horas. Decorrido esse periodo, as sementes foram lavadas e avaliadas sob
lupa (aumento de seis vezes) com iluminacdo fluorescente. Para avaliacdo, as
sementes que nao tiveram os cotilédones separados durante o preparo foram cortadas
longitudinalmente através da seccado mediana do eixo embrionario. As sementes foram
distribuidas em trés classes (Figura 4) (BITTENCOURT & VIEIRA, 1999), considerando

a intensidade e uniformidade de coloracgéo e o tipo, extenséo e posi¢ao de leséo.

Foto: SANTOS, 2012
Figura 4. Classificacdo de sementes de amendoim utilizada para ambos os cultivares,
no entanto, exemplificada para o cv. Runner IAC 886: (A) Classe I: sementes
vidveis e vigorosas, (B) Classe Il: sementes viaveis e ndo vigorosas, e (C)
Classe lll: sementes inviaveis.

3.9.2. Segunda Etapa
Nessa etapa, foram repetidas as técnicas que apresentaram melhores resultados
com relacdo a viabilidade (classe | e Il) e ao vigor (classe 1) na primeira etapa do teste,
visando a avaliacdo do potencial fisiologico das sementes.

3.10. Procedimento Estatistico

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o delineamento inteiramente

casualizado, com oito repeticdes para o teste de germinacdo (substrato papel e areia) e
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envelhecimento acelerado, e quatro repeticdes para os demais testes. Também foi
realizada a correlacao simples entre os resultados do teste de tetrazélio e os demais
testes de laboratério e emergéncia de plantulas em campo. A comparacdo das médias
foi realizada por intermédio do Teste de Tukey, a 5% de probabilidade (BANZATTO &
KRONKA, 2006).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na caracterizacdo inicial do potencial fisiolégico dos lotes de sementes de
amendoim, cultivar IAC Tatu ST e Runner IAC 886, todos os lotes apresentaram teor de
agua inicial e apos envelhecimento acelerado semelhantes e dentro do limite de
variacdo recomendado de até quatro pontos percentuais (MARCOS FILHO, 2005),
garantindo que os testes de vigor foram isentos de possiveis variagdes de resultados

relacionadas ao teor de agua (Tabela 1).

Tabela 1. Teor de &gua inicial (TA) e apos envelhecimento acelerado (TAEA),
germinagdo em papel (G) e em areia (GA), envelhecimento acelerado
(EA), emergéncia de plantulas em campo (EC) e condutividade elétrica
(CE) de oito lotes de sementes de amendoim, quatro do cv. IAC Tatu ST e
guatro do cv. Runner IAC 886.

Cultivar Lotes TA TAEA G GA EA EC CE
------------------------ - % S TS X)) Rl

IAC 1 6,3 23,8 85b 60 b 68 b 80 a 38,4b
Tatu ST 2 6,6 20,4 80b 68 b 74 b 79 a 40,6 b
3 7,5 21,6 78 b 42 c 50c 58 b 495 ¢

4 6,5 22,0 98 a 92 a 98 a 91a 6,1a

CV % - - 10,7 15,4 10,8 8,3 10,1
1 6,1 15,5 60 b 38ab 50ab b56a 13,8 a
Runner 2 6,3 17,3 74 a 50a 56 a 41 ab 20,8 b

IAC 886 3 6,2 18,5 70ab 40ab 48ab 50a 16,2 ab

4 6,1 18,3 44 c 32b 36 b 27 b 32,8¢C

CV % - - 15,3 24,0 26,3 24,1 15,8
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Os lotes do cultivar IAC Tatu ST apresentaram germinacdo acima do minimo
exigido para a comercializacdo de amendoim no estado de S&o Paulo, que € de 70%,
diferentemente do observado para os lotes do cultivar Runner IAC 886, os quais
possuiam sementes com dorméncia, problema comum nesse cultivar (Tabela 1). O uso
de lotes com alta germinacdo é recomendado para que sejam comparados genotipos

compativeis com as exigéncias estabelecidas no mercado (KIKUTI et al., 2008).
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Foram verificadas diferencas de potencial entre os lotes de ambos os cultivares
em todos os testes realizados, sendo que o lote 4 do cultivar IAC Tatu ST mostrou-se
superior aos demais, exceto no teste de emergéncia de plantulas em campo, no qual
apenas o lote 3 teve desempenho mais baixo. Esse mesmo lote apresentou potencial
fisioldgico inferior nos testes de vigor (Tabela 1).

Para o cultivar Runner IAC 886, o lote 4 foi classificado como o de menor
potencial fisiologico nos testes de germinacdo (substrato papel) e de condutividade
elétrica e, mesmo néo diferindo estatisticamente dos demais nos outros testes, manteve
essa tendéncia a inferioridade (Tabela 1).

Anteriormente ao estudo do teste de tetrazélio, foram caracterizadas as curvas
de embebicao dos cultivares em papel umedecido e diretamente em agua (Figura 5), de
modo a conhecer o padréo de hidratacdo das sementes. Independentemente do tipo de
condicionamento, o cultivar IAC Tatu ST apresentou padrao de embebic&o superior ao
Runner IAC 886. Esse fato pode ser um dos aspectos decisivos na obtencdo de
coloracdo uniforme e a razdo pela qual determinados procedimentos ndo terem o
mesmo comportamento em diferentes cultivares.

