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METODO DE PREPARO DAS SEMENTES DE MAMONEIRA (Ricinus communis L.)
PARA O TESTE DE TETRAZOLIO!

CAROLINA MARIA GASPAR-OLIVEIRA?, CIBELE CHALITA MARTINS?; JOAO NAKAGAWA*

RESUMO - O teste de tetrazolio € um método rapido e eficaz para avaliar a viabilidade e o vigor
de sementes. O presente trabalho teve por objetivo padronizar o método de preparo das sementes de
mamoneira (Ricinus communis L.) para a avaliagdo do potencial fisiologico pelo teste de tetrazdlio.
Foram testados os seguintes métodos de preparo das sementes: corte longitudinal mediano através
do tegumento, endosperma e embrido; corte longitudinal diagonal sem atingir o eixo embrionario;
remocéo do tegumento; remocao do tegumento com corte longitudinal mediano através do endosperma
e embrido; e remogdo do tegumento com corte longitudinal mediano, paralelo aos cotilédones, através
do endosperma e embrido. Antes dos preparos, as sementes foram pré-condicionadas entre papel
toalha umedecido por 18 horas a 30°C, e apds 0s preparos, as sementes foram imersas na solugao
de tetrazdlio na concentracao de 0,5% e mantidas em camara escura a 35°C para o desenvolvimento
da coloragdo. Avaliou-se a uniformidade da coloragdo das sementes apds cada preparo, por meio da
comparagdo entre eles. Para a avaliagdo do potencial fisioldgico das sementes de mamoneira pelo
teste de tetraz6lio o método indicado de preparo é a remogdo do tegumento, com posterior corte
longitudinal e mediano, no sentido do comprimento, através do endosperma e embrido.

Termos para indexagdo: viabilidade, mamona, metodologia, tegumento.

PREPARATION METHODS FOR THE CASTOR BEAN SEEDS (Ricinus communis L.)
TETRAZOLIUM TEST.

ABSTRACT - The tetrazolium test is a quick and accurate method for estimating seed viability and
vigor. This research had the objective of standardizing the preparation methods for castor bean seeds
(Ricinus communis L.) to evaluate the physiological potential by the tetrazolium test. The evaluated
seed preparation methods were: longitudinal cut through the middle of the seed coat, endosperm and
embryo; longitudinal and diagonal cut without reaching the embryo; seed coat removal; seed coat
removal with longitudinal cut through the middle of the endosperm and embryo; and seed coat removal
with longitudinal cut parallel to the cotyledons through the middle of the endosperm and embryo.
Before carrying out the preparation methods, the seeds were preconditioned between moist paper
towels for 18 hours at 30°C, and after preparation, the seeds were immersed in tetrazolium solution
at 0.5% concentration and then placed in a dark chamber at 35°C for the staining development. The
staining uniformity was evaluated after each preparation method by comparing the methods. It was
concluded that the best seed preparation method was coat removal with a lengthwise longitudinal cut,
through the middle of the endosperm and embryo.

Index terms: viability, methodology, seed coat.
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INTRODUCAO

A mamoneira (Ricinus communis L.) vem ganhando
importancia no cenario nacional devido principalmente ao
Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnoldgico do
Biodiesel - PROBIODIESEL, que busca fontes alternativas
de energia, capazes de substituir o petréleo. Esse programa
criou um novo mercado para o 6leo de mamona, que
exigird grandes areas de plantio para atender a demanda de
combustiveis. De acordo com o IBGE (2007), na safra 2006
a area plantada de mamoneira foi de 137.555 ha e, para 2007,
ha a previsdo de colheita de 195.971 ha, o0 que representa
uma demanda de 980 a 2000 toneladas de sementes.

Dessamaneira, aproducdo de sementesde mamoneiratem
se apresentado cada vez mais tecnificada, com a participagao
de grandes empresas, producdo de hibridos e valorizacdo
no preco. Portanto, a obtencdo de informacgdes precisas e
completas sobre a qualidade das sementes produzidas torna-
se importante durante a producdo e comercializacao.

