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BOAVENTURA, A.C. Teste de tetrazélio em sementes de cenoura. 2015. 41p. Dissertacéo
de Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz
Meneghel, Bandeirantes, 2015.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi estabelecer, com énfase no corte, concentracdo, tempo e
temperatura para coloracéo, método rapido, eficiente e confiavel para o teste de tetrazélio em
sementes de cenoura. Foram utilizadas sementes de oito lotes comerciais de cenoura cultivar
‘Brasilia’, submetidas as analises iniciais de determinagdo do teor de agua, teste de
germinacdo, primeira leitura da germinacdo, emergéncia de plantulas, indice de velocidade
de emergéncia, envelhecimento acelerado tradicional e com solugéo saturada de NaCl (41°C
durante 48 horas). No primeiro trabalho para avaliar a metodologia do teste de tetrazolio, apés
o pré condicionamento as sementes foram seccionadas por dois cortes diferentes,
imediatamente imersas em solucao de tetrazolio (2, 3, 5 trifenil cloreto) nas concentragfes de
0,5 e 1,0% durante 6 e 24 horas na auséncia de luz a 30 °C. No segundo experimento as
sementes permaneceram imersas na solucao de 2, 3, 5 trifenil cloreto a 0,5% e 1,0% durante
6 horas sob as temperaturas de 30, 35, 40, 45 e 50 °C. No terceiro experimento as sementes
foram condicionadas através de embebicéo por 2 horas em rolo de papel sob 25 °C. A seguir,
as sementes foram seccionadas, e imersas em solucao de tetrazélio a 0,1%, por 1 hora sob
35 °C. Repetiu esta metodologia mais duas vezes, sendo mudado o corte na primeira, € ha
segunda além do corte a duracdo na coloragdo por 2 horas. Apos cada metodologia as
sementes foram lavadas em agua destilada, e avaliadas. Conclui-se o corte efetuado no
momento de se expor as sementes de cenoura em contato com o sal de tetrazdlio, é o fator
de maior influéncia em sua coloracao. O teste de tetrazolio pode ser realizado em sementes
de cenoura utilizando-se duas horas no periodo de pré embebicéo, corte paralelo e proximo
ao embrido retirando-se 0 maximo de tecido, e imersdo em solucdo a 0,1% durante duas
horas, sob 35 °C.

Palavras-chaves: Potencial fisiolégico. Germinacgdo. Hortalicas. Analise de sementes.



BOAVENTURA, A.C. Tetrazolium test in carrot seeds. 2015. 41p. Dissertacao de Mestrado
em Agronomia — Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel,
Bandeirantes, 2015.

ABSTRACT

The aim of this study was to establish, with an emphasis on cutting, concentration, time and
temperature for staining, fast, efficient and reliable method for the tetrazolium test in carrot
seeds. Seeds of eight commercial lots of carrots were used cultivar 'Brasilia’, subject to the
initial analysis for the determination of water content, germination test, first reading of
germination, seedling emergence, emergence speed index, traditional accelerated aging and
solution saturated NacCl (41 ° C for 48 hours). In the first study to evaluate the tetrazolium test
method, after preconditioning the seeds were sectioned by two different cuts immediately
immersed in tetrazolium solution (2, 3, 5 triphenylmethyl chloride) in concentrations of 0,5 and
1,0 % for 6 to 24 hours in absence of light at 30 ° C. In the second experiment, seeds remained
immersed in the solution of 2, 3, 5 triphenylmethyl chloride at 0,5% and 1,0% for 6 hours at
temperatures of 30, 35, 40, 45 and 50 ° C. In the third experiment the seeds were conditioned
by soaking for two hours on a roll of paper under 25 ° C. Then, the seeds were sectioned and
immersed in tetrazolium 0,1% solution for 1 hour under 35 ° C. This methodology was repeated
two more times, with the cut changed in the first and the second cut to length beyond the
staining for 2 hours. Following each method, the seeds were rinsed in distilled water and
evaluated. We conclude the cut made at the time of exposing the carrot seeds in contact with
the tetrazolium salt, it is the most influential factor in their coloring. The tetrazolium test can be
performed in carrot seeds using two hours in pre soaking period, parallel cutting and
withdrawing the embryo near the maximum tissue and immersed in 0,1% solution for two hours
under 35 ° C.

Keywords: Physiological potential. Germination. Vegetables. Analyze seeds.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Percentuais médios de germinacdo informado na embalagem,
primeira contagem da germinac¢ao, germinagéo, emergéncia de plantulas,
indice de velocidade de emergéncia, envelhecimento acelerado tradicional
e com solucao salina e coeficientes de correlacdo de sementes de cenoura

Tabela 2. Percentuais médios do teor de &agua inicial e, pos-
envelhecimento acelerado tradicional e com soluc¢do salina de sementes
(o L= o =T T 11 - U

Tabela 3. Percentuais médios de sementes de cenoura, coloridas nos
tons de rosa, vermelho e branco, segundo as quatro metodologias da
Regras para Andlise de Sementes, com duas concentracdes e periodos
de exposi¢cdo a solugcdo de tetrazodlio sob 30°C, utilizando dois cortes
(01T 01 (=SSR PREPPR

Tabela 4. Percentuais médios observados nas classes segundo as
coloragdes nos tons rosa, vermelho, branco de sementes de cenoura,
apos permanecerem sob cinco diferentes temperaturas, durante o periodo
de exposicdo de seis horas em solugéo de tetrazélio nas concentracdes
0 0,5%0 € 190 COM O COIME Su.uniienieeee ettt et e e e e e e e e e e e e ernes

Tabela 5. . Percentuais médios observados nas coloracbes rosa,
vermelho e branco de oito sementes de cenoura, apos cinco metodologias
do teste de tetrazdlio, variando-se o tipo de corte e o tempo de
PErmManéncia NA SOIUGEO. .........ciiiiiiiiiiiii e

Pag

16

18

20

22

24



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estruturas de reproducéo sexuada em plantas de cenoura......

Figura 2. Temperaturas maxima, média e minima verificadas no interior
da casa de vegetacao, durante 0 teste...........ccuvvveerverereeeennnne.

Figura 3. Escala de cores utlizada na classificagdo dos tecidos de
sementes de cenoura , apds exposicao a solucao de tetrazdlio.........

Figura 4. Coloracdes observadas em sementes de cenoura apos
exposicao a solucao de tetrazolio..........cccvvveeeeeeeiiiiiiiiiiee e

Figura 5. Cortes longitudinais preparativos para imersédo de sementes de
cenoura, na solucédo de tetrazdlio...................oeeeeeeee.

Figura 6. Sementes de cenoura apos exposicdo a solucao de tetrazoélio
durante uma hora e duas horas, usando a metodologia Andrade et al.
(1996) COM O COME 4.t

12

12

13

25



INTRODUGAO ...ttt ettt sttt

REVISAO DE LI

SUMARIO

TERATURA L.

MATERIAL E METODOS ....cocovotiiiviiiietieistee st

RESULTADOS E DISCUSSAOD ..ot eee e seeaea e e

CONCLUSOES. ...ttt

REFEREMCIAS

10

15

26

27



1. INTRODUCAO

A area dedicada a producéo de raizes de cenoura (Daucus carota L.) no
Brasil durante 2013, foi de 26.500 ha, com produtividade média de 29,5 t/ha. Em 2012
as sementes de cenoura ficaram em terceiro lugar, entre as dez hortaligas de maior
consumo, movimentando 42,7 milhdes de reais (ABCSEM, 2014).

