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The aim of this work was to study morning glory (Ipomoea hederifolia L.) seeds
preparation for the tetrazolium test. Initially the water absorption kinetics by the seeds
was determined, to ascertain an appropriate hydration tissue level to the tetrazolium test.
Thereafter, scarified and no-scarified seeds were hydrated until 20% water, between
paper and by microwave radiation for 30, 45 and 60 seconds. After the hydration, sees
was sectioned longitudinally, width ways, and were maintained during 1 hour and 15
minutes in tetrazolium salt solution (0,075%) at 25°C for viability evaluation. The
experimental design was a randomized block with two replications for each seed lot. The
appropriate preparation for no-scarified seeds is using microwave radiation for 45
seconds and the coloring period is 1 hour and 15 minutes at 25°C. Therefore, the time of
seeds preparation with microwave was decreased by 3 to 4 hours when compared with
between paper method.

1. Introdugao

A espécie Ipomoea hederifolia é conhecida
popularmente como corda-de-viola e pertence a familia
Convolvulaceae. E considerada uma planta ornamental em
funcdo das flores coloridas, além de ser uma planta daninha
economicamente importante, por competir com diversas
plantas e causar prejuizos, principalmente para a colheita
(Kissmann e Groth, 1999).

Além disso, Azania et al. (2009) afirmaram que
sementes de [ hederifolia possuem um mecanismo de
dorméncia que favorece a germinacdo ao longo do tempo,
devido as diferencas dos momentos de emergéncia das
plantulas. Dentre os tipos de dorméncia que foram
relacionados por Baskin e Baskin (2001), a impermeabilidade
do tegumento a agua é atribuida as sementes de Ipomoea,
sendo necessario o emprego de alguns tratamentos para que
ocorra a embebicio e, consequentemente, o inicio do processo
germinativo (Popinigis 1985).

Para analisar a viabilidade dessas sementes existem
métodos como o do teste de tetrazdlio, que possibilita a
inferéncia sobre a integridade dos tecidos e atividade
metabdlica das células. O teste consiste na utilizacdo de

solucdo aquosa do sal 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio e na
atividade das enzimas desidrogenases, na concentragdo de
fons H* e subsequente coloragdo avermelhada dos tecidos
(Delouche et al.,, 1976).

Uma das prioridades em estudos de métodos para
avaliar a qualidade das sementes é a agilidade para a obtengdo
dos resultados. Para determinar a viabilidade das sementes
existem dois testes, o de germinacdo e o de tetrazélio (Brasil,
2009; ISTA, 2006).

No teste de germinacdo, o interesse é avaliar a
formacdo da plantula, o que requer periodos varidveis de
tempo em fung¢do das caracteristicas da semente da espécie
vegetal. No teste de tetrazoélio os tecidos da semente é que sdo
avaliados; assim ao estudar o método para esse teste o ideal é
estabelecer condigdes que favorecam a agilidade do preparo
das sementes para a avaliagao.

A utilizagao da radiacdo de micro-ondas pode auxiliar
a reduzir o tempo dos procedimentos dos métodos de anélise,
como, por exemplo, as pesquisas desenvolvidas por
Frandoloso et al. (1998) para determinar o grau de umidade
de sementes de cebola, de cenoura e de tomate, ou de Tran
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(1979) para superar a dorméncia da semente de Acacia
longifolia.

Quanto ao modo de a¢do em sementes, Anand et al.
(2009) afirmaram que tratamentos com micro-ondas podem
tornar o tegumento das sementes menos rigido, aumentando
a taxa de embebicdo e consequentemente reduzindo a
dorméncia de sementes de Stylosanthes seabrana. Ravi et al.
(2012) atestaram o mesmo ao trabalhar com sementes de
Melia dubia, e afirmaram ainda que tratamentos com ondas
dessa frequéncia podem aumentar sua distribuicdo dentro das
sementes durante a embebi¢do, de modo a concluir o processo
de germinacdo.

Apesar do teste de tetrazolio ja ser utilizado para
avaliar a viabilidade de sementes de plantas daninhas, estudos
que avaliam o nivel de hidratacdo para o preparo das sementes
para esse teste sdo escassos. Assim, o objetivo deste trabalho
foi adequar o método para o teste de tetrazolio para avaliagio
da viabilidade das sementes de I. hederifolia.