Entre os testes mais utilizados para avaliar a qualidade
das sementes, destaca-se o teste de tetrazolio, pela suarapidez,
pois os resultados podem ser obtidos em aproximadamente
24 horas, e pela sua confiabilidade, comprovada na avaliagéo
da qualidade de sementes de soja (Franca Neto et al., 1998),
milho (Dias e Barros, 1999), café (Dias e Silva, 1998), feijao-
vagem (Bhering et al., 1996), amendoim (Bittencourt e
Vieira, 1999), tomate (Santos, 2003), braquiaria (Novembre
et al., 2006) entre outras.

O teste de tetrazdlio baseia-se na atividade de enzimas do
grupo das desidrogenases, particularmente a desidrogenase
do acido malico, envolvidas na atividade respiratoria
das sementes, que catalisam a reducdo dos ions do sal de
tetrazolio (cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazélio) nos tecidos
vivos. fons de hidrogénio sdo transferidos para o sal de
tetrazdlio, que atua como um receptor desse elemento. O
tetrazdlio, que é um sal incolor e difusivel ¢, entdo, reduzido
a um composto ndo difusivel de cor vermelha, conhecido por
trifenilformazan, o que indica que as desidrogenases estdo
ativas, e consequentemente que ha atividade respiratoria nas
mitocdndrias e, portanto, ha viabilidade celular e do tecido
(Delouche et al., 1976).

Assim, a coloracdo resultante da reacdo do tetrazélio é
uma indicacdo positiva da viabilidade por meio da deteccao
da respiracdo das células. As sementes deterioradas ou
danificadas mecanicamente desenvolvem rapidamente uma
coloracdo vermelha-escura intensa e profunda, enquanto as
vigorosas apresentam coloracao résea a vermelha e brilhante
(Delouche et al., 1976; Bittencourt, 1995; Franca Neto

et al., 1998). Por outro lado, nos tecidos mortos ou muito
deteriorados as enzimas desidrogenases estdo inativadas
e por isso ndo ocorre a rea¢do com o sal de tetrazdlio e,
consequentemente, a coloracdo dos tecidos (Marcos Filho et
al., 1987).

Entretanto, o teste de tetrazdlio ainda ndo tem uso
generalizado para algumas espécies como a mamona,
principalmente, devido a falta de treinamento de pessoal e a
deficiéncia de conhecimentos sobre a metodologia adequada
(Marcos Filho et al., 1987).

Diversos fatores podem interferir na obtencdo de
resultados satisfatdrios no teste de tetrazélio, principalmente
aqueles relacionados a metodologia de execugdo como
preparo das sementes antes da coloracdo, concentracdo da
solucdo de tetrazdlio, periodo e temperatura de exposicao a
solucdo e critérios de interpretacéo.

O método de preparo das sementes depende das
caracteristicas da espécie em exame, sendo que 0s mais
utilizados sdo: bissecgdo (ou corte) longitudinal, transversal
ou lateral, puncionamento e remocéo dos tegumentos. Esta
etapa € necessaria visando uma rapida, mas nao brusca,
penetracdo da solugdo de tetrazolio (Marcos Filho et al.,
1987).

Sementes pequenas de leguminosas e de alguns outros
géneros ndo requerem preparo, podendo ser colocadas
diretamente na solucdo de tetrazélio (Franca Neto et al.,
1998). Outras espécies, no entanto, possuem sementes com
tegumento espesso e duro que deve ser removido antes da
coloragdo. E o caso de algumas espécies florestais como
a sucara (Gleditschia amorphoides Taub.) (Fogaca et al.,
2006) e o guapuruvu (Schizolobium parahyba Vell. Blake)
(Ferreira et al., 2007).

Sementes de amendoim possuem o tegumento fino,
entretanto, a remocdo do mesmo antes da imersdo das
sementes na solucdo de tetrazélio possibilita a reducédo do
periodo de coloragdo em cinco horas, além de permitir a
utilizacdo de solucdo de menor concentragdo (Bittencourt
e Vieira, 1999). Em sementes de algoddo e de melancia, é
recomendado remover o tegumento anteriormente a imersao
das sementes na solucdo de tetrazélio (Vieira e VVon Pinho,
1999; Bhering et al., 2005). Para essas espécies, nos periodos
de tempo estabelecidos, se 0s tegumentos ndo forem retirados
ndo ha absorcéao da solucéo de tetrazolio.