A semeadura ocorre diretamente nos canteiros de cultivo, pois as plantas
sao intolerantes ao transplante (Filgueira, 2012), fazendo com que sementes de
elevada qualidade, sejam imprescindiveis para garantir a populacdo de plantas
desejada pelo produtor (Pereira et al., 2007).

Dentre os testes utilizados para analise de sementes, prioriza-se 0s
eficientes e rapidos para avaliacdo da qualidade fisiologica, durante o processo
produtivo e pés-colheita. Nesse sentido o teste de tetrazdlio apresenta vantagens em
relacdo aos demais por avaliar as condi¢des fisicas e fisiolégicas do embrido e do
tecido de reserva de cada semente e permitir a rapida avaliacdo da viabilidade
(Santana, 2013).

O teste de tetrazdlio é fundamentado nos eventos iniciais da
deterioragéo, na integridade das membranas celulares e na reducdo das atividades
enzimaticas e respiratérias das sementes (Delouche e Baskin, 1973), permite
determinar através da coloracao de estruturas internas a presenca, a localizacao e a
natureza de possiveis alteracdes (Franca Neto et al., 1999), fornecendo diagnéstico
para a viabilidade e vigor de sementes em menos de 24 horas (Krzyzanowski et
al.,1991). Porém, o uso desse teste esta restrito a sementes de soja, feijao, milho e
gramineas forrageiras.

Em se tratando de hortalicas, falta precisao as informacdes encontradas
nas metodologias disponiveis. Do total de 153 espécies com indicacbes de
metodologia para o teste de tetrazdlio nas regras para analise de sementes ‘RAS’
(BRASIL, 2009), apenas oito espécies e oito géneros sdo de hortalicas, com
indicacdes que apresentam ampla variacdo de tempo de preparo, concentracdo da
solucéo, temperatura e tempo para coloragéo. Tais fatores influenciam na intensidade
e uniformidade de coloracdo das sementes. Para Lima et al. (2007) a interpretacao

dos dados do teste de tetrazélio pode variar, dependendo do método escolhido,



podendo-se ter o mesmo lote indicado como vigoroso em uma metodologia e de baixo
vigor em outra.

Em sementes de cenoura, testes demonstraram que os procedimentos
recomendados necessitam de aprimoramento, para garantir a reproducdo e
confiabilidade dos resultados. Segundo Barros et al. (2005), o refinamento dessa
técnica € determinado por estudos que envolvam a comparacdo com resultados de
outros testes de analise de sementes, como 0s de germinacao, primeira contagem da
germinacao e emergéncia de plantulas.

Para sementes de cenoura sdo necessarias no minimo 24 horas,
seguindo os protocolos do teste de tetrazélio descritos nas regras para analises de
sementes (Brasil, 2009). Entretanto, Andrade et al. (1996) reduziram o tempo total do
referido teste com alteracBes significativas em sua metodologia. Desse modo, o
objetivo do presente estudo foi estabelecer, com énfase no corte, concentracéo,
tempo e temperatura para coloracdo, método rapido, eficiente e confidvel para o teste

de tetrazolio em sementes de cenoura.



2. REVISAO DE LITERATURA

A espécie Daucus carota L., pertence a familia Apiaceae (Tropicos,
2015). Essa espécie conhecida como cenoura, originalmente selvagem em muitas
partes da Europa e Asia, domesticada no Afeganist&o, considerado o primeiro centro
de diversidade. A seguir propagada na Europa, regido Mediterraneo e Asia, tendo a
Turquia reconhecida como um segundo centro de diversidade (Stolarczyk e Janick
2011). A introducdo ao Brasil no século XVI pelas expedi¢cdes portuguesas, e 0S
primeiros cultivos ocorrerdo no século XIX, no Rio Grande do Sul (Vilela e Borges,
2008).

A planta de cenoura é herbacea, com caule pouco perceptivel situado
no ponto de insergao das folhas, que séo formadas por foliolos finamente recortados,
com peciolos longos e afilados. A parte comercializada é a raiz tuberosa alaranjada,
suculenta, lisa, sem ramificacdes laterais e formato variavel de cénico a cilindrico. Na
etapa vegetativa do ciclo, apresenta um tufo de folhas em posicéo vertical que pode
atingir 50 cm de altura. O fotoperiodo e a temperatura interagem na indugdo ao
florescimento, quando ocorre a emissao de um pendao floral, que pode ultrapassar
1,5 m de altura apresentando no apice uma inflorescéncia tipo umbela composta
(Filgueira, 2008).

A haste principal apresenta uma umbela primaria, que se ramifica dando
origem as de segunda, terceira e quarta ordens. O tamanho e a producdo de sementes
decrescem, conforme o aumento do nimero da ordem (Nascimento, 2009). A umbela
é formada por um conjunto de pequenas flores (Figura 1A e 1B), hermafroditas ou
masculinas (Viggiano, 1984). As flores hermafroditas apresentam protandria, e
possuem cinco sépalas verdes, cinco pétalas pequenas e brancas, cinco estames,
dois estiletes e ovario infero (Casali et al., 1984).

O fruto é esquizocarpaceo bilocular, seco e indeiscente composto por
dois aquénios denominados cremocarpos ou cremocarpidios (Figura 1. C e D). Cada
aguénio apresenta arestas longitudinais, sulcos, espinhos e glandulas oleiferas, sendo
que a semente (Figura 1. E e F) corresponde a um aquénio, e medindo de 2 a 3 mm
(Brasil, 2009).



O florescimento ocorre por aproximadamente 30 dias, devido a
desuniformidade de maturacdo das sementes entre umbelas e até mesmo na propria
umbela. As sementes atingem a maturidade fisiolégica em média 40-50 dias apos o
florescimento e devem ser secas por 4-5 dias antes do beneficiamento (Nascimento,
2009).

Figura 1. Estruturas de reproducdo sexuada
em plantas de cenoura: umbela com flores
(A), umbela vista lateral (B), umbela com
frutos em formacédo (C) e em ponto de
colheita (D), sementes apds beneficiamento
(EeF).

'Brasilia’ € uma cultivar nacional, selecionada a partir da populacgéo,
pelos pesquisadores do Centro Nacional de Pesquisa de Hortalicas -Embrapa, em
1976 (Embrapa, 2015). Esta cultivar foi disponibilizada para comercializagdo em 1981,
com destaque para sua adaptacio as diferentes condicdes climaticas brasileiras. E a
principal cultivar nacional de cenoura, correspondendo a 40% da area plantada
(Grangeiro et al., 2012). Apresenta folhagem vigorosa, com coloragédo verde escura e
porte de 25 a 35 cm de altura. As raizes sdo ligeiramente c6nicas, com coloracao
laranja, dimensdes de 15 a 20 cm de comprimento por 2 a 3 cm de diametro. O ciclo

da semeadura a colheita de raizes é de 85 a 100 dias (Embrapa, 2015).



O estabelecimento das plantulas em campo depende da qualidade das
sementes, considera o insumo agricola de maior importancia por conter as
caracteristicas genéticas responsaveis pelo estabelecimento do estande desejado e
de uma producdao rentavel (Marcos Filho, 2005).