A velocidade e o periodo de absorgdo de agua pelas sementes variam de acordo
com a espécie e sao influenciados pelas condi¢cdes do ambiente durante a embebicéo,
permeabilidade do tegumento, tecido que compOe a semente, entre outros
(BITTENCOURT, 1995; CAVARIANI et al.,, 2009). No entanto, o porcentual de agua
absorvida ndo se altera, pois esta relacionada a composicdo quimica, ou seja, a
propriedade dos coléides hidrofilicos presentes na semente (CAVARIANI et al., 2009).

Observa-se que, para os dois cultivares, a embebicdo foi mais intensa no
intervalo entre zero e nove horas de condicionamento em papel, porém ndo houve
estabilizacdo da curva apods esse periodo, uma vez que o teor de agua continuou
elevando-se até 48 horas (Figura 5). No caso do condicionamento diretamente em agua
(copo), os dois cultivares atingiram a maxima absorcdo de agua com nove horas,
mantendo o mesmo padréo até o ultimo periodo avaliado (Figura 5). Apesar de nao ter
sido observada estabilizacédo da curva de embebicdo em papel, os valores obtidos ao

final do periodo foram semelhantes para as duas curvas.
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Figura 5. Curvas de embebicdo em papel umedecido (A) e diretamente em agua — copo
(B) de sementes de amendoim, cv. IAC Tatu ST e Runner IAC 886.

Nas curvas obtidas nesta pesquisa, foi possivel notar claramente as duas

primeiras fases do padrdo trifasico de absorcdo de agua pelas sementes (BEWLEY &

BLACK, 1994). A fase I, considerada a mais rapida, prolongou-se por seis horas (copo)



20

e nove horas (papel), diferentemente do observado por CARVALHO & SPINA (1981),
também com sementes de amendoim, em que estas alcancaram a fase Il entre uma e
duas horas. A fase Il foi verificada em ambos os condicionamentos, porém, com mais
intensidade nas sementes condicionadas diretamente em agua (Figura 5).

Em estudo sobre o comportamento de sementes de soja durante o inicio do
processo germinativo, verificou-se que a absorcdo de &gua ocorreu de forma mais
rapida nas primeiras 12 horas, atingindo teores de agua entre 40 e 45%, seguida de
embebicao lenta, em uma fase intermediaria (ROSSETTO et al., 1997). Também em
sementes de soja, CAVARIANI et al. (2009) relataram que a velocidade de hidratacéo
em atmosfera controlada foi linear até oito horas, periodo maximo avaliado por esses
autores, nao alcancando a fase II.

A importancia da determinacdo da curva de absorcdo de agua relaciona-se a
estudos de impermeabilidade de tegumento, determinacao da duracdo de tratamentos
com reguladores vegetais, condicionamento osmoético e pré-hidratacdo (CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000).

Apés o estabelecimento das curvas de hidratacdo, iniciaram-se 0s experimentos
envolvendo a adequacgdo do teste de tetrazélio. Para que os resultados desse teste
sejam satisfatorios, a solucéo de tetrazoélio deve ser absorvida adequadamente pelas
sementes. Assim, algumas espécies necessitam de etapas preparatorias para serem
imersas nessa solucdo (COSTA & SANTOS, 2010). A embebicdo das sementes em
agua antes de serem submetidas a solucao € conhecida como pré-condicionamento.

As sementes pré-condicionadas do cultivar IAC Tatu ST alcangcaram, de modo
geral, teores de agua iguais ou acima de 40%, em todos os periodos e condicbes
determinados, com excecdo do lote 4, que se manteve abaixo dos demais desde os
periodos iniciais de pré-condicionamento (Tabela 2). Esse lote foi considerado o mais
vigoroso na avaliacéo inicial do potencial fisiolégico (Tabela 1) e, por esse motivo, pode
ter apresentado teores de agua mais baixos, uma vez que sementes menos vigorosas
apresentam maior velocidade de embebicdo devido a alta permeabilidade do tegumento
e a desorganizacao dos sistemas de membranas (VIEIRA et al., 1981 e 1982; SANTOS
et al., 2011).
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A absorcdo de agua pelas sementes do cultivar Runner IAC 886 foi menor, em
torno de 30%, e ndo apresentou diferenca relacionada ao potencial fisiolégico (Tabela
2). Ambos os cultivares possuiram padrao de absor¢cdo semelhante ao comportamento

observado nas curvas de embebic&do, embora com valores diferentes (Figura 5).

Tabela 2. Teor de agua das sementes (%) de quatro lotes de amendoim, cv. IAC Tatu
ST e Runner IAC 886, submetidos ao pré-condicionamento diretamente em
agua (copo) e em papel umedecido por periodos determinados.