2. Material e métodos

Foram utilizadas sementes de dois lotes de Ipomoea
hederifolia adquiridas junto a empresa Agrocosmos. Todos os
testes foram realizados com sementes escarificadas em acido
sulfirico (1 M) durante 5 minutos (Azania, 2003) e com
sementes intactas.

Etapa 1: Estudo da absorc¢ido de agua pelas sementes.

Grau de umidade: método de estufa utilizando 105
°C £ 3 °C por 24 horas (Brasil, 2009), Resultado expresso em
porcentagem de agua, base umida.

Cinética de absorcio de agua pelas sementes:
quatro repeti¢cdes de 25 sementes foram colocadas em papel,
previamente umedecido com quantidade de agua
correspondente a 2,5 vezes o peso seco do papel, e mantidas
em germinador a 25°C. A cada hora foi realizada a pesagem das
sementes até que houvesse a germinacdo de 10% das
sementes de cada repeticdo. Em seguida, o teor de dgua das
sementes previamente determinado foi utilizado para calcular
a quantidade de agua absorvida pelas sementes a cada hora,
conforme indicado:

U% = Pu-Ps
Pu

Em que U% é o teor de dgua; Pu é o peso de
sementes Umidas; Ps é o peso de sementes secas em estufa a
105 °C = 3 °C por 24 horas.

Etapa 2: Estudo do preparo das sementes para o teste de
tetrazélio.

Hidratagao: em func¢io das informagdes obtidas na
etapa 1 foi estabelecido o nivel de hidratagdo das sementes,
assim, foi avaliada a hidratag¢do entre papel e em micro-ondas.
Para a hidratagdo entre papel 25 sementes por repeticdo
foram distribuidas em papel, previamente umedecido com
agua equivalente a 2,5 o peso do papel seco. A seguir, esse
conjunto foi mantido em germinador até as sementes
atingirem 13% de teor de 4gua em temperatura de 252C. Essa
temperatura foi determinada com base na recomendagdo de
outras espécies do género Ipomea ser entre 20 e 30°C (Brasil,
2009) e o tempo foi determinado apds testes preliminares.
Para a hidratacdo em micro-ondas. 25 sementes por repeticao
foram imersas em 30 mL de agua e colocadas no interior do
micro-ondas, por periodos de 30, 45 e 60 segundos em
poténcia alta (1.100 W). O aparelho de micro-ondas utilizado
possui poténcia maxima de 1.600 W e frequéncia de 2,45 GHz.

Coloracgdo: apds a hidratacdo, a semente foi cortada
longitudinalmente, através da face dorsal, evitando atingir o
eixo embrionario (Figura 2). Apds o corte, uma das partes de
cada semente foi descartada. A seguir, a parte que tinha o eixo
embriondrio foi imersa em solu¢do 0,075% de tetrazélio, por
uma hora e 15 minutos. Esse periodo de tempo foi estabelecido
apos testes preliminares, em que foram avaliados periodos
entre uma hora e duas horas. A coloragio foi a 25°C, a mesma
temperatura utilizada para a obtencdo de cinética de absorgao
de 4gua, e no escuro Em seguida, as partes foram lavadas em
agua corrente e mantidas imersas em agua até avaliacdo. A
avaliacdo da viabilidade foi baseada nas caracteristicas do
embrido da semente e foram consideradas a localizagdo dos
tecidos, a intensidade de coloragio, a turgescéncia e a presenga
de tecidos ndo coloridos e, ou, danificados, de acordo com o
estabelecido por Grabe (1976) e as sementes foram
classificadas individualmente como vidveis ou ndo viaveis. Os
resultados foram expressos em porcentagem de sementes
vidveis. Para complementar o estudo do método, para o
preparo das sementes para o teste de tetrazolio, as sementes
foram avaliadas também quanto a germinagao.

Teste de tetrazodlio: quatro sub-amostras com 25
sementes escarificadas e intactas de cada lote foram
hidratadas conforme o método citado anteriormente. A seguir,
foi feito um corte transversal com auxilio de um bisturi na
lateral do tegumento dorsal da semente (Figura 1). A parte
contendo o eixo embrionario inteiro foi imersa em solugio de
2,3,5 trifenil cloreto de tetrazélio a 0,075% e mantidas no
escuro em germinador a 25°C por 1 hora e 30 minutos para
coloragdo. Em seguida, as partes foram lavadas em agua
corrente e analisadas individualmente externa e internamente
apo6s a retirada do tegumento, utilizando os critérios de
interpretacdo definidos na primeira etapa. As imagens das
sementes, viaveis e ndo viaveis, referentes ao teste de
tetrazoélio foram registradas por meio de fotografia digital.