A remocao do tegumento apds o pré-condicionamento,
geralmente, possibilita maior uniformidade e rapidez no
desenvolvimentodacoloragdo. No entanto, esse procedimento
pode prejudicar os resultados pela ocorréncia de danos ao
embrido durante a remocao (Marcos Filho et al., 1987; Vieira
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e VVon Pinho, 1999).

Algumas espécies necessitam que seja realizado o corte
da semente para a exposi¢do do embrido e o contato direto
desse com a solucdo de tetrazdlio. Wetzel et al. (1992)
recomendaram que apds a embebicdo, as sementes de
seringueira devem ser cortadas longitudinalmente, de forma
paralela aos cotilédones. As sementes de diversas gramineas
como milho (Dias e Barros, 1999), trigo (Delouche et al.,
1976), arroz (Dias e Shioga, 1997), braquiaria (Novembre et
al., 2006), entre outras, devem ser seccionadas longitudinal
e medianamente através do embrido, pois o tetraz6lio nédo
penetra o pericarpo das gramineas.

Na literatura encontram-se recomendacdes relacionadas
ao preparo das sementes de mamoneira, indicando que esse
pode ser realizado de diversas formas: corte longitudinal
através do tegumento e do tecido de reserva, corte longitudinal
diagonal evitando-se atingir o eixo embrionario, remocao ou
separacao da extremidade distal da semente, incluindo um
fragmento do tecido de reserva (Brasil, 1992), ou remocao
do tegumento (Grabe, 1976). Essas recomendagfes sdo
restritas e imprecisas em funcdo da caréncia de pesquisas
relacionadas ao assunto, e as diferencas entre 0os métodos
sugeridos acarretam dificuldades para o estabelecimento de
padrdes a serem seguidos.

As informagdes gerais para a realizacdo do teste de
tetrazdlio de varias espécies estdo indicadas nas Regras para
Anélise de Sementes (Brasil, 1992) e tém sido aprimoradas
nos ultimos anos, como pode se observar nos trabalhos de
seringueira (Wetzel et al., 1992), amendoim (Bittencourt,
1995), soja (Franca Neto et al., 1998), milho (Dias e Barros,
1999), algoddo (Vieira e VVon Pinho, 1999), tomate (Santos,
2003), abobrinha (Barros et al., 2005), melancia (Bhering
et al., 2005), braquiaria (Novembre et al, 2006) entre outras
espécies.

Assim, 0 objetivo deste estudo foi padronizar o método
de preparo das sementes de mamoneira para a avaliacdo do
potencial fisiologico pelo teste de tetrazolio.

MATERIAL E METODOS

Avaliaram-se cinco métodos de preparo das sementes
para o teste de tetrazolio, utilizando-se apenas um lote de
sementes de mamoneira da variedade AL Guarany 2002, em
duas repeticGes de 25 sementes para cada preparo, que estdo
descritos e ilustrados a seguir:

+ Corte longitudinal

mediano, no sentido do

comprimento da semente, através do tegumento,
endosperma e embrido (Figura 1a) (Brasil, 1992);

FIGURA 1. Métodos de preparo das sementes de mamoneira: corte longitudinal mediano, no sentido do comprimento
da semente, através do tegumento, endosperma e embrido (a); corte longitudinal diagonal, no sentido
da largura da semente, na regido distal da cartncula, evitando-se atingir o eixo embrionario, através do
tegumento, endosperma e embrido (b); remog¢do do tegumento (c).

« Corte longitudinal diagonal, no sentido da largura
da semente, na regido distal da cartncula, evitando-
se atingir o eixo embrionario, através do tegumento,
endosperma e embrido (Figura 1b) (Brasil, 1992);

* Remocdo do tegumento (Figura 1c) (Grabe, 1976);
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* Remocdodotegumento, seguidade corte longitudinal
mediano, no sentido do comprimento da semente,
através do endosperma e embrido (Figura 2a).

* Remocaodotegumento, seguidade corte longitudinal
mediano, no sentido da espessura da semente,
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paralelo aos cotilédones, através do endosperma e
embrido (Figura 2b).
Antesdos preparos, as sementes foram pré-condicionadas
entre papel toalha de germinacdo, previamente umedecido
com 2,5 vezes a massa (g) do papel em agua destilada,

dobrado em quatro e colocado dentro de sacos plasticos de
0,05mm, para manter a umidade, por 18 horas a 30°C em
camara de germinacdo tipo B.O.D. (Moore, 1985; Brasil,
1992; Franga Neto et al., 1998).