O desenvolvimento e/ou aprimoramento de técnicas padronizadas para
andlise de sementes € uma necessidade permanente das empresas e laboratoérios.
Nesse sentido, o teste de germinacdo, conduzido de acordo com as Regras para
Andlise de Sementes é confiavel e reprodutivel, sendo usado rotineiramente na
avaliacao da viabilidade de sementes. Sendo que este teste fornece condicdes ideais
ao processo, possibilitando com que o lote expresse seu potencial maximo de
formacdo de plantulas normais (Demir et al., 2008).

Porém condicfes ideais para germinacdo nem sempre sdo encontradas
no local do cultivo (Ortiz et al., 2014), ocasionando falhas no estande e baixo vigor
das plantulas. O teste de germinacéo, portanto, apresenta limitagdes quanto a estimar
o potencial de emergéncia de plantulas em campo, especialmente sob condicbes
menos favoraveis de ambiente. Desse modo os testes de vigor sdo imprescindiveis
nos programas de controle de qualidade (Marcos Filho, 2011).

A analise do vigor de lotes de sementes distingue com precisédo os de
alto e baixo vigor de maneira proporcional a emergéncia de plantulas em campo. Os
testes de vigor devem ser aplicados em lotes de mesma cultivar com percentual de
germinacdo semelhante e, compativel com as exigéncias minimas para a
comercializacdo. Deve-se dar preferéncia aos métodos que atendam aos quesitos de
confiabilidade, rapidez, objetividade, reprodutibilidade e que permitam a intersecéo
dos resultados com outros testes e, a associacdo com a emergéncia de plantulas em
campo (Caliari e Silva, 2001).

O uso de somente um teste de vigor pode gerar informacdes
incompletas., devendo-se combinar resultados de dois ou mais testes, para a correta
estimativa de desempenho dos lotes no laboratério, campo e no armazenamento
(Nascimento, 2009). Para a obtencdo de resultados confiaveis, e passiveis de
padronizacao € necessario seguir fielmente os protocolos minuciosos dos testes de
vigor (Marcos Filho, 2011).



A primeira contagem da germinagéo, é considerada um teste simples,
realizada simultaneamente ao teste de germinacao. Baseia-se no principio de que a
reducado na velocidade da germinacéo € um dos primeiros eventos que ocorrem apos
a maturidade fisiolégica, antes da completa desativacdo do metabolismo das
sementes (Marcos Filho, 2005).

O envelhecimento acelerado € um dos métodos propostos para avaliar
0 vigor de sementes e tem como principio que amostras de sementes vigorosas
apresentem germinacdo superior apés o envelhecimento artificial (Marcos Filho,
2011). Em sementes pequenas como as das hortalicas esse teste pode ser feito com
solugdes salinas saturadas (Jianhua e McDonald, 1996). Tal teste avalia o grau de
tolerancia das sementes sob umidade relativa entre 76% (solucdo salina) a 100%
(agua) e temperaturas entre 41 a 45 °C, que contribuem para acelerar o processo de
deterioragédo (Marcos Filho, 2011).

A determinacdo do grau de umidade das amostras apds o
envelhecimento e a verificagdo da amplitude de sua variacdo € uma das “etapas-
chave” do procedimento, sendo possivel considerar que a variagcdo entre o grau de
umidade das amostras, ao final do envelhecimento, ndo deve superar 2% (Marcos
Filho, 2005; Marcos Filho 2011).

Embora as espécies olericolas possuam rapido periodo de germinacao,
a cenoura leva quatorze dias (Brasil, 2009), necessitando de acompanhamento
durante o periodo de execuc¢ao, impedindo a obtencdo de resultados rapidos. Neste
sentido, o teste de tetrazdlio é uma alternativa viavel, passivel de gerar informacfes
precisas e rapidas, que vem sendo empregada, rotineiramente na avaliacdo da
viabilidade de sementes (Cervi e Mendonca, 2009).

O teste de tetrazolio reflete a alteracdo da coloracéo de tecidos vivos da
semente, em contato com a solucao de cloreto de 2, 3, 5 - trifenil tetrazdlio, a atividade
de sistemas enzimaticos intimamente relacionados ao desempenho de fungdes vitais
pela alteracdo (Marcos Filho, 2011).

Em 1922 o pesquisador Turina verificou que células vivas de sementes
viaveis eram capazes de reduzir solucdes incolores de sais de selénio e telurio para
tons avermelhados ou cinza-escuros. A partir dessa pesquisa, autores como
Nelbujow, Hasegawa e Eidmann dedicaram-se ao aprimoramento de testes

bioquimicos para estimar a germinabilidade de sementes (Marcos Filho, 2005).



O pesquisador grego Georg Lakon aperfeicoou o0 método do selénio, que
diferenciava ndo somente as sementes vivas das mortas, mas também as capazes de
originar plantulas anormais e pouco vigorosas. Devido sua toxicidade para os
analistas, Lakon substituiu o selénio por sais de tetrazolio, apds a descoberta de Kihn
e Jerchel, concluindo que o 2,3,5-trifenil cloreto de tetrazélio era o mais apropriado
para o teste em sementes de milho e cereais. Tecidos vivos em contato com o referido
sal coloriam de vermelho carmim brilhante e o produto era reduzido a “formazans” um
pigmento insoluvel. Os tecidos mortos permaneciam incolores, por ndo reagir com a
solugéo (Delouche et al., 1976).

Em 1962 Delouche, Still, Raspet e Leinhard publicaram o livro ‘O teste
de tetrazdlio para viabilidade da semente’, descrevendo a metodologia de execugao
para avaliacdo de 36 espécies. Em 1970 a utilizacdo do teste foi aceita pela
Associacdo Oficial dos Analistas de Sementes (AOSA), através da publicacdo do
Manual do Teste de Tetrazélio (Grabe, 1970). Em 1983, a AOSA publicou o Manual
de Testes de Vigor, que abordava a metodologia do teste para soja, algodao, milho e
trigo (Franca Neto, 1999).

No Brasil, o teste de tetrazélio chegou na década de 1960, com ampla
divulgacdo somente dez anos depois. A partir de 1980 com o0 aprimoramento dos
procedimentos para avaliacdo do vigor de sementes de soja 0s pesquisadores da
EMBRAPA popularizaram esse teste no Brasil (Marcos Filho, 2005). A metodologia
também foi aperfeicoada para utilizacdo em sementes de milho, algoddo, amendoim,
feijao vagem e café (Marcos Filho, 2011).

A técnica teste de tetrazdlio é dividida em pré-condicionamento, preparo
para coloracédo, imersdo em solucéo de tetrazélio e avaliacdo da semente. Na primeira
etapa, as sementes sdo embebidas diretamente em agua ou entre folhas de papel-
toalha previamente umedecidas, para ativar 0 metabolismo enzimatico, facilitar o
preparo e a coloracdo durante o contato com a solugéao de tetrazolio. A embebicéo
ocorre durante 12 a 16 horas, sob 30 °C (Marcos Filho, 2011).

Em seguida, as sementes sdo preparadas através do corte longitudinal,
puncédo ou remocao do tegumento. Estes procedimentos sdo necessarios para facilitar
0 contato entre os tecidos da semente e a solucdo de 2,3,5 trifenil de tetrazolio,
permitindo uma rapida e uniforme coloragdo da semente (Santana, 2013). Entretanto,
deve-se ter cuidado no preparo para que nédo ocorra danos ao embridao e resultados
distorcidos (ZUCARELI et al., 2001).