Teste de germinacdo: quatro repeticbes de 50
sementes, de cada lote foram colocadas em caixas plasticas
transparentes (0,11 x 0,11 x 0,03 m), contendo duas folhas de
papel mata-borrdo (0,105 x 0,105 m) umedecidas com
quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes a massa do papel.
Em seguida foram mantidas em germinador (20-30°C, com 8
horas de luz a cada 24 horas), com avalia¢des realizadas aos
sete e aos 21 dias apés a instalagdo do teste. Os resultados do
teste de germinagdo foram expressos em porcentagem de
plantulas normais e pela soma da quantidade de plantula
normal (PN) e de sementes ndo germinadas (SNG), conforme
indicacdo das Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 2009).

Delineamento experimental e analise estatistica: o
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repeticoes. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste Tukey
(p<0,05).

3. Resultados e discussao

Previamente observou-se que o teor de agua inicial
médio das sementes de corda-de-viola de 7,00 %. Apds nove
horas de hidratagio, foi observada a emissdo da radicula das
sementes escarificadas dos lotes 1 e 2, que atingiram 21,85 %
de 4dgua e 34,90 % de agua, respectivamente (Figura 1). Esses
resultados, quando comparados com a emissdo da radicula das
sementes ndo escarificadas do lote 1, evidenciaram que
sementes nao escarificadas precisaram de mais tempo para
emitir a radicula, uma vez que a emissdo da radicula das
sementes do lote 1 ocorreu ap6s 16 horas, quando as sementes
tinham 24,76 % de agua, e as do lote 1 foi ap6s 12 horas,
quando as sementes tinham 35,00 % de agua.

0 estudo da cinética de hidratagdo das sementes de
corda-de-viola mostrou que o teor de dgua médio de 13% é
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adequado para o preparo das sementes para o teste de
tetrazoélio, pois com essa quantidade de 4gua ndo ha emissdo
da radicula.

Quando 10% das sementes emitiram radiculas e se
finalizou o estudo da hidratagio, o teor de agua das sementes
do lote 1 foi menor que o das sementes do lote 2,
possivelmente em funcdo da diferenca de qualidade entre
essas sementes, pois ha evidencias de que a deterioragdo das
sementes pode favorecer a absor¢cdo de agua, devido a

desorganizacdo das membranas celulares (Copeland e
McDonald, 1995; Smith e Berjak, 1995).

Adicionalmente, pela Figura 1, foi determinado que as
sementes escarificadas emitiram radicula em um menor
periodo de tempo, em 9 horas, e os teores de agua foram 21,85
% para as sementes do lote 1 e 34,90% para as do lote 2. Esses
valores possibilitam afirmar que, apesar da escarificagdo
quimica das sementes favorecer a velocidade de hidratagao, do
interferiu na quantidade de agua absorvida pelas sementes.
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Figura 1. Teores de agua (%) das sementes de Ipomoea hederifolia, lotes 1 e 2, em funcéo do nivel de hidratagdo; a - ndo escarificadas; b - escarificadas.

Piracicaba, 2014.
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Em fungdo dos resultados do teste de tetrazoélio (Tabela
2), as porcentagens de sementes viaveis foram superiores as
obtidas no teste de germinacio, quando foram consideradas
somente a quantidade de plantulas normais (Tabela 1). Isto
ocorreu provavelmente porque o tratamento utilizado para a
superagdo de dorméncia indicado na pesquisa de Azania et al.
(2003) néo foi eficaz.

A eficiéncia de métodos para a superagdo da dorméncia
de sementes foi questionada por Caloy (2013), que afirmou
que os tratamentos indicados nem sempre sdo efetivos para a
superacdo da dorméncia de todas as sementes. Além disso,
Ogunwenmo e Ugborogho (1999) concluiram que a
escarificacdo com &cido sulfurico concentrado diminuiu o
potencial de germinacdo de sementes de I. hederifolia.

Por outro lado, Azania et al. (2003) observaram que a
exposicao das sementes de L. hederifolia por 5 minutos ao acido
sulftirico (1 M) foi eficaz para a superagdo de dorméncia. Esses
pesquisadores verificaram que cerca de 80% das sementes
escarificadas germinaram e quando ndo escarificadas, a
porcentagem de germinacdo foi proxima a 20%.

