Teste de tetrazolio para sementes de Sesamum indicum
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RESUMO

Apesar da importancia econdmica do gergelim é necessario ainda obter informag¢des mais precisas e completas sobre
a qualidade fisiologica de suas sementes. Considerando que o teste de tetrazélio permite avaliar eficientemente e com
rapidez o potencial fisiologico das sementes, o objetivo deste estudo consistiu em adequar a metodologia deste teste
para sementes de gergelim. Sementes de gergelim das cultivares ‘BRS G2/, ‘BRS Seda’, ‘Seridd” e ‘BRS G4’ foram sub-
metidas a pré-testes para determinar o tempo de pré-condicionamento das sementes intactas, sementes com cortes na
regiao distal ao eixo embrionario ou corte longitudinal no maior sentido da semente, durante 30, 60 e 90 minutos em
agua. Ap0s definir o pré-condicionamento por 60 minutos, com corte longitudinal no maior sentido, as sementes foram
imersas nas concentragdes de 0,075%; 0,5% e 1,0% de solucao de tetrazolio a 30 °C durante 3; 6; 8; 12; 18 e 24-h. A embebi-
¢ao das sementes sobre papel durante 60 minutos, seguida de corte longitudinal e imersao em solucao de tetrazolio na
concentracao de 0,075% por 12-h e 1,0% por 3-h foram eficientes na avaliagao da viabilidade das sementes de gergelim.

Palavras-chave: imersao, pré-condicionamento, qualidade de sementes

ABSTRACT

Despite the economic importance of the sesame seeds, it is necessary to obtain more precise and complete information
on the physiological quality of its seeds. Considering that the tetrazolium test allows us to evaluate with efficiency and
speed the physiological potential of the seeds, the objective of this study constituted in adapting the methodology of
this test to sesame seeds. Sesame seeds of cultivars ‘BRS G2’, ‘BRS Seda’, ‘Serid¢’ and "‘BRS G4’ were submitted to pre-
tests to determine the time of preconditioning of intact seeds, seeds with cuts in the region distal to the embryonic
axis or longitudinal cut in the largest direction of the seed, during 30, 60 and 90 minutes in water. After defining
the pre-conditioning for 60 minutes, with longitudinal cut in the largest direction, the seeds were immersed in the
concentrations of 0.075%, 0.5% and 1.0% of tetrazolium solution at 30 °C, during 3, 6, 8, 12, 18 and 24-h. The imbibitions
of the seeds over paper for 60 minutes, followed by longitudinal cut and immersion in tetrazolium solution in the
concentration of 0.075% for 12-h, and of 1.0% for 3-h was efficient in the evaluation of sesame seed viability.

Keywords: immersion, pre-conditioning, seed quality

Introducao

O gergelim ou sésamo (Sesamum indicum L.) é uma
planta herbacea pertencente a familia Pedaliacea e
a nona oleaginosa mais plantada no mundo (Mes-
quita et al., 2013; Saydut et al., 2008). E uma espécie
considerada de alto valor, sendo cultivada para uso
alimentar, medicinal ou utilizada na produgao de
biodiesel por possuir cerca de 50% a 60% de dleo
nas suas sementes (Fazeli et al., 2006, Obiajunwa
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et al., 2005). O teste de germinagao é o método tra-
dicionalmente empregue para avaliacao da viabili-
dade das sementes. A metodologia para condugao
do teste de germinagado para sementes de gergelim
considera a avaliacdo final ao 6° dia (Brasil, 2009).
No entanto, sdo necessarios testes que permitam
avaliar eficientemente e com rapidez o potencial
fisiolégico das sementes.



Entre as metodologias para avaliacao rapida da
qualidade das sementes destaca-se o teste de tetra-
zolio, no qual os resultados podem ser obtidos em
menos de 24-h. O teste de tetrazolio fundamenta-
se na alterac¢ao da coloragdo dos tecidos da semente
na presenca de uma solugao de sal de tetrazolio,
o qual é reduzido pelas enzimas desidrogenases
dos tecidos vivos, resultando num composto deno-
minado de formazam, de coloracao vermelha-car-
mim. Tecidos mortos ou muito deteriorados apre-
sentam-se descoloridos (Delouche et al., 1976).

Na condugao do teste sdo indicados alguns proce-
dimentos tais como: o pré-condicionamento; sec-
cionamento das sementes antes de serem submeti-
das a coloragao, dependendo da espécie; coloragao,
variando-se a concentracao da solucao de tetrazo-
lio, o periodo e a temperatura de condicionamento
e as formas de avaliagao (Marcos Filho, 2005; Oli-
veira et al., 2005; Vieira e Von Pinho, 1999).