, Copo Papel

Cultivar  Lote —— 4 —— o1 15h 16nh 16h 24nh
1 415 427 428 446 458 407 408

IAC 2 395 422 425 425 423 385 401
TatuST 3 401 496 445 454  44.6 412 457
4 275 352 378 384 388 325 357

1 201 336 328 389 401 305 328

Runner 2 322 395 426 400 356 412 364
IAC886 3 281 373 380 392 387 333 353
4 336 372 393 382 374 348 264

Em estudo sobre pré-condicionamento de sementes de mamona, o potencial
fisioldégico ndo interferiu na absorcdo de agua e o teor de 4gua permaneceu entre 28 e
32% (GASPAR-OLIVEIRA et al., 2011). Ja em trabalho anterior com sementes de
amendoim, o potencial fisiologico influenciou apenas o0s periodos de pré-
condicionamento intermediarios, sendo que os lotes de alto e baixo vigor absorveram
mais agua em relacdo aos de vigor intermediario (BITTENCOURT & VIEIRA, 1997).

O teor de agua considerado ideal ap6s o pré-condicionamento para sementes de
soja € superior a 27%, ou seja, a coloracdo obtida apds imersao em solucdo de
tetrazodlio serd mais nitida e uniforme, evitando o aparecimento de manchas mosaico,
comuns nessa espécie (COSTA et al., 2008). Para amendoim, cultivar Tatu 53,
verificou-se que teores abaixo de 30% dificultaram a avaliagdo das sementes apos
coloracao, devido a falta de uniformidade (BITTENCOURT et al., 1997).

Sementes com coloracao uniforme e adequada sao essenciais para interpretacéo
segura e eficiente no teste de tetrazodlio, e o pré-condicionamento € etapa critica na
obtencéo dessas caracteristicas (BITTENCOURT et al., 1997; BHERING et al., 2005).
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Em muitas espécies, o pré-condicionamento faz-se necessério visando a
reidratacdo dos tecidos, a penetracdo da solucdo e a ativacdo das enzimas
desidrogenases, responsaveis pela liberacdo de ions hidrogénio que reagem com a
solucdo de tetrazolio, formando o formazan que permite o desenvolvimento da
coloracdo vermelho-résea caracteristica do teste (DELOUCHE et al., 1976;
BITTENCOURT, 1995; VIEIRA & VON PINHO, 1999; NERY et al., 2007).

Na avaliacdo das sementes apds o pré-condicionamento, a maioria dos periodos
testados permitiu a separagéo dos lotes em diferentes niveis com relacdo a viabilidade
e ao vigor, para os dois cultivares (Tabelas 3 e 4). De modo geral, o periodo de trés
horas (copo) foi ineficiente para os dois tipos de avaliagao realizados, enquanto o de 24

horas (papel), ndo distinguiu os lotes do cultivar Runner IAC 886, na avaliacédo do vigor.

Tabela 3. Viabilidade e vigor de quatro lotes de sementes de amendoim, cv. IAC Tatu
ST, apés diferentes periodos de pré-condicionamento e coloracdo (sementes
sem tegumento) em solucédo de tetrazolio 0,2%, 40 °C, por duas horas.

o Copo Papel

Avaliacdo  Lote —p—g3 oh __12h _ 16h 16h  24h
1 77ab 67b 78 b 84ab 80ab 90ab 87ab

Viabilidade 2 69ab 68b 68 bc 79b 73 b 87 ab 96 a

(%) 3 53b 66 b 59¢c 72 b 75b 81b 71b

4 87 a 98 a 98 a 96 a 97 a 97 a 93 a

CV % 17,6 9,1 11,9 8,2 11,4 6,5 9,4

1 43 a 32b 48 b 52b 61b 58 b 71 a

Vigor 2 35a 33b 35 bc 50b 54 b 67 b 68 a

(%) 3 23 a 32b 27 ¢ 41 b 41 b 54 b 38b

4 45 a 8l a 80 a 85 a 88 a 96 a 74 a

CV % 29,8 19,7 15,7 12,9 15,9 12,2 19,7

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Considerando os menores periodos de pré-condicionamento, em diversas
sementes, inclusive de lotes diferentes, observaram-se pontuacdes de coloracdo no
cortex do eixo embrionario, em ambos os lados da plumula (Figura 6). Essas manchas
foram desconsideradas na andlise das sementes, uma vez que poderiam induzir a
interpretacdes errbneas, pois nos demais periodos ndo foram notadas. Esse problema

pode ter ocorrido por ocasido de condicdo inadequada de pré-condicionamento. A
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embebicdo rapida, ou ainda, insuficiente, prejudica a avaliacdo do potencial fisioldgico
por meio desse teste (BITTENCOURT et al., 1997).

Tabela 4. Viabilidade e vigor de quatro lotes de sementes de amendoim, cv. Runner
IAC 886, apds diferentes periodos de pré-condicionamento e coloracao
(sementes sem tegumento) em solucdo de tetrazolio 0,2%, 40 °C, por duas

horas.
N Copo Papel

Avaliacdo  Lote — g\ o1 151 16h 24h
1 38a b55a bla 59 a 45 ab 72 a 58 ab

Viabilidade 2 35a 44 ab 45 ab 48ab 56a 62 a 63 a

(%) 3 36a 4lab 37b 35bc  39b 61 a 71 a

4 29a 28b 20c 20c 20c 32b 46 b

CV % 179 21,2 15,5 22,4 19,9 12,8 12,2

1 15a 39a 3la 40 a 34 a 5la 34 a

Vigor 2 13a 1l4bc 22a 18 b 19b 33b 3la

(%) 3 19a 26ab 19a 9b 22b 24 b 28 a

4 7a 4c 3b 4 b 5c¢c 19b 25a

CV % 57,4 38,8 30,9 40,0 28,0 24,2 23,0

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia.