FIGURA 2. Métodos de preparo das sementes de mamoneira: remocao do tegumento, seguida de corte longitudinal
mediano, no sentido do comprimento da semente, através do endosperma e embrido (a); remocéo do
tegumento, seguido de corte longitudinal mediano, no sentido da espessura da semente, paralelo aos
cotilédones, através do endosperma e embriéo (b).

Os cortes e as remocdes do tegumento foram realizados
com o auxilio de bisturi e de lamina de barbear. Ap6s 0s
preparos, as sementes foram imersas na solucdo de tetrazolio
na concentracdo de 0,5% e mantidas em camara escura a 35°C
(Grabe, 1976). A uniformidade da coloracdo foi avaliada a
cada hora até o periodo de duas horas, exceto para 0 método
de preparo remocdo do tegumento, cujo periodo de coloracdo
foi de até seis horas, para permitir maior absorcao da solugédo
de tetrazélio pelas sementes.

Nos métodos de preparo mediante corte longitudinal
diagonal evitando-se atingir o eixo embrionario e mediante
remocdo do tegumento, nos quais o embrido ndo estava
exposto diretamente a solucdo de tetrazélio, para a avaliagdo
da parte interna da semente, realizou-se o corte longitudinal
mediano através do embrido, apds o periodo de coloracéo.

Na avaliacdo do melhor método de preparo para o teste
de tetraz6lio em sementes de mamoneira, considerou-se
aquele que proporcionou o desenvolvimento da coloracdo
mais nitida para as sementes, sendo esse parametro avaliado
visualmente por comparagao entre os métodos. Assim, nesse
trabalho, néo foi realizada andlise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os preparos da semente mediante corte longitudinal
mediano, no sentido do comprimento e da espessura,
através do endosperma e embrido com e sem a remogéo do
tegumento (Figura 3) favoreceram o contato da parte interna
da semente com a solucdo de tetrazolio, resultando em
uma coloragéo uniforme de todo o embrido e endosperma.
Entretanto, o preparo sem a remocao do tegumento (Figura
3b) causou danos ao embrido e, em alguns casos, destruicdo
do eixo hipocétilo-radicula, devido a pressao exercida pela
lamina para ultrapassar o tegumento da semente no corte.
Ja, o preparo pela remocéo do tegumento, seguida de corte
longitudinal mediano, no sentido da espessura, através
do endosperma e embrido (Figura 3c) causou danos aos
cotilédones, pois 0s mesmos estdo fortemente aderidos, o que
causou dificuldade em separa-los. Esses danos ao embrido
dificultaram a identificacdo de injurias pré-existentes, assim
como a avaliagdo correta da viabilidade. Fogaca (2003)
também observou ocorréncia de danos em sementes de
guaritd (Astronium graveolens Jacq.), devido a presencga do
tegumento no momento do corte da semente.
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FIGURA 3. Sementes de mamoneira apés a imersao no tetrazdlio, preparadas mediante corte longitudinal mediano,
no sentido do comprimento, através do endosperma e embrido com (a) e sem (b) a remogdo anterior do
tegumento; e mediante remogdo do tegumento, seguido de corte longitudinal mediano, no sentido da
espessura, paralelo aos cotilédones, através do endosperma e embrido (c).

Nos preparos mediante corte longitudinal diagonal
na regido distal da carincula evitando-se atingir o eixo
embrionério (Figura 4) e mediante remocdo do tegumento
(Figura 5), as sementes ndo apresentaram coloracdo na
regido central do tecido de reserva e no embrido. Somente as
regides periféricas das sementes, que tiveram contato direto
com a solugdo de tetrazolio, ficaram coloridas. No caso do

preparo mediante remogdo do tegumento, mesmo apos seis
horas imersas na solucédo de tetrazélio (Figuras 5c e 5d), as
sementes apresentaram embrido e endospermasem coloracao.
Considerando que o embrido esta localizado na parte interna
da semente e € a principal estrutura a ser analisada na
avaliacdo da viabilidade e do vigor no teste de tetrazolio,
esses métodos de preparo mostraram-se ineficientes.