No final do teste de germinacdo as sementes nao
germinadas (SNG) foram avaliadas por meio do teste de
tetrazolio, conforme indicacdo das Regras para Andlise de
Sementes (Brasil, 2009), e foram caracterizadas como viaveis
92% das sementes dos lotes 1 e 2.

Néo foi observada diferenca entre as porcentagens de
sementes viaveis independentemente do lote de semente
avaliado (Tabela 2), exceto para as sementes nio escarificadas
que foram expostas a radiagdo durante 30 segundos.

a

©

c d

Figura 2. Sementes de Ipomoea hederifolia: teste de tetrazélio - sementes
viaveis (a e b) e ndo viaveis (c e d). As setas destacam as partes das sementes: a
- eixo embrionario; b - tegumento; d - um dos cotilédones.

Krzyzanowski et al. (1999) afirmaram que a escolha do
método adequado para a realizagdo do teste de tetrazélio deve
basear-se na facilidade de diferenciacdo dos tecidos, em
viaveis e ndo viaveis, e na possibilidade de diferenciar as
sementes quanto a qualidade fisiolégica. Assim os métodos
utilizados nessa pesquisa para a hidratagao das sementes de
corda-de-viola, para posterior coloragdo das sementes, foram
adequados, uma vez que houve possibilidade de diferenciar a
qualidade das sementes dos lotes 1 e 2 e as caracteristicas dos
tecidos vidveis dos ndo viaveis (Figura 2).

Tabela 1. Resultados do teste de germinacdo (%) de sementes de
Ipomoea hederifolia, lotes 1 e 2, sementes intactas e escarificadas
(plantula normal (PN) e semente ndo germinada, SNG). Piracicaba,
2014.

Semente

escarificada 43 49 91 89
Semente intacta 47 51 94 92
CV (%) 15,79 4,17

Médias nio diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. Viabilidade de sementes de Ipomoea hederifolia, lotes 1 e 2,
avaliadas por meio do teste de tetrazdlio - sementes intactas e
escarificadas, hidratadas entre papel (EP) e por micro-ondas.
Piracicaba, 2014.

Viabilidade (%)
Tratamentos

Lote 1 Lote 2
EP intacta 97,00 a 90,00 a
EP escarificada 93,00 a 85,00 ab
30 s micro-ondas intacta 81,00 ab 65,00 b
30 s micro-ondas escarificada 86,00 a 90,00 a
45 s micro-ondas intacta 83,00 ab 86,00 ab
45 s micro-ondas escarificada 84,00 ab 83,00 ab
60 s micro-ondas intacta 91,00 a 85,00 ab
60 s micro-ondas escarificada 80,00 b 88,00 a
CV (%) 13,03 7,25

Tratamentos Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2

Germinagao SNG+PN

Na coluna, médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

A utilizacdo da radiagdo micro-ondas, para a hidratacdo
das sementes de corda-de-viola para o teste de tetrazdlio, foi
adequada, pois possibilitou a avaliacdo da viabilidade das
sementes e os resultados foram comparaveis aos das sementes
hidratadas entre papel (Tabela 1), diferentemente do
observado por Tran (1979) ao estudar esse tipo de radiacdo
para as sementes de Acacia.

Entretanto, Santana (2013) trabalhou com sementes
de Gossipium hirsutum e obteve resultados que possibilitaram
a utilizagdo da radiagdo micro-ondas para preparo dessas
sementes para o teste de tetrazélio, evidenciando que ha a
possibilidade de utilizacdo desse método para sementes de
outras espécies.

Conclui-se que as sementes de corda-de-viola devem
ter ao menos 13 % de agua para serem preparadas para o teste
de tetrazolio, pois com essa quantidade de agua nio ha
emissdo da radicula. O preparo adequado para as sementes
ndo escarificadas é a utilizagdo da radiacdo micro-ondas por
45 segundos e o periodo de coloracdo de sementes é de uma
hora e quinze minutos a 25°C. Apoés a coloragdo, deve-se
remover o tegumento das sementes para a visualiza¢do do eixo
embriondrio e avaliagdo da viabilidade. Assim, o tempo de
preparo de sementes de I. hederifolia para o teste de tetrazélio
com raios micro-ondas foi diminuido de 3 a 4 horas quando
comparado com o método entre papel.
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