A literatura descreve diferentes metodologias em
relacdo as condi¢des de pré-condicionamento, con-
centragao da solucdo de tetrazolio e do tempo na
qual as sementes devem permanecer na solugao.
Gaspar-Oliveira et al. (2009) recomendaram para
mamona (Ricinus communis L)) o pré-condiciona-
mento das sementes entre folha de papel durante
18-h, corte longitudinal das sementes e coloragao
destas em solugao de tetrazolio a 0,2% por 2-h. Em
sementes de amendoim (Arachis hypogaea), na etapa
de pré-condicionamento, as sementes devem ser
colocadas para embeber dgua entre folhas de papel
durante 16-h e a concentracgao da solugao utilizada
€ de 0,75%, por 2-h (Bittencourt e Vieira, 1999). Em
girassol (Helianthus annuus) foi necessario o corte
longitudinal das sementes, pré-condicionamento
em imersao em agua por 16-h e solucao de tetrazo-
lio a 0,1% durante 3-h (Silva et al., 2013).

Nestes pressupostos este trabalho teve por objetivo
adequar a metodologia do teste de tetrazdlio na avalia-
¢ao expedita da viabilidade das sementes de gergelim.

Material e Métodos

Foram utilizadas sementes de quatro cultivares de
gergelim, fornecidas pela Embrapa Algodao, sen-
do a Cultivar ‘BRS G2’ (safra de 2011), ‘BRS Seda’
(safra de 2011), ‘Serid¢” (safra de 2006) e ‘BRS G4’
(safra de 2011). As cultivares foram submetidas as
seguintes determinacdes e testes:

O grau de umidade foi determinado pelo método
da estufa a 105+ 3 °C por 24-h (Brasil, 2009), com
duas repeticoes de 0,5 g de sementes de gergelim
para cada cultivar.

Para o teste de germinacdo a sementeira foi reali-
zada em substrato papel mata-borrao, umedecido
com uma quantidade de agua equivalente 2,5 vezes
0 peso seco do papel, em caixas tipo gerbox, acondi-
cionadas em camara de germinagao tipo Biochemi-
cal Oxigen Demand (BOD), regulada a temperatura
de 25 °C, com fotoperiodo de 12-h. Foram utilizadas
quatro repeticdes de 50 sementes e os resultados
foram expressos em percentagem de plantulas nor-
mais ao 3° dia (primeira contagem), terminando o
teste ao 6° dia (Brasil, 2009). As contagens foram efe-
tuadas diariamente para determinacao do indice de
velocidade de germinagao (IVG), calculado segun-
do a férmula proposta por Maguire (1962), registan-
do-se o nimero de sementes emergidas a partir da
emissdao de 1 mm de radicula.

O teste de emergéncia foi conduzido com quatro
repeti¢cdes de 50 sementes por cultivar em bande-
jas com mistura de areia e terra na proporgao 2:1.
A emergéncia das plantulas foi avaliada ao 9° dia
(Estande inicial) e ao 15° dia (Estande final) apds
a sementeira, avaliando-se o ndmero de plan-
tulas emergidas. Os resultados foram expressos
em porcentagens. Para o indice de velocidade de
emergéncia (IVE) foram avaliados, diariamente, o
numero de plantulas emersas a partir do inicio da
emergéncia, e o calculo realizado conforme Ma-
guire (1962).

Para o teste de tetrazolio foram realizados pré-testes
para o tempo de pré-condicionamento das semen-
tes sobre papéis umedecidos com 2,5 vezes o peso
do papel por 30 minutos, 60 minutos e 120 minutos
e preparacdo para imersao no sal de tetrazolio com
o umedecimento da semente intacta, corte das se-
mentes na regiao distal ao eixo embriondrio e corte
longitudinal no maior sentido, ou seja, apenas uma
metade da semente foi utilizada. A defini¢ao do me-
lhor tempo e pré-condicionamento de sementes de
gergelim foi baseada na eficiéncia da coloracao das
sementes apds serem submersas na solugao de tetra-
z0lio a 1% durante 3; 6; 8; 12; 18 e 24-h.