Na etapa seguinte, as sementes sao embebidas em uma solucéo incolor
de 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazoélio, usada como indicador de processo
de reducédo que acontece dentro das células vivas. Os ions de H* liberados durante a
respiracdo dos tecidos vivos sdo transferidos por um grupo de enzimas
desidrogenases e interagem com o tetrazolio, reduzindo-o a um composto vermelho,
estavel e ndo difusivel chamado de trifenil formazan (Brasil, 2009).

A coloracao é indicadora da viabilidade celular dos tecidos, de modo que,
rosa brilhante ou vermelho brilhante indica tecido vivo e vigoroso, vermelho carmim
forte tecido em deterioragéo, e a auséncia de cor indica tecido néo viavel. Em tecidos
mortos onde ndo ha respiracdo celular e consequentemente reducdo do sal de
tetrazélio, ndo é formado o formazan e os tecidos das sementes permanecem com
coloracao branca (Vieira e Von Pinho, 1999). O vermelho carmim forte € formado, em
virtude da maior intensidade de difus@o da solugcdo de Tetrazolio, pelas membranas
celulares comprometidas (Franca Neto, 1999). Entretanto, o desvio da coloracéo
normal pode ser devido ao periodo excessivo ou insuficiente de contato com a solucéo
do sal (Marcos Filho, 2005). A rapidez, intensidade e profundidade de coloracdo dos
tecidos estéo relacionados a qualidade das sementes (Vieira e Von Pinho, 1999).

A eficiéncia do teste de tetrazoélio esté relacionada ao desenvolvimento
de uma metodologia que defina condi¢cdes precisas para o pré-condicionamento,
preparo e coloracdo das sementes de cada espécie (Cervi e Mendonca, 2009).
Segundo Marcos Filho, (2005) para a coloracao, as sementes devem ficar expostas a
solucao de tetrazélio, sob temperatura entre 30 °C a 40 °C, utilizando-se concentracdo
do sal de 0,05% a 1,0%, e o tempo de coloracao variando de 60 a 240 minutos, sendo
gue sementes de diferentes espécies ou mesmo entre sementes da mesma amostra
a coloracdo se desenvolve com velocidade variavel.

Para realizagdo do teste de tetrazélio sdo necessérias,
aproximadamente 24 horas no procedimento tradicional. Esse periodo embora
relativamente curto, quando comparado ao do teste de germinacdo, pode ser
excessivo e impedir a tomada de decisdes urgentes (Marcos Filho, 2005).
Informacdes precisas sdo necessario as para o aprimoramento do teste de tetrazolio

em sementes de hortalicas (Barros et al., 2005).



Nesse sentido foram conduzidos estudos com sementes de quiabo
(Eichelberge e Moraes, 2001), abobrinha (Barros et al., 2005), melancia (Bhering et
al., 2005; Nery et al., 2007), melédo (Lima et al., 2007), tomate (Santos et al., 2007)
pepino (Lima et al., 2010), sendo que em todos 0s casos conseguiu-se reduzir o tempo
de execucdao do teste ou da concentracédo da solucéo.

Em sementes de cenoura o teste de tetrazdlio, conforme Brasil (2009)
requer no minimo 24 horas. Entretanto Andrade et al., (1996) utilizou metodologia que
diminuiu esse periodo para trés horas, através de uma menor concentracdo da
solucdo. Desta maneira, o teste possibilitou estimar os limites do potencial fisiol6gico
dos lotes, em um periodo de tempo significativamente menor.

O analista do teste de tetrazolio precisa de treinamento sobre a estrutura
embrionaria da semente e a interpretacdo da coloracdo. A execucdo do teste é
exaustiva, pois as sementes sao analisadas individualmente, requerendo experiéncia
e paciéncia (Delouche et al., 1976; Franca-Neto, 1999). A consisténcia dos resultados
do teste depende do nivel de treinamento do analista para a interpretacdo, pois o
reconhecimento e a avaliacdo correta dos diferentes niveis de atividade dos tecidos
determinam qualidade das informagdes fornecidas (Marcos Filho, 2005).

Apesar da subjetividade o aprimoramento da metodologia, com uso de
ilustracbes detalhadas para a identificacdo das diferentes categorias de sementes e,
a intensificacdo do treinamento de analistas, permitirdo aprimorar os procedimentos,
ampliar a abrangéncia das espécies envolvidas e a diversificacdo de uso desse teste
(Marcos Filho, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratorio de analise de sementes da
Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel (UENP-CLM),
Bandeirantes/PR, com oito lotes de sementes de cenoura ‘Brasilia’ adquiridas de
empresa certificada, em pacotes longa vida hermeticamente fechados. Os percentuais
de germinacao, informados nos rétulos das embalagens, variaram entre 80 a 86%.
3.1 - Procedimentos para andlise da qualidade fisioldgica

Teor de &gua - determinado pré e pds procedimentos do teste de envelhecimento

acelerado, em estufa a 130 °C durante 1 hora, com duas sub-amostras de duas
gramas de sementes de cada lote (Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em
percentual, servindo para caracterizagao inicial dos lotes e monitoramento, durante os
procedimentos de envelhecimento acelerado.

Teste de germinacéo - realizado com quatro repeticdes de 50 sementes de cada lote,

distribuidas de modo equidistante sobre uma folha de papel filtro, previamente
umedecida com agua destilada na propor¢cédo de 2,5 vezes o peso do papel seco,
dentro de recipientes plasticos transparentes, mantidos em camara de germinacao,
sob temperaturas de 20 °C durante oito horas e 30 °C durante dezesseis horas. As
avaliacdes foram realizadas no sétimo e décimo quarto dia apoés a instalacéo (Brasil,
2009), registrando-se o numero de plantulas normais (folhas cotiledonares
expandidas).

Primeira contagem da germinacédo - contabilizou-se o nimero de plantulas normais

presentes no sétimo dia apés a instalacdo do teste de germinacao.

Emergéncia de plantulas - quatro repeticdbes de 36 sementes de cada lote foram

semeadas em bandejas de polipropileno (72 células), preenchidas com substrato
comercial Carolina®, proprio para producdo de mudas de hortalicas. As bandejas
foram mantidas em estufa plastica, modelo arco, com monitoramento diario da
irrigacdo pela manhd e a tarde. As contagens foram realizadas, pela manha, do
primeiro ao décimo quarto dia apos a instalacao, registrando-se o numero de plantulas
com folhas cotiledonares expandidas. As temperaturas internas diarias foram
verificadas as 10:00 e 16:00 horas através de aparelho termo higrémetro
(HIGHMED®), obtendo-se as medi¢cdes de maxima e minima para o calculo da

temperatura média, conforme Figura 2.



11

maxima =-:=-: média e minima

55
50
45
40
35
30 \\ ""_.— _____________________________
- . Nt m i m i i ==
20
15 | T e,
O
5
0

Temperatura °C

25 26 27 28 29 30 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias dos meses de Setembro (25 a 30) e Outubro (1 a 8) de 2014

Figura 2. Temperaturas maxima, média e minima verificadas no interior da estufa
plastica, durante o teste de emergéncia de plantulas, em oito lotes de sementes
de cenoura ‘Brasilia’.

indice de velocidade de emergéncia - obtido segundo a férmula proposta por Maguire

(1962), através da contagem diaria do numero de plantulas emersas.