Figura 6. Pontuacdes de coloracdo observadas durante avaliacdo de sementes pré-
condicionadas por seis horas (Foto: sementes do cultivar IAC Tatu ST,
coloracéo: tetrazélio 0,2%, 40 °C, 2 h).

Para viabilidade do cultivar IAC Tatu ST, os periodos de nove, 12 e 16 horas

(copo) foram os que possibilitaram separacdo dos lotes em mais niveis e de forma
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semelhante ao observado na avaliac&o inicial dos lotes, para vigor, o de nove horas
(copo) (Tabela 3). Para o cultivar Runner IAC 886, nove e 16 horas (copo) de pré-
condicionamento permitiram melhor classificacdo para viabilidade e apenas o de 16
horas (copo) para vigor (Tabela 4).

Assim, sob o ponto de vista pratico e levando em conta a rotina de um laboratério
de sementes, a melhor opcdo para o pré-condicionamento € o periodo de 16 horas
(copo) a 25 °C.

Determinado o método e o periodo de pré-condicionamento, estudou-se o
preparo e a coloragdo das sementes de amendoim. As sementes imersas em solugéo
de tetrazdlio com tegumento apresentaram coloracdo desuniforme e com manchas,
independentemente da concentragcdo da solucdao (Figura 7 e 8). Apesar disso, a
avaliacdo das sementes foi possivel, pois sementes deterioradas absorvem solucao
mais rapidamente que sementes viaveis, mesmo que a coloracdo seja mais clara do
que o observado normalmente (FRANCA NETO, 1999; COSTA & SANTOS, 2010).

Tecidos de sementes vigorosas apresentam forte resisténcia a entrada rapida da
solucao de tetrazdlio, relacionada ao sistema de membranas, o que propicia coloracao
suave ou até mesmo ausente. Nesses casos, contudo, verifica-se que os tecidos estao
firmes, tdrgidos e brilhantes, conseguindo-se estabelecer diferencas entre tecidos
vigorosos, deteriorados e mortos (VIEIRA & VON PINHO, 1999).

O tegumento de sementes de amendoim, embora de espessura fina, oferece
grande barreira a penetracao da solugéo de tetrazdlio durante o teste, e a remocgao do
mesmo possibilita a utilizacdo de solucdo de menor concentragdo (BITTENCOURT &
VIEIRA, 1999). Em sementes de melancia e de mamona, é necesséaria a remocéao do
tegumento para que haja absor¢do da solugdo de tetrazolio (BHERING et al., 2005;
GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009), sendo que o0 mesmo preparo para coloracdo é
dispensado para sementes de soja (FRANCA NETO, 1999) e de feijao (BHERING et al.,
1999).
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Figura 7. Coloracdo de sementes de amendoim com tegumento, cultivar IAC Tatu ST,
submetidas a solugdo de tetrazodlio, por duas horas a 40 °C, nas
concentracdes 0,2% (A), 0,1% (B), 0,075% (C) e 0,05% (D), apGs pré-
condicionamento por 16 horas a 25 °C, diretamente em agua.

Figura 8. Coloracdo de sementes de amendoim com tegumento, cultivar Runner 1AC
886, submetidas a solugdo de tetrazdlio, por duas horas a 40 °C, nas
concentracdes 0,2% (A), 0,1% (B), 0,075% (C) e 0,05% (D), ap0s pre-
condicionamento por 16 horas a 25 °C, diretamente em agua.
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A remocao do tegumento possibilitou maior uniformidade no desenvolvimento da
coloracdo (Figura 9 e 10). Contudo, essa operacdo € delicada e trabalhosa, podendo
causar injurias ao embrido (BITTENCOURT et al., 1997; VIEIRA & VON PINHO, 1999).
Nota-se que a solucao de tetrazolio promoveu coloracdo bastante escura e proporcional
a concentracdo usada, inclusive na radicula, regido das sementes de amendoim que
fica muito exposta, dificultando a interpretacdo do teste.

A absorcao uniforme da solucdo de tetrazoélio por toda a semente foi favorecida
por esse preparo, mesmo com O uso de concentragdes mais baixas. Menores
concentracdes de sal de tetrazolio sdo recomendadas por possibilitarem melhor
visualizacdo da coloracdo dos tecidos e dos diferentes tipos de injurias (MARCOS
FILHO et al., 1987; FRANCA NETO et al., 1998).

A separacdo dos cotilédones por meio da seccao longitudinal através do eixo
embrionario (Figura 11 e 12) favoreceu o contato da parte interna da semente com a
solucéo de tetrazdlio, o que ndo ocorreu nos preparos anteriores. Apenas a retirada do
tegumento de sementes de amendoim n&o permite o contato entre a solucdo de
tetrazolio e as faces internas e o eixo embrionario, inviabilizando a obtencdo de
imagens definidas dessas estruturas (CARVALHO et al., 2009).