Apos definir o pré-condicionamento de 60 minu-
tos com corte longitudinal, as sementes das quatro
cultivares foram totalmente submersas em solugao
de tetrazoélio nas concentragdes de 0,075%; 0,5% e
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1,0%, mantidas em camara de germinagao a 30 °C,
na auséncia de luz, por 3-h; 6-h; 8-h; 12-h; 18-h e
24-h. Foram utilizadas quatro repeti¢des de 50 se-
mentes para cada tratamento.

Apos o desenvolvimento da coloragdo as metades
das sementes foram analisadas individualmente
com auxilio de uma lupa e classificadas em viaveis
e inviaveis, de acordo com a intensidade dos tons
avermelhados, auséncia de coloracao e a localiza-
cdo destas coloracdes em relagdo as areas essen-
ciais ao crescimento (Figura 1).

O delineamento experimental utilizado foi o intei-
ramente casualizado, em esquema fatorial 4x3x6 (4
cultivares, 3 concentragdes e 6 periodos de embe-
bi¢dao no tetrazolio). As médias obtidas na avalia-
¢ao de cada cultivar foram comparadas pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade. As analises
foram realizadas utilizando o programa estatistico
SISVAR® (Ferreira, 2010).

Resultados e Discussao

Os resultados da percentagem do grau de umidade
das sementes indicaram diferenca de 0,9% entre as
cultivares (Quadro 1). De acordo com Marcos Filho
(2005), variagdo no teor de agua das sementes dos
diferentes lotes ndao deve ser superior a 2%, pois as

3 mm

Eixo embrionario

B2 B3

sementes mais humidas sdo mais sensiveis as condi-
coes dos testes e, portanto, sujeitas a deterioragdo mais
intensa.

A avaliagdo inicial das cultivares (Quadro 1) foi
realizada para identificar aquelas com maior e me-
nor potencial fisioldgico, uma vez que para validar
a metodologia do teste de tetrazolio devem ser tes-
tados lotes de diferentes niveis de qualidade a fim
de ter a certeza que o método testado é realmente
confiavel (Deminicis et al., 2009). Diante disso, pela
percentagem de plantulas normais obtidas no teste
de primeira contagem da germinacao foi possivel
distinguir as cultivares em dois niveis de qualida-
de sendo, a cultivar “BRS G2’ e ‘Seridd’ como de
qualidade superior e as cultivares ‘BRS Seda’ e
‘BRS G4’ de qualidade inferior (Quadro 1). O tes-
te de germinacgao permitiu diferenciar somente a
cultivar ‘BRS Seda’ como de qualidade inferior as
demais cultivares. Pelos testes de IVG, estande ini-
cial, emergéncia e IVE ndo houve diferencas signi-
ficativas entre as cultivares.

Durante o pré-condicionamento das sementes
constatou-se que foi necessario, antes da imersao
na solugdo de tetrazolio, um periodo de pré-em-
bebicao das sementes de gergelim em agua por 60
minutos e o corte longitudinal no maior sentido,
visto que o tegumento impediu a penetragao da so-
lucao nas sementes e que o corte distal no momen-

A3 ﬁ Bl

BS

Figura 1 - Categorias de sementes encontradas no teste de tetrazdlio em cultivares de sementes de gergelim. Categoria A
(vidveis), Al e A2 — sementes com coloragdo rosa; A3 — sementes com menos de 50% descolorida sem atingir o eixo
embrionario. Categoria B (inviaveis), B1 — mais de 50% das sementes descoloridas; B2 — sementes com coloragdo
vermelho carmim; B3 — semente completamente descolorida; B4 — semente com coloragdo vermelho carmim e regido
do eixo embrionario descolorida; B5 - regido do eixo embrionario na colora¢do vermelho carmim
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to da remocao do tegumento o eixo embrionario
das sementes era danificado, o que comprometia os
resultados do teste. A necessidade do corte longi-
tudinal para retirada do tegumento das sementes
também foi observada em outras espécies oleagi-
nosas (Silva et al., 2013; Gaspar-Oliveira et al., 2009;
Bittencourt e Vieira, 1999). A solugao de tetrazdlio
em sementes que foram umedecidas por 30 minu-
tos na etapa de pré-condicionamento nao penetrou
uniformemente nos tecidos das sementes, provo-
cando um aparecimento de manchas esbranquiga-
das, e no periodo de 120 minutos a reagao foi muito
intensa, com coloracdo forte, indicando possibi-
lidade de ter causado estresse o que dificultou a
avaliagao segura.