Envelhecimento acelerado tradicional (100% de umidade relativa) - com 200 sementes

de cada lote, colocadas sobre tela metalica acoplada a recipientes plasticos
transparentes, contendo 40 mL de agua destilada, mantidos sob 41 °C durante 48
horas.

Envelhecimento acelerado com solucdo saturada de NaCl (76% de umidade relativa)

- repetiu-se o procedimento anterior, substituindo-se a agua destilada por solucdo
saturada de NaCl (40 g de NaCl em 100 mL de agua destilada) (Jianhua e McDonald,
1996).

As amostras que apresentaram proliferacdo de fungos ao final do envelhecimento
foram previamente desinfestadas com solucdo de hipoclorito de sodio a 1% e,
enxaguadas com agua destilada para a instalacéo do teste de germinagéo.

3.2 - Procedimentos do teste de tetrazélio

Foram efetuados trés experimentos, para aprimoramento da técnica, levando-se em
consideracao o corte, concentracdo, tempo (horas) e temperatura. Utilizou-se o sal
trifeniltetrazolio - 2,3,5 cloreto (Vetec®), que no preparo das solugdes foi dissolvido

em agua destilada.
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Visando padronizar e facilitar a interpretacdo das cores observadas nas sementes

apos exposicao a solucdo de tetrazoélio adaptou-se uma escala de cores (Figura 3).

A B |_C_

Figura 3. Escala de cores utlizada na
classificacdo dos tecidos de sementes de
cenoura, apdés exposicdo a solucdo de
tetrazédlio: branco (A), rosa (B a D) e vermelho-
carmim forte (E a G).

Os critérios utilizados para classificacdo das cores, na avaliacdo dos tecidos do
embrido e/ou endosperma (Figura 4), foram estabelecidos conforme Moore (1973) e
Franca Neto et al. (1999): rosa (tecido viavel novo), vermelho-carmim forte (tecido

viavel em deterioracdo) e branco-leitoso ou amarelado (tecido morto).

Figura 4. Coloragdes observadas em sementes de cenoura apos
exposicdo a solucdo de tetrazélio: rosa (A), vermelho carmim (B)
e branco (C). Bandeirantes (PR), 2015.

Foram utilizados quatro tipos de corte variando-se a profundidade e a quantidade de

tecido retirado da semente (Figura 5).
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Figura 5. Cortes longitudinais preparativos para imersao de
sementes de cenoura, na solucédo de tetrazodlio: superficial sem
atingir o embrido e sem retirada de tecido (1); profundo na metade
distal ao embrido (2); paralelo ao embrido retirando-se o0 minimo
de tecido (3); paralelo e proximo ao embrido retirando-se o
maximo de tecido (4).

Experimento |. Cortes, concentracées e periodos de permanéncia na solucdo de

tetrazolio.

As sementes foram pré embebidas em agua destilada, durante 18 horas a 25 °C e
seccionadas de acordo com os esquemas (1) e (3) representados na Figura 5.

Na sequéncia, foram submetidas aos tratamentos com solugcédo de tetrazdlio, nas
concentracfes de 0,5 e 1,0% durante 6 e 24 horas (Brasil, 2009), na auséncia de luz
a 30 °C. Apds cada procedimento as sementes foram retiradas da solucéo, lavadas e
mantidas em agua destilada, até finalizar a classificacdo das cores dos tecidos do
embrido e/ou endosperma (Figura 4).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2
cortes x 2 concentracdes x 2 tempos), contendo 5 repeticdes com vinte sementes,
para cada lote.

Experimento |l. Temperatura durante a permanéncia na solucdo de tetrazolio.

As sementes foram pré embebidas em agua destilada, durante 18 horas a 25 °C,
seccionadas conforme a ilustracdo (3) da Figura 5, e expostas a solucao de tetrazdlio
a 0,5% e 1% durante 6 horas (AOSA, 2002), na auséncia de luz, sob as temperaturas
de 30, 35, 40, 45 e 50 °C. ApOs cada procedimento, as sementes foram retiradas da
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solucéo, lavadas e mantidas em agua destilada, até finalizar a classificacdo das cores
dos tecidos do embrido e/ou endosperma conforme a Figura 4.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2
concentragbes x 5 temperaturas), contendo 5 repeticbes com vinte sementes, para
cada lote.

Experimento Ill. Avaliacdo da metodologia de Andrade et al., (1996), com adaptacoes

no corte e tempo de permanéncia na solucao de tetrazdlio.

As sementes foram condicionadas através de embebicao por duas horas, em rolos de
papel filtro umedecidos com agua destilada, na propor¢cédo de 2,5 vezes 0 seu peso
seco, sob 25 °C. A seguir, as sementes foram seccionadas conforme ilustrado na
Figura 5 tipo 2, e imersas em solucdo de tetrazélio a 0,1%, por 1 hora sob 35 °C
(Andrade et al., 1996). Esse procedimento foi repetido mais duas vezes, na primeira
alterando-se apenas o corte, para o descrito na Figura 5-4. Na segunda, além do corte
(Figura 5-4), modificou-se o tempo de permanéncia na solucdo de tetrazélio para 2
horas.

Apos cada procedimento, as sementes foram retiradas da solucdo, lavadas e
mantidas em agua destilada, até finalizar a classificacdo das cores dos tecidos do
embrido e/ou endosperma conforme a Figura 4.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 5 repeticdes com
vinte sementes, para cada lote.

Na analise estatistica, os dados obtidos nos experimentos para verificacdo da
qualidade fisiolégica, e os procedimentos do teste de tetrazdlio foram submetidos a
analise de variancia, e as médias em percentuais, agrupadas pelo teste de Scott Knott
a 5% de probabilidade, com o software estatistico Sisvar® (Ferreira, 2011). Para o
grau de associacdo entre os testes de analise da qualidade fisiologica foi aplicada a
correlacdo simples de Pearson (r). Os dados do teste de tetrazélio foram

transformados em Vx+0,5.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Procedimentos para analise da qualidade fisiologica

Os resultados do teste de germinacdo em laboratorio (Tabela 1)
demonstraram que os percentuais verificados para todos os lotes, ficaram abaixo do
informado nos rétulos, sendo que as médias dos lotes 1, 2, e 4 foram inferiores a 75%,
exigido pelo Mapa (2012), para comercializacao de sementes de cenoura. No teste de
emergéncia de plantulas apenas os lotes 2 e 6 superaram 75%, explicando a
necessidade de aumentar a quantidade de sementes na semeadura, para atingir o
stand de plantas desejado pelo produtor. Tal constatacdo parece ser comum, pois,
Rentschler (2014) obteve resultado semelhante em sementes de cenoura ‘Brasilia’.

O percentual de germinacéo indicado na embalagem de determinado
lote de sementes de hortalicas, nem sempre irA corresponder a emergéncia de
plantulas em campo obtida pelo produtor, porque as sementes sdo analisadas sob
condi¢cBes otimas, dificilmente verificadas no solo do local da semeadura (Pereira et
al., 2005).
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Tabela 1. Percentuais médios de germinacéo informado na embalagem (GE), primeira
contagem da germinacgdo (PCG), germinacdo em laboratorio (GL), emergéncia de plantulas
(EP), indice de velocidade de emergéncia (IVE), envelhecimento acelerado tradicional
(100%) e com solucédo salina (76%) e coeficientes de correlacdo (r) de oito lotes de
sementes de cenoura. Bandeirantes (PR), 2015.