Entretanto, esse procedimento pode ter ocasionado danos ao eixo embrionario
devido a passagem da lamina entre os cotilédones durante o preparo. Esses danos
dificultaram a identificacdo de injurias pré-existentes, e a avaliacdo correta das
sementes, podendo ter prejudicado os resultados, assim como verificado no preparo de
sementes de mamona (GASPAR-OLIVEIRA et al., 2009).

Outro problema com relacéo a esse preparo € o descarte de um dos cotilédones
antes da imersdo na solugdo de tetrazolio, ndo sendo possivel avaliar ambas as
metades. CARVALHO et al. (2009), em sementes de amendoim, prepararam as
sementes com cotilédones separados, submetendo ambos a coloracdo em células
individuais, para que ndo houvesse mistura de cotilédones, no entanto, essa
metodologia torna o teste trabalhoso, deixando a desejar quanto aos objetivos de um

teste de vigor.
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Figura 9. Coloragédo de sementes de amendoim sem tegumento, cultivar IAC Tatu ST,
submetidas a solucdo de tetrazodlio, por duas horas a 40 °C, nas
concentracdes 0,2% (A), 0,1% (B), 0,075% (C) e 0,05% (D), apOs pré-
condicionamento por 16 horas a 25 °C, diretamente em agua.

Figura 10. Coloracdo de sementes de amendoim sem tegumento, cultivar Runner IAC
886, submetidas a solucdo de tetrazolio, por duas horas a 40 °C, nas
concentracdes 0,2% (A), 0,1% (B), 0,075% (C) e 0,05% (D), apds pré-
condicionamento por 16 horas a 25 °C, diretamente em agua.
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Figura 11. Coloracdo de sementes de amendoim com cotilédones separados, cultivar
IAC Tatu ST, submetidas a solucéo de tetrazélio, por duas horas a 40 °C, nas
concentracdes 0,2% (A), 0,1% (B), 0,075% (C) e 0,05% (D), ap6s pré-
condicionamento por 16 horas a 25 °C, diretamente em agua.

Figura 12. Coloragédo de sementes de amendoim com cotilédones separados, cultivar
Runner IAC 886, submetidas a solucdo de tetrazélio, por duas horas a 40 °C,
nas concentracdes 0,2% (A), 0,1% (B), 0,075% (C) e 0,05% (D), apds pré-
condicionamento por 16 horas a 25 °C, diretamente em agua.
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A coloragéo obtida internamente foi muito intensa e diferente da observada nos
demais preparos. Com base nas observacdes de intensidade de coloragéo,
profundidade e localizacdo dos danos foram estabelecidos novos critérios para

avaliacdo de sementes com cotilédones separados (Figura 13)

T s‘]N‘ﬂn WU L?Ij.mul- LI \ : 0 2
Classe I: Eixo embrionéario uniformemente colorido (coloragao réseo-clara). Sementes com pequenas
pontuagdes descoloridas na plimula e na radicula, sem que estas atinjam o cilindro central.

o

Classe II: Eixo embrionario colorido (coloracdo réseo-clara, podendo haver pontuacdes rdseo-
escuras). Plimula descolorida e danos no hipocétilo (cortex) sé@o aceitaveis. Descoloragfes
superficiais no cilindro central podem estar presentes, devido ao corte precedente a solugéo de TZ.

.
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Classe lll: Eixo embrionario colorido intensamente (coloracdo réseo-escura) ou sem coloracédo
(branco leitoso), indicando tecido em deterioragdo ou morto, respectivamente. Danos mais profundos
no cilindro central.

Figura 13. Classes para a determinagcdo da viabilidade e vigor de sementes de
amendoim (preparo: sementes sem tegumento e com cotilédones
separados).
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A escolha das melhores concentracdes para avaliacdo da viabilidade e do vigor
foi feita a partir dos resultados obtidos pelo teste de tetrazélio utilizando os trés
preparos (Tabelas 5 e 6). Em ambos os cultivares, havendo mais de uma opcéao,
preferiram-se as menores concentracoes e aquelas que refletiram melhor os resultados
dos demais testes realizados em laboratério (Tabela 1). A escolha da concentracéo
também deve ser baseada na facilidade de diferenciacdo das sementes viaveis e
inviaveis (PINHO et al., 2011).

Com relacéo ao cultivar IAC Tatu ST, no preparo das sementes com tegumento,
sem tegumento e com cotilédones separados, a concentracdo que permitiu maior
separacado entre os lotes foi a solugdo de tetrazélio a 0,05%, tanto para viabilidade,
qguanto para vigor (Tabela 5). Essa concentracdo também foi recomendada por
BITTENCOURT & VIEIRA (1997 e 1999), no caso de sementes de amendoim sem

tegumento, entretanto, por periodo de coloracdo maior, trés horas.

Tabela 5. Viabilidade e vigor de quatro lotes de sementes de amendoim, cv. IAC Tatu
ST, apo6s diferentes métodos de preparo e coloracdo por duas horas a 40 °C
(pre-condicionamento: 16 horas diretamente em agua, a 25 °C).