Analisando os dados da percentagem de viabilida-
de das sementes pelo teste de tetrazélio houve uma
interagdo significativa entre cultivares, concentra-
¢Oes e tempos de exposi¢ao na solugao de tetrazo-
lio. Pode-se observar (Quadro 2) para todas as cul-
tivares que no tempo de 3-h e na concentragao de
0,075% nao foi possivel observar a viabilidade das
sementes, devido a fraca intensidade de coloragao
das sementes nestas condi¢des, o mesmo foi veri-
ficado para Helianthus annuus por Silva et al.(2013).

A combinagdo entre concentragdes da solugao de
tetrazdlio e periodos que permitiram a obtengao
de melhores resultados, em termos de intensida-
de e uniformidade de coloragao, foi a concentra-
¢ao de 0,075% no periodo de coloracdo de 12-h e a
concentragao de 1,0% no periodo de coloragao de
3-h (Quadro 2). Nessas condigdes foi possivel vi-

sualizar a maior percentagem de sementes viaveis
e a distingao das cultivares de gergelim em maio-
res niveis de qualidade. Resultados comparaveis
aos de outras oleaginosas como Gossypium hirsu-
tum para qual foi indicado concentracgao de 0,075%
(Cervi e Mendonga; 2009) e Helianthus annuus que
foi indicada a combinacao do periodo de 1% de so-
lugao por 3-h (Nobre ef al., 2013).

Na combinagao concentragao 0,075% no periodo de
12-h a cultivar ‘Serid¢’ foi superior a cultivar ‘BRS
G2’ , esta superior a cultivar ‘BRS G4’ e a cultivar
‘BRS Seda’ de qualidade inferior. J4 na combinagao
1,0% por 3-h as cultivares ‘BRS G2’ e ‘Serid¢’ fo-
ram superiores a cultivar ‘BRS G4’ com qualidade
intermediaria e a cultivar ‘BRS Seda’ de qualidade
inferior. Os resultados observados se assemelha-
ram aos obtidos neste experimento pelos testes de
primeira contagem da germinagdo e germinagao
(Quadro 1), diferindo estatisticamente a cultivar
BRS ‘Seda’ como a de menor viabilidade com rela-
¢ao as demais.

No Quadro 3, observa-se, em relacao as concentra-
¢Oes, que nos periodos de coloragao de 6; §; 12; 18 e
24-h na concentragao 0,075% e de 3-h na concentra-
¢ao de 0,5% as cultivares apresentaram um maior
numero de sementes viaveis, porém somente no
tempo de 12-h na concentracgao 0,075% foi possivel
verificar a diferenciacdo da viabilidade entre as
cultivares. No periodo de 6-h e 8-h na concentragao
de 0,075% as sementes apresentaram uma intensi-
dade fraca de coloragao e nos tempos de 6; §; 12;
18 e 24-h nas concentrac¢des 0,5 e 1,0% resultaram

Quadro 1 - Resultados em percentagem (%) do grau de umidade — U; plantulas normais na primeira contagem — PC; germina-
¢do - G; indice de velocidade de germinacdo - IVG; estande inicial - EI; emergéncia - E e indice de velocidade de
emergéncia - IVE, obtidos em 4 cultivares de sementes de gergelim

Cultivares U PC G IVG EIl E IVE
‘BRS G2’ 59a 49 a 83a 23,86 a 20 a 35a 476 a
‘BRS Seda” 59a 29b 52b 19,57 a 2la 27 a 297 a
‘Serido’ 5,0a 57 a 84 a 22,27 a 30a 42 a 5,67 a
‘BRS G4’ 58a 36b 71a 23,66 a 19a 32a 539a
CV(%) 4,09 29,57 15,90 15,49 48,16 41,04 29,53

F 8,44 3,95 6,77 1,31 0,85 0,81 3,07
Pr>Fc 0,03 0,03 0,01 0,32 0,49 0,51 0,07

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
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Quadro 2 - Porcentagem de sementes vidveis de gergelim obtidas pelo teste de tetrazélio em fungdo das concentracdes
da solugdo (%) e do tempo na solugdo de tetrazdlio (horas)