Lote GE PCG GL EP IVE 100% 76%

1 80 50,50 a 74,00 a 69,44b 3,04b 2350c 52,50c
2 84 46,00 a 72,00 a 8194a 3,86a 25,00 c 52,50 c
3 86 1350 ¢ 78,50 a 67,36b 296D 30,50c 43,50c
4 80 29,50 b 66,50 a 67,36b 3,04b 4250b 64,00b
5 80 49,50 a 75,50 a 63,19b 3,10b 22,00c 62,50 b
6 83 28,00 b 81,00 a 84,72a 4,00 a 62,50a 62,00b
7 86 54,00 a 79,50 a 72,22b 3,40b 5850a 72,00 a
8 83 40,50 a 81,00 a 68,75b 3,20b 50,00 b 78,00 a
CV(%) - 25,42 10,21 14,18 15,21 20,94 10,71

Correlagéo (r)
Envelhecimento 76% 0,42 0,27 -0,08 0,08 0,64
100% -0,14 0,49 0,40 0,41

*Médias seguidas por mesma letra na coluna, nédo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%; CV=
coeficiente de variacao.

Quanto a eficiéncia dos testes na separacédo dos lotes em niveis de
viabilidade e vigor (Tabela 1), enquanto no teste de germinacdo nao se verificou
distincdo entre os lotes, a primeira contagem da germinacgéo (PCG) coincidiu com os
procedimentos de envelhecimento acelerado ao indicar trés classes, inclusive a
intermediéaria que, de acordo com Marcos Filho (2005), é dificil de ser identificada, pois
dependendo do teste utilizado os lotes podem apresentar comportamento proximo aos

de alto vigor ou aos de desempenho insatisfatério.

Conforme Nascimento (2009), a PCG tem sido utilizada como teste
de vigor por sua simplicidade e facilidade de execugéo, ao mesmo tempo que o teste
de germinacéo. Segundo Marcos Filho (2005) a reducéo na velocidade da germinacao
€ um dos primeiros eventos que ocorrem apos a maturidade fisiologia e, antes da
completa desativagdo do metabolismo das sementes. Lima e Athanazio (2009),
obtiveram sucesso na utilizacdo desse teste na separacao de lotes de sementes de

cenoura populagdo ‘Londrina’, em niveis de vigor indicando trés classes para
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sementes grandes e quatro para sementes pequenas. Todavia, conforme Martinelli-
Seneme et al. (2004), os resultados obtidos com a PCG devem ser analisados

cuidadosamente pois, esse teste pode ndo apontar diferenca sutis entre lotes.

Os coeficientes de correlacdo (Tabela 1) ndo foram suficientemente
fortes para estabelecer uma correspondéncia entre os resultados dos testes de
primeira contagem da germinagcdo, germinacdo, emergéncia de plantulas e
envelhecimento acelerado, inclusive, entre os que possibilitaram visualizar mesmo
namero de niveis para separacao dos lotes. Segundo Andrade et al. (1995), o grau de
associacdao verificado entre os resultados de cada método empregado para andlise de
sementes de cenoura, indica as melhores perspectivas de sua adocdo. Porém,
Nascimento (2009) relatou que a capacidade de classificacdo dos lotes, baseada na
comparacao de médias é eficiente e oportuna, para estabelecer a sensibilidade de
testes de vigor em indicar o potencial fisioldgico, alertando que, o uso exclusivo da
analise de correlacédo para essa finalidade pode induzir a falsas interpretacfes, pois
os dados podem se correlacionar positiva ou hegativamente apenas por apresentarem

tendéncias de variagdo comparaveis entre si.

A discordancia de resultados reforca a necessidade da comparacao
com o maior numero possivel de testes, antes de classificar os lotes quanto ao
potencial fisiolégico, pois cada teste tem um principio diferente, e fornece informacées
complementares para a deciséo a respeito da finalidade de cada lote de sementes.

A variacao inicial do teor de agua entre os lotes foi de 1,04% (Tabela
2), atingindo 13,26% ap0s o envelhecimento acelerado tradicional (100%) e 1,96% no
procedimento com solucao de NaCl (76%). Desse modo, o procedimento com solugao
salina pode ser indicado, pois permitiu menor absor¢cdo de agua pelas sementes
permanecendo com percentual de umidade dentro do limite recomendado ao final do
periodo. Segundo Marcos Filho (2005), a seguranca dos resultados obtidos no teste
de envelhecimento acelerado € medida pelo grau de umidade das sementes pré e pés
o teste, devendo ser assegurado o uso de amostras cujo teor de agua inicial e pos o
envelhecimento ndo apresente variagéo superior a 2,0%, pois quanto maior a umidade
maior a sensibilidade as condicdes do teste, ficando propensas a intensa deterioragao.
Variacdes superiores ao estabelecido comprometem os resultados obtidos, devendo-

se repetir o teste.
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Tabela 2. Percentuais médios do teor de agua inicial e, pés-envelhecimento
acelerado tradicional (100%) e com solucéo salina (76%) de oito lotes de sementes
de cenoura. Bandeirantes (PR), 2015.

Lote Inicial 100% 76%
1 7,37 50,35 9,88
2 6,70 44,37 9,94
3 7,42 41,09 9,58
4 6,38 48,87 10,51
5 6,83 44,29 10,51
6 7,38 40,61 9,58
7 6,50 40,61 9,58
8 6,61 36,36 10,30
Variacao
Média 1,04 13,26 1,96

4.2- Procedimentos do teste de tetrazdlio

No corte 1, superficial sem retirada de tecido (Figura 5), os
percentuais médios de sementes viaveis (rosas e vermelhas) foram inferiores aos
verificados nos testes de germinacdo e emergéncia de plantulas, em todas as
combina¢Bes de concentracdo e tempo de permanéncia na solucdo de tetrazdlio
(Tabela 3), e as sementes brancas, consideradas mortas, ocorreram com maior
frequéncia.

O corte profundo paralelo ao embrido retirando-se o minimo de tecido
(Figura 5-3), mesmo no menor periodo de contato com a solucdo, aumentou
consideravelmente os percentuais de sementes rosas, diminuiu os de brancas e
manteve os de vermelhas, possivelmente em fungcdo da maior area de contato dos
tecidos internos (embrido e endosperma), com o sal de tetrazélio. Lembrando que, a
coloragédo vermelha aparece somente no periodo de 24 horas. Portanto, o corte 3 da
Figura 5, reduziu em 75% o tempo de coloracdo das sementes, e se somados 0s
percentuais de sementes rosas e vermelhas, obtém-se resultado proximo aos obtidos

nos testes de germinacéo e emergéncia.
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Conforme Dias e Barros (1999), diferencas na coloragéo dos tecidos
podem significar alteragdes na sua permeabilidade. Sementes vigorosas precisam de
maior tempo para colorir, apresentando um tom rosa brilhante, independentemente do
periodo de permanéncia no tetrazélio, pois a solucéo teve dificuldade de penetrar nos
tecidos devido a maior integridade das membranas celulares. Também pode indicar
tempo insuficiente de contato com o tetraz6lio ou concentracdo inadequada da
solucéo.