Prep* Lote Viabilidade (%) Vigor (%)

' 0,2% 0,1% 0,075% 0,05% 0,2% 0,1% 0,075% 0,05%

1 84 b 81 ab 81 ab 84 b 40 bc 47 b 50b 55b

CT 2 82b 72 b 79b 91 ab 51b 47 b 48 b 62 b

3 65c 65b 60 c 74 c 30c 31b 37b 38¢c

4 99 a 98 a 99 a 98 a 86 a 83 a 98 a 92 a

CV % 6,9 10,6 10,8 4,8 12,4 15,8 15,7 8,1

1 80 ab 78 b 77 ab 86 ab 61b 35¢c 34b 56 b

ST 2 73 b 80 ab 74 ab 81 ab 54 b 50b 44 b 55b

3 75b 57c 55b 67 b 41 b 36 bc 26 b 35c

4 97 a 98 a 97 a 98 a 88 a 88 a 83 a 80 a

CV % 11,4 12,0 15,6 12,7 15,9 13,2 19,6 16,3
1 - 78 ab 84 b 83b - 57 ab 53b 50 bc

CS 2 - 86 ab 81 bc 81b - 50 bc 47 b 59 b

3 - 76 b 70 c 71c - 37c 36b 40 c

4 - 95 a 98 a 97 a - 74 a 84 a 75 a

CV % - 10,4 7,7 5,4 - 16,3 17,5 11,0

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia. * Modo de preparo das sementes: CT: Com tegumento, ST: Sem tegumento, CS:
Cotilédones separados
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Tabela 6. Viabilidade e vigor de quatro lotes de sementes de amendoim, cv. Runner
IAC 886, apos diferentes métodos de preparo e coloracdo por duas horas a
40 °C (pré-condicionamento: 16 horas diretamente em agua, a 25 °C).

Prep* Lote Viabilidade (%) Vigor (%)

' 0,2% 0,1% 0,075% 0,05% 0,2% 0,1% 0,075% 0,05%

1 74 a 79 a 68 a 74 a 48 a 48 a 42 a 44 a

CT 2 64 ab 74 a 54 ab 71 a 32 ab 33ab 23 ab 43 a
3 57b 79 a 63 a 74 a 24 b 41 a 35ab 41 a

4 43 ¢ 54 b 42 b 52 a 14 b 19b 18 b 25a

CV % 9,2 12,7 16,4 16,8 30,1 25,0 30,7 30,5
1 45 ab 60 a 44 a 53 a 34 a 26 a 21 a 24 a

ST 2 56 a 54 a 53a 44 a 19b 20 a 29 a 18 a
3 39b 54 a 46 a 52 a 22b 28 a 27 a 26 a

4 20¢c 27b 26 b 35a 5c¢c 5b 5b 15 a

CV % 19,9 17,8 10,5 22,9 28,0 23,2 29,3 34,6
1 - 39 a 58 a 45 a - 16a 27 a 20 a

CS 2 - 37 ab 57 a 46 a - 15a 16 ab 23 a
3 - 33 ab 46 ab 41 a - 11a 9 bc 23a

4 - 16 b 29b 23 a - 6a 3cC 5a

CV % - 32,3 18,1 31,7 - 77,3 44,6 61,1

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia. * Modo de preparo das sementes: CT: Com tegumento, ST: Sem tegumento, CS:
Cotilédones separados

As sementes com tegumento e com cotilédones separados do cultivar Runner
IAC 886 tiveram melhores resultados com a concentragcdo 0,075%, confirmando
pesquisa anterior com sementes de amendoim (BITTENCOURT & VIEIRA, 1997). Para
as sementes sem tegumento, a solucao de 0,2% foi mais adequada para separar 0s
lotes de modo semelhante ao observado nos outros testes (Tabela 6).

A auséncia do tegumento, nesse cultivar, ndo possibilitou a reducdo da
concentracdo e nem favoreceu a avaliagdo das sementes, uma vez que a rapida
entrada da solucao ocasionou na regido do eixo embrionario, especialmente a radicula,
coloracao intensa que dificultou a visualizacdo de danos. Esse comportamento justifica
a readequacédo desse teste para sementes de amendoim. Com isso, comprova-se a
funcdo do tegumento na regulacdo da entrada de agua nas sementes durante o
processo de embebicdo, para que esta ocorra de forma lenta (WOODSTOCK, 1988;
GASPAR-OLIVEIRA et al., 2011).
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Devido a coloracdo muito intensa, ndo foi possivel avaliar o teste de tetrazolio
realizado com sementes com cotilédones separados submetidas a coloracdo em
solucéo a 0,2%, em ambos os cultivares (Tabelas 5 e 6).

Posteriormente a decisdo das concentracfes mais adequadas de solucdo de
tetrazdlio, realizou-se a segunda etapa do teste de tetrazdlio, visando a confirmacao
dos resultados por meio da aplicacdo do mesmo utilizando nimero maior de sementes
por repeticdo, totalizando 200 sementes, numero oficial para realizacdo do testes
(BRASIL, 2009). Os resultados de viabilidade e vigor para os trés métodos encontram-
se na Tabela 7 e a Figura 14 corresponde as fotos das sementes apo0s o teste de

tetrazdlio nas diferentes combinacdes de preparo e coloragao escolhidas.

Tabela 7. Avaliacao do potencial fisiologico de sementes de amendoim, IAC Tatu ST e
Runner IAC 886, pelo teste de tetrazolio (pré-condicionamento: 16 horas
diretamente em agua, a 25 °C, e coloragao por duas horas a 40 °C).