Concentracao Tempo na solucdo (horas)
Cultivares (%) 3 8 12 18 24
‘BRS G2’ 0dA 35¢cB  33cB  88bB 96aA 98 aA
‘BRS Seda’ 0,075 0dA 22cD 27¢B  74bD 94aA 94aA
‘Seridé’ 0dA 42bA 47bA  96aA 100aA 98aA
‘BRS G4’ 0dA 30cC 32¢cB  81bC 98aA 94aA
‘BRS G2’ 98aA 32bA 12cA 11cB 2dA 3dA
‘BRS Seda’ 0,5 91aA 20bB 9cA 6 cB 8 cA 1 cA
‘Seridé’ 98aA 38bA 14cA 19cA 7 dA 3dA
‘BRS G4’ 96aA 21bB 10cA 8cB 5dA 1 dA
‘BRS G2’ 95aA 26DbA 6 cA 9cA 8 cA 4cB
‘BRS Seda’ 1 74aC 11bB 4 cA 3¢B 4 cA 1cB
‘Seridé’ 96 aA 23 bA 6 cA 11 cA 8 cA 13cA
‘BRS G4’ 88aB 23 bA 8 cA 6 cB 4 cA 4cB
CV (%) 13,84
F 2,34
Pr>Fc 0,00

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna ndo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade

em coloragao excessiva das sementes, subestiman-
do a viabilidade destas pelo nao desenvolvimento
da coloragdo adequada (Quadro 2 e 3). As diferen-
cas de coloracao observadas nas sementes apos
serem submetidas na solugao de tetrazolio sao as
principais caracteristicas que devem ser conside-
radas na interpretacdao dos resultados do teste e a
intensidade da coloracao das sementes é variavel
entre as espécies (Bento et al., 2010; Gaspar-Olivei-
ra et al., 2009). Quando se utilizou a concentragao
de 0,075% por 18-h e 24-h e a concentragao de 0,5%
por 3-h houve um incremento nas estimativas da
viabilidade das sementes comparando-se com os
resultados de germinacao (Quadro 1), porém nao
foi possivel separar as cultivares em diferentes ni-
veis de qualidade (Quadro 2 e 3).

De maneira geral, a coloragao mais escura nas se-
mentes coincidiu com o aumento gradativo da con-
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centracao e do periodo de exposi¢ao das sementes
na solugdo de tetrazolio (Quadro 3). Quanto mais
escura a cor da semente maior foi a dificuldade
na avaliagdo da viabilidade destas, podendo ser
confundidos tecidos vivos com os deteriorados. A
utilizacdo de menores concentragdes e periodos de
coloragdo nao proporcionaram estimativas da via-
bilidade das sementes de gergelim devido a colo-
ragao pouca intensa dos tecidos e em alguns casos
pela falta de coloragao.

Resultados diferenciados aos da espécie em estudo
foram observados em algumas espécies oleagino-
sas como macauba (Acrocomia aculeata) (Ribeiro et
al., 2010) e pinhao-manso (Jatropha curcas L.) (Pinto
et al., 2009) que tém melhores resultados em solu-
¢do com 5% de sal de tetrazolio.



Quadro 3 - Percentagem de sementes viaveis de gergelim obtidas pelo teste de tetraz6lio em fungdo das concentracdes da
solugdo (%) e do tempo na solugdo de tetrazélio (horas)

Concentragao Cultivares
Tempo na solugdo (horas) (%) ‘BRS G2* ‘BRS Seda’ ‘Serid6’ ‘BRS G4’

0,075 0b Oc 0b Oc

3 0,5 98 a 91 a 98 a 96 a

1 95a 74 b 96 a 88b

0,075 35a 22 a 42 a 30a

6 0,5 32a 20 a 38a 21b

1 26 b 11b 23b 23 b

0,075 33a 27a 47 a 32a

8 0,5 12b 9b 14b 10b

1 6b 4b 6¢ 8b

0,075 88 a 74 a 96 a 8la

12 0,5 I1b 6b 19b 8b

1 9b 3b Ilc 6b

0,075 96 a 94 a 100 a 98 a

18 0,5 2b 8b 7b 5b

1 8b 4b 8b 4b

0,075 98 a 94 a 98 a 94 a

24 0,5 3b b 3¢ 1b

1 4b b 13b 4b
CV (%) 13,84
F 2,34
Pr>Fc 0,00

Médias sequidas da mesma letra mindscula na linha e maitiscula na coluna néo diferem pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade

Conclusoes

Com este estudo objetivava-se adequar a metodo-
logia do teste de tetrazolio para avaliar qualidade
de sementes de gergelim. Concluiu-se que o teste
pode ser realizado de acordo com a seguinte me-
todologia: pré-condicionamento das sementes de
gergelim sobre papel embebido por agua duran-
te 60 minutos seguido de corte longitudinal. Em
seguida, imersao das sementes em solucgao de te-
trazolio na concentragao de 0,075% por 12-h ou na
concentracao de 1,0% por 3-h.
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