O maior tempo de contato com a solugcdo, provocou O
desenvolvimento da coloracdo vermelho forte, indicando tecido viavel em
deterioragdo. Conforme Afez et al. (2007), sementes em contato com a solucao de
tetrazélio por longos periodos, colorem intensamente. Nesse sentido, Marcos Filho et
al. (1987) relataram que, quanto mais escura a cor da semente, maior a dificuldade
de visualizacdo dos tecidos e a identificacdo das injurias, podendo-se confundir

tecidos vivos com deteriorados.

Segundo Fogaca et al. (2011) a solucdo de tetrazdlio menos
concentrada ird promover maior rapidez na obtencdo dos resultados, ficando a
escolha entre as concentragdes, a critério do analista. Entretanto, no presente estudo
nao foi possivel evidenciar o efeito da concentracdo, na velocidade de reacdo das
sementes ao sal de tetrazoélio. Porém, considerando-se o custo de aquisicdo, seria
prudente que se utilizasse a menor concentracao possivel no preparo da solucdo de
tetrazélio.

Os resultados revelaram a forte influéncia, que o tipo de corte
empregado no preparo das sementes de cenoura para a exposicdo a solucdo de
tetrazélio, exerce sobre a coloracdo e consequente classificagcdo de viabilidade,

podendo gerar resultados incorretos, em relagéo a real qualidade dos lotes avaliados.
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Tabela 3. Percentuais médios de sementes de cenoura, coloridas nos tons de rosa, vermelho
e branco, segundo as quatro metodologias da Regras para Andlise de Sementes, com duas
concentracdes e periodos (tempo) de exposicao a solucdo de tetrazélio sob 30°C, utilizando
dois cortes diferentes. Bandeirantes (PR), 2015.

Metodologia Lote
1 2 3 4 5 6 7 8

Corte 1 (Superficial sem atingir o embrido e sem retirada de tecido)

Rosa
6h /0,5% 11,0C 330A 10,0B 4,0A 10,0 A 50B 26,0A 00C
6h/ 1% 27,0B 250 A 50B 6,0A 1.0B 6,0B 140B 00C
24h /1 0,5% 520A 21,0A 480A 70A 90A 110A 40,0A 330A
24h [ 1% 490A 30,0A 350A 70A 150A 190A 360A 180B
CV (%) 27,9
Vermelho

6h / 0,5% 00C 0,08B 00C 0,08B 00C 00B 0,0B 0,0B
6h/ 1% 00C 00B 00C 0,08B 00C 00B 0,0B 0,0B
24h /1 0,5% 180A 8,0A 150A 40A 130A  9,0A 250A 20,0A
24h [ 1% 1000A 20B 40B 50A 40B 20B 3,0B 0,0B
CV (%) 53,2

Branco
6h /0,5% 270 A 8,0B 170A 140A 13 0A 350A 140B 37,0A
6h/ 1% 160A 210A 150A 50B 150B 440A 320A 430A
24h /1 0,5% 6,0B 50B 12,0 A 10B 208B 12,0B 30C 8,0B
24h [ 1% 11,0B 190A 190A 8,0B 110B 180B 180B 20,0B
CV (%) 51,62

Corte 3 (Paralelo ao embrido retirando-se o minimo de tecido)
Rosa
6h / 0,5% 69,0A 710A 660A 690A 650A 770A T760A 740A
6h/ 1% 640A 810A 650A 71,0A 780A 700A 750A 76,0A
24h /0,5% 63,0A 700A 610A 600A 700A 710A 670A 67,0A
24h [ 1% 66,0A 670A 540A 570A 660A 730A 790A 680A
CV (%) 6,98
Vermelho

6h/0,5% 0,0B o0C o0cC 00C 00C 0,0B 0,0B 0,0B
6h /1% 0,0B 0,0C 0,0C 00C 00C 0,0B 0,0B 0,0B
24h /1 0,5% 130A 140A 90B 24,0A 50B 200A 120A 110A
24h [ 1% 110A 70B 220A 60B 200A 160A 408B 170 A
CV (%) 37,9

Branco
6h /0,5% 7,0A 3,0B 6,0 B 6,0 B 50A 50B 6,0 A 70A
6h/ 1% 6,0 A 90A 17,0 A 3,0B 50A 12,0 A 50A 70A
24h /1 0,5% 6,0 A 40B 70B 208B 8,0A 0,0B 6,0 A 70A
24h [ 1% 40A 1.0B 50B 23,0A 20A 3,0B 6,0 A 8,0A
CV (%) 45,10

*Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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As temperaturas de 45 e 50 °C exerceram efeito significativo sobre as
sementes de cenoura, diminuindo o percentual de rosas, a0 mesmo tempo em que
aumentou o de vermelhas, tanto na solucéo a 0,5% quanto na de 1,0% (Tabela 4). O
percentual de sementes brancas permaneceu proximo em todas as temperaturas e
concentragcbes. Sendo assim, as temperaturas de 30, 35 e 40 °C, durante 6 horas,
podem ser empregadas para a coloracdo das sementes de cenoura, sem favorecer
interpretacdes equivocadas.

No presente estudo nédo foi observado o efeito do acréscimo de 5 °C,
nas temperaturas de 30 a 40 °C para a coloracao, sobre a velocidade de reacéao do
sal de tetrazolio, corroborando com o resultado descrito por Afiez et al. (2007) em
sementes de Jatropha elliptica (planta medicinal). Entretanto Vieira e Pinho (1999)
afirmaram que, temperaturas superiores a 30 °C durante a exposi¢do das sementes a
solucdo de tetrazdlio, podem duplicar a velocidade de reacdo e diminuir o periodo
necessario para avaliagdo, porém ao mesmo tempo, aumentam a quantidade de
sementes consideradas inviaveis. Delouche (1976) considera 40 °C como ‘alta

temperatura’, capaz de acelerar a reagao do sal de tetrazdlio.
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Tabela 4. Percentuais médios observados nas classes segundo as coloragfes nos tons rosa,
vermelho, branco de oito lotes de sementes de cenoura, apés permanecerem sob cinco
diferentes temperaturas (°C), durante o periodo de exposicéo de seis horas em solucao de