FIGURA 4. Sementes de mamoneira apds a imerséo no tetrazélio, preparadas mediante corte longitudinal diagonal na
regido distal da caruncula evitando-se atingir o eixo embrionario: com tegumento (a); apds a retirada do
tegumento (b); e apos corte longitudinal mediano através do embri&o (c).

Além disso, no preparo mediante corte longitudinal
diagonal na regido distal da cartncula evitando-se atingir o
eixo embrionario, apos a imersdo na solucdo de tetrazoélio,
0 endosperma amolece e a semente aumenta de tamanho,
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dificultando a remoc¢do do tegumento na avaliagdo, o que
pode causar danos as sementes (Figura 4). Por essa razéo,
ndo foram testados periodos maiores que duas horas para
esse método.
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FIGURA 5. Sementes de mamoneira preparadas mediante remoc¢do do tegumento, apds duas horas de imersédo no
tetrazolio: sementes intactas (a); sementes apos corte longitudinal mediano através do embrido (b); e ap6s
seis horas de imersdo no tetrazélio: sementes intactas (c); e apés corte longitudinal mediano através do

embrido (d).

Nos periodos de coloragdo empregados nesta pesquisa,
0 tegumento e o endosperma ndo permitiram a difusdo da
solucdo de tetrazolio até o embrido. Portanto, no preparo das
sementes para o teste o tegumento deve ser removido e as
sementes devem ser cortadas longitudinal e medianamente
através do endosperma e embrido antes de serem submetidas
a coloracéo.

Os resultados observados neste estudo discordam das
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992) e de Grabe
(1976), pois os métodos de preparo indicados por esses
autores para mamoneira ndo proporcionaram coloracdo
adequada das sementes, dificultando a diferenciagdo dos
tecidos e a avaliacdo da qualidade das sementes pelo teste
de tetrazolio.

A remocdo do tegumento das sementes de mamoneira

apo6s a embebicdo e antes da coloracdo, embora seja uma
operacdo relativamente delicada e trabalhosa, possibilitou
consideravel facilidade no corte, ndo danificando as sementes,
e permitindo a correta avaliacdo da viabilidade pelo teste de
tetrazdlio. A necessidade da remocdo do tegumento, como
parte do preparo das sementes antes da coloragdo, também
foi relatada para sementes de amendoim (Bittencourt e
Vieira, 1999), algodéao (Vieira e Von Pinho, 1999), melancia
(Bhering et al., 2005), seringueira (Wetzel et al., 1992),
sucara (Fogaca et al., 2006), guapuruvu (Ferreira et al., 2007)
e guarita (Fogaca, 2003).

O corte longitudinal mediano antes da coloragéo (Figura
3) possibilitou o contato direto dos tecidos internos (embrido
e endosperma) com a solucdo de tetrazélio e a coloragdo
das regiGes vitais da semente. A exposicdo do embrido
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diretamente na solucdo de tetrazolio também é necessaria
para o desenvolvimento de uma coloracdo adequada em
sementes de milho (Dias e Barros, 1999), trigo (Delouche et
al., 1976), arroz (Dias e Shioga, 1997), seringueira (Wetzel
etal., 1992), tomate (Santos, 2003), braquiaria (Novembre et
al., 2006), entre outros.

A coloragéo do endosperma no teste de tetrazolio ndo
¢ comum, mas foi verificada nas sementes de mamoneira.
Nessa espécie, o endosperma é um tecido vivo, e contém
proteinas em forma de grdos de aleurona que secretam
enzimas hidroliticas (Carvalho e Nakagawa, 2000). Esse fato
também foi observado em sementes de seringueira, embora,
para essa espécie, 0 preparo recomendado seria o corte
longitudinal paralelo aos cotilédones (Wetzel et al., 1992).

Portanto, o método de preparo das sementes de
mamoneira para o teste de tetrazolio que apresentou 0s
melhores resultados foi o de remocéao do tegumento seguida
de corte longitudinal mediano, no sentido do comprimento
da semente, através do endosperma e embrido.

CONCLUSOES

Para a avaliag@o do potencial fisiologico das sementes
de mamoneira pelo teste de tetraz6lio o melhor método de
preparo é a remoc¢do do tegumento, com posterior corte
longitudinal e mediano, no sentido do comprimento, através
do endosperma e embrido.
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