CT* (0,05%) ST (0,05%) CS (0,05%)

Cultivar  Lotes ~piiiade Vigor Viabilidade Vigor Viabilidade Vigor

—— - 0ff) —mmmmmm e e

90 a 60 b 76 b 40 b 82 Db 54 b

IAC !

Tatu ST 2 82 a 46 c 74 b 44 b 78 b 42 c

3 63 b 30d 49 ¢ 23¢C 56 c 34c

4 95 a 86 a 97 a 90 a 96 a 91 a

CV % 8,1 9,6 10,2 7,0 4.9 9,8

CT* (0,075%) ST (0,2%) CS (0,075%)

1 80 a 46 a 51 ab 27 a 40 ab 24 a

Runner 2 78 a 44 ab 57 a 30 a 54 a 24 a
IAC 886 3 72 ab 40 ab 44 b 23 a 35ab 20 ab

4 62 b 30b 21c 8b 25b 10b

CV % 9,3 18,4 11,9 23,7 23,5 35,7

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia. * Modo de preparo das sementes: CT: Com tegumento, ST: Sem tegumento, CS:
Cotilédones separados. As concentragfes utilizadas para cada preparo encontram-se entre parénteses.
Analisando os resultados do preparo com tegumento, cultivar IAC Tatu ST, a
viabilidade discriminou os lotes de forma diferente ao observado na germinagcao
(substrato papel e areia), mas similar ao verificado para emergéncia de plantulas em
campo. Ja a avaliagdo do vigor separou todos os lotes em diferentes niveis (Tabelas 1 e

7).
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A avaliacdo da viabilidade e do vigor pelo tetrazolio apdés o preparo sem
tegumento e o de viabilidade, com cotilédones separados, apresentaram mesma
classificacdo de lotes e analoga a dos testes de germinacdo (substrato areia), de
envelhecimento acelerado e de condutividade elétrica. A associa¢ao entre o vigor obtido
pelo teste de tetrazodlio e pelos testes de vigor € importante para certificar a consisténcia
do teste e considera-lo seguro e apropriado para avaliar o desempenho das sementes
(Tabela 7).

Para o cultivar Runner IAC 886, a separacédo dos lotes considerando todas as
formas de preparo foi bem variada, mas, de maneira geral, manteve a classificagéo do
lote 4 como inferior (Tabela 7), semelhante ao observado na avaliagéo inicial dos lotes
(Tabela 1). Essa dificuldade de identificacdo de lotes com nivel intermediario de vigor é
constatada de forma recorrente na literatura, pois, dependendo do teste utilizado, os
lotes podem expressar comportamento proximo aos de alto ou de baixo vigor
(BITTENCOURT, 1995; MIGUEL & MARCOS FILHO, 2002; MARCOS FILHO, 2005).

Os resultados do teste de tetrazolio com relacdo a viabilidade devem ser
comparaveis e proximos aos do teste de germinagdo, com margem de 5% de diferenca
entre eles (FERREIRA et al.,2004; PINHO et al., 2011). O mesmo limite deve ser
mantido entre o vigor avaliado pelos testes de tetrazolio e de vigor, como
envelhecimento acelerado.

Nessa pesquisa, considerando sementes do lote 4 do cultivar IAC Tatu ST, o
preparo das sementes sem tegumento, concentracdo de 0,05% de tetrazdlio, a 40 °C,
por 2 horas gerou resultado de viabilidade 5% superior aquele verificado no teste de
germinacdo em areia e de vigor 8% superior ao do envelhecimento acelerado (Tabelas
1 e 7). Entretanto, esse lote é o mais vigoroso desse cultivar e, por isso, as diferencas
foram minimas entre os testes, o que pode ndo ser constatado entre lotes de baixo

vigor.
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Foto: SANTOS, 2012

Figura 14. Coloragdo de sementes de amendoim, cv. IAC Tatu ST (A, B e C) e cv.
Runner IAC 886 (D, E e F), submetidas as seguintes combinacdes de
preparo e coloracdo: (A) com tegumento e solucdo de tetrazélio 0,05%, (B)
sem tegumento e solucédo 0,05%, (C) com cotilédones separados e solucao
0,05%, (D) com tegumento e solu¢cédo 0,075%, (E) sem tegumento e solucéo
0,2%, e (F) com cotilédones separados e solucdo 0,075%, apds pré-
condicionamento por 16 horas diretamente em agua a 25 °C e coloracdo
durante duas horas a 40 °C.

E importante ressaltar que os valores absolutos obtidos para cada lote devem ser
analisados juntamente com a correlacdo, de modo a reforcar a confiabilidade do teste
de tetrazdlio. A analise de correlacdo simples permitiu a comparacdo entre as
metodologias do teste de tetrazélio estabelecidas na primeira etapa e os demais testes
de laboratério e de emergéncia de plantulas em campo (Tabela 8). As discussodes
focaram-se na relacao entre os resultados do tetrazoélio (viabilidade) e os de germinagao

em papel e em areia, e do tetrazélio (vigor) e os de vigor.
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Tabela 8. Andlise de correlacdo simples (r) entre as médias dos testes de tetrazdlio,
viabilidade e vigor, nos diferentes preparos e dos testes de germinacdo em
papel (G) e em areia (GA), envelhecimento acelerado (EA), condutividade
elétrica (CE) e emergéncia de plantulas em campo (EC), realizados em oito
lotes de sementes de amendoim, quatro do cv. IAC Tatu ST e quatro do cv.
Runner IAC 886.