tetrazélio nas concentracdes de 0,5% e 1% com o corte 3. Bandeirantes (PR), 2015

Temperatura Lote
°C 1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracao 0,5%
Rosa
30 690A 710A 66,0A 690A 650A 770A T760A 740A
35 640A T700A 720A T730A 670A 710A 640A 620A
40 700A 600A 720A T750A 790A 740A T70,0A 750A
45 44,0 B 10,0 B 29,0B 3,0B 210B 16,0 B 0,0C 6,0C
50 90C 140B 30C 40B 19,0 B 16,0 B 8,0B 13,0B
CV(%) 14,0
Vermelho
30 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0D 0,0C 0,0D 0,0C
35 40C 10C 20C 20C 6,0C 10C 140C 9,0B
40 20C 17,0B 30C 6,0B 20D 70B 110C 3,0C
45 38,0B 770A 49,0B 740A 610A 640A 860A T780A
50 63,0A 630A 710A ©620A 4608 67,0A 67,0B 63,0 A
CV(%) 19,7
Branco
30 70A 3,0A 6,0A 6,0 A 50A 50A 6,0 A 70A
35 10A 3,0A 50A 0,0A 3,0A 30A 10A 40 A
40 70A 10A 3,0A 20A 0,0A 20A 20A 3,0A
45 6,0 A 20A 20A 10A 10A 20A 20A 20A
50 3,0A 20A 3,0A 3,0A 4,0 A 3,0A 10A 20A
CV(%) 67,3
Concentracédo 1,0%
Rosa
30 650A 810A 650A 840A 780A 700A 790A 76,0A
35 48,0 B 670A 680A 740A 67,0B 670A 810A 850A
40 680A 720A 640A T730A T790A T720A 750A 76,0A
45 59,0A 52,0B 57,0A 450B 64,0B 56,0 B 56,0 B 62,0B
50 37,0C 420B 46,0 B 340C 510C 5808B 55,0B 36,0 C
CV(%) 7,8
Vermelho
30 0,0C 0,0C 0,0C 0,0D 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C
35 3,0C 10C 0,0C 0,0D 0,0C 0,0C 0,0C 10C
40 50C 12,0B 17,0B 17,0B 9,0B 12,0 B 19,0B 16,0 B
45 10,0 B 18,0B 13,0B 70C 70B 12,0B 20C 6,0C
50 440A 450A 380A 570A 31,0A 340A 330A 500A
CV(%) 33,4
Branco
30 6,0 A 90A 170A 70B 50A 120A 50A 70 A
35 10,0 A 20A 130A 50B 3,0A 3,0B 50A 50A
40 9,0A 90A 50B 20B 20A 50B 0,0A 20A
45 11,0A 8,0A 9,0B 120A 6,0A 4,0B 10A 6,0 A
50 30A 110A 3,0B 4,0 B 6,0 A 10B 20A 6,0 A
CV(%) 49,9

*Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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A adaptacdo da metodologia Andrade (1996), para o corte
representado na Figura 5-4, com duas horas de permanéncia na solucéo de tetrazolio
demonstrou eficiéncia, permitindo a obtencdo de resultados significativamente
superiores aos do experimento | (Tabela 5), e proximos aos verificados nos testes de
germinacdo e emergéncia. Demonstrando que, o corte préximo ao embrido, pode
diminuir drasticamente os custos com o teste de tetrazolio, (concentracdo da solugéo
e tempo de execucdo) com resultados seguros e eficientes similares aos que serao
verificados, posteriormente a campo, pelo produtor.

Conforme Delouche (1976) e Marcos Filho (2005), o periodo de pré
embebicdo é necessério para facilitar o corte e ativar o metabolismo enzimatico,
devendo ser tdo curto quanto possivel. A metodologia do teste de tetrazélio, descrita
por Andrade et al. (1996) para sementes de cenoura, reduz esse periodo de dezoito
(Brasil, 2009), para duas horas. Essa reducéo foi eficiente, possivelmente em fungéo
das sementes pequenas absorverem agua em menor tempo (Rodo et al., 2000).

A precisdo em interpretar os resultados do teste de tetrazolio €
conseguida pela comparacdo com testes de germinacdo. Segundo Dias e Barros
(1999), admite-se diferencas de até 5% entre seus resultados. Diferencas maiores,
indicam problemas na execucéo ou na avaliacdo de um dos testes. Nesse caso, 0s
testes devem ser repetidos até que os resultados sejam equiparaveis (Delouche,
1976).
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Tabela 5. Percentuais médios observados nas coloragfes rosa, vermelho e branco de oito lotes de sementes de cenoura, apds cinco metodologias do
teste de tetrazélio, variando-se o tipo de corte e o tempo (horas) de permanéncia na solu¢do. Bandeirantes (PR), 2015.

Lotes
Metodologias Cortes Tempo 1 2 3 4 5 6 7 8
Rosa
Experimento 1 1 ----1 34,8 C* 27,2 B 246 C 6,0C 8,8C 10,2B 29,0B 128C
Experimento 1 3 ----1 65,6 B 72,2 A 61,6 B 64,2 B 69,8 B 72,8 A 74,2 A 71,2 B
Andrade (1996) 2 1 0,0D 0,0C 0,0D 0,0C 0,0D 0,0C 0,0C 0,0D
Andrade (1996) 4 1 0,0D 0,0C 0,0D o,0C 0,0D 0,0C 0,0C 0,0D
Andrade (1996) 4 2 83,0 A 79,0 A 77,0 A 80,0 A 82,0 A 78,0 A 81,0 A 83,0 A
CV(%) 18,3
Vermelho
Experimento 1 1 ----1 7,0 A 2,6 A 48 A 2,2B 42 A 28B 7,0 A 7,0 A
Experimento 1 3 ----1 6,0 A 52A 7,8 A 7,6 A 6,2 A 9,0A 7,0 A 7,0 A
Andrade (1996) 2 1 0,0B 0,0A 0,0B 0,0B 0,0A 0,0B 0,0A 0,0A
Andrade (1996) 4 1 0,0B 0,0A 0,0B 0,0B 0,0 A 0,0B 0,0A 0,0 A
Andrade (1996) 4 2 0,0B 0,0 A 0,0B 0,0B 0,0 A 0,0B 0,0A 0,0 A
CV(%) 71,5
Branco
Experimento 1 1 ----1 15,0C 13,2C 15,8 C 70C 10,2 C 27,2B 16,8 B 27,0B
Experimento 1 3 ----1 58C 42 C 8,8C 8,6 C 50C 50C 58C 72C
Andrade (1996) 2 1 85,0 A 86,0 A 83,0 A 85,0 A 71,0 A 59,0 A 78,0 A 83,0 A
Andrade (1996) 4 1 28,0B 30,0B 440B 37,0B 22,0B 34,0B 21.,0B 33,0B
Andrade (1996) 4 2 50C 70C 9,0C 40C 8,0C 10,0 C 120C 10,0 C

CV(%) 29,5

1= médias gerais dos periodos (6 e 24 horas) e concentracdes (0,5 e 1 %) do experimento I; *Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5%.; CV= coeficiente de variagéo.
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Na metodologia Andrade et al. (1996) em que se utilizou o corte
da Figura 5-4, durante 1 hora na solucéo de tetrazolio, somente o embrido coloriu
(Figura 6-A). As sementes preparadas com a referida metodologia, ajustando-se
o tempo de permanéncia na solucéo, para duas horas coloriram o embrido e o
endosperma de maneira uniforme (Figura 6-B). De acordo com Marcos Filho
(2005), a absorcéo de 4gua ocorre com maior velocidade no embrido, em relacéo
ao endosperma, pois os tecidos do embrido utilizam a dgua para constituicédo e
metabolismo de novas células. Além disso, a composicdo proteica e a
localizac&o periférica do embrido, podem explicar essa variacdo. Desse modo, a
coloracdo dos tecidos do embrido, em funcao da reacdo com o sal de tetrazolio,

também ocorre com maior rapidez nos tecidos embrionarios.

Figura 6. Sementes de cenoura ap0s exposicdo a
solucao de tetrazolio durante uma hora (A) e duas
horas (B), usando a metodologia Andrade et al. (1996)
com o corte 4 (Figura 5). Bandeirantes (PR), 2015.
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5. CONCLUSOES

O corte efetuado no momento de se expor as sementes de
cenoura em contato com o sal de tetrazolio, é o fator de maior influéncia em sua
coloragéo.

O teste de tetrazolio pode ser realizado em sementes de cenoura
utilizando-se duas horas no periodo de pré embebicao, corte paralelo e proximo
ao embrido retirando-se o maximo de tecido, e imersdo em solucédo a 0,1%

durante duas horas, sob 35 °C.
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