Teste de

Cultivar ... Avaliacao G GA EA CE EC
Tetrazolio

CT Viabilidade 0,79™  0,85™  0,86™ -0,77"™ 0,98*
(0,05%)  Vigor 0,97* 0,92"  0,93™ -0,95* 0,92"

IAC ST Viabilidade 0,89™ 0,97* 0,98* -0,91"™ 0,98*
Tatu ST  (0,05%) Vigor 0,96* 0,97* 0,98* -0,99** 0,87"™
CS Viabilidade 0,87™  0,94™  0,95™ -0,87"™ 0,99**
(0,05%)  Vigor 0,99  0,90™  0,92™ -0,98* 0,84
CT Viabilidade 0,73™  0,68™  0,91™ -0,86" 0,81™
(0,075%) Vigor 0,76"™  0,68™ 0,92™ -0,89"™ 0,85"™
Runner ST Viabilidade 0,88™  0,85™  0,99* -0,81"™ 0,72"
IAC 886 (0,1%)  Vigor 0,88™  0,83™ 0,98* -0,83"™ 0,75™
CS Viabilidade 0,82™ 0,96* 0,95* -0,51"™ 0,39
(0,075%) Vigor 0,83"  0,76™ 0,95* -0,88"™ 0,82"

" ndo-significativo a 5%: * significativo a 5%; ** significativo a 1%.

Em ambos o0s cultivares, os coeficientes gerados por essa analise foram
considerados altos, mesmo quando nao significativos. No cultivar IAC Tatu ST, apenas
o preparo das sementes sem tegumento apresentou-se confiavel, proporcionando
melhores resultados de correlagdo significativa, uma vez que o teste de tetrazolio
(viabilidade) associou-se com o de germinacdo em areia e o teste de tetrazélio (vigor)
com o de envelhecimento acelerado e de condutividade elétrica (Tabela 8).

Todos os tipos de preparo mostraram correlagao significativa entre o teste de
tetrazolio visando a avaliagdo da viabilidade com a emergéncia de plantulas em campo,
enquanto a avaliagdo do vigor por esse mesmo teste ndo apresentou correlacao
significativa com o campo. Além disso, nota-se que, por essa analise, a germinacao em
papel ficou mais préxima do teste de tetrazélio (vigor), diferente do esperado (Tabela 8).

Em estudo com amendoim, o teste de tetrazélio também correlacionou-se com o

campo, apresentando altos coeficientes de correlacdo (BITTENCOURT, 1995). A
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capacidade de testes conduzidos em laboratorio relacionarem-se com o desempenho
em campo aumenta a medida que as condigBes ambientais aproximam-se das 6timas
(MARCOS FILHO, 1999; SCHUAB et al., 2002).

Para o cultivar Runner IAC 886, a maioria das correlacbes foram né&o
significativas, apesar dos altos coeficientes de correlagdo. Isto é atribuido ao baixo
namero de amostras envolvidas na analise. O preparo das sementes com tegumento
ndo é recomendado para esse cultivar, pois nenhuma correlacdo foi significativa. Os
preparos sem tegumento e com cotilédones separados apresentaram bons resultados,
com coeficientes de correlagdo significativos entre os testes de vigor e a avaliagdo do
vigor pelo teste de tetrazdlio (Tabela 8).

No entanto, o preparo com cotilédones separados foi considerado melhor, nédo sé
devido a correlacdo significativa entre a viabilidade e o teste de germinacdo em areia,
mas também por ser a condi¢cdo que possibilita reducdo da concentracdo da solucéo de
tetrazolio. Esse preparo foi proposto anteriormente para sementes de amendoim
(CARVALHO et al., 2009), por permitir maior contato entre solucdo e face interna dos
cotilédones (Tabela 8).

A escolha de duas metodologias para o teste de tetrazdlio em sementes de
amendoim ndo é o desejado, uma vez que o objetivo do trabalho era a padronizacdo de
apenas um meétodo eficiente que pudesse ser utilizado para a vasta gama de cultivares
de amendoim existentes. Contudo, durante a execucdo da pesquisa, observou-se que
os cotilédones das sementes do cultivar Runner IAC 886 eram mais aderidos um ao
outro, quando comparados aos das sementes do cultivar IAC Tatu ST. Essa diferenca
morfolégica fundamental dificultou a selecdo de apenas um método para o teste de
tetrazolio. Estudos envolvendo morfologia das sementes de diversos cultivares de

amendoim séo requeridos e podem trazer maiores avangos nessa area.
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5. CONCLUSAO

O teste de tetrazdlio para sementes de amendoim deve ser conduzido com pré-
condicionamento por 16 h a 25 °C diretamente em agua, preparo sem tegumento com
imersdo de sementes em solucdo de tetrazolio 0,05%, para sementes do cultivar IAC
Tatu ST, e preparo com cotilédones separados com imersdo em solugédo de tetrazélio

0,075%, para o cultivar Runner IAC 886, com coloracdo por duas horas a 40 °C.
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