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RESUMO

Apesar do tabaco ser uma cultura que se propaga por sementes, ainda ndo ha
muitas informacfes sobre testes que permitam a distincdo de lotes de
germinacdo semelhante em diferentes niveis de vigor. A diversidade de
cultivares disponiveis no mercado e algumas peculiaridades da espécie como a
maturagdo desuniforme de flores, frutos e sementes, tamanho diminuto e
dorméncia das sementes, sdo considerados obstaculos na obtencdo de lotes de
tabaco de alto potencial fisiologico. Assim, a pesquisa foi desenvolvida com o
objetivo de adaptar testes de viabilidade e vigor para a avaliacdo do potencial
fisiologico de lotes de sementes de tabaco. Foram utilizados nove lotes de
sementes de tabaco da cultivar CSC 447 e nove lotes de sementes da cultivar
BAT 2101 pertencentes aos grupos varietais Virginia e Burley, respectivamente.
Inicialmente, foi realizado o teste de germinacdo para a caracterizagdo do perfil
dos lotes e, para a determinacdo da viabilidade e vigor das sementes, foram
realizados os testes de germinagdo em diferentes temperaturas, emergéncia em
condigcdes controladas, condutividade elétrica, envelhecimento artificial e
tetrazolio. Para a determinacdo de marcador isoenziméatico relacionado a
qualidade das sementes, foram realizadas analises das enzimas catalase, esterase,
malato desidrogenase e alcool desidrogenase. Conclui-se que os testes de
emergéncia a 25°C e envelhecimento artificial a 41°c por 72 horas séo eficientes
na discriminacao de lotes de sementes de tabaco em diferentes niveis de vigor.
Os testes de condutividade elétrica e germinacao em diferentes temperaturas tém
respostas variaveis em relacdo ao genotipo das sementes de tabaco. O teste de
tetrazolio, utilizando-se a metodologia de pré-condicionamento em solucdo de
hipoclorito de so6dio 3,5% e posterior imersao em solucéo de tetrazolio 1,0% por
18 horas é eficiente na avaliacdo rapida da viabilidade de sementes de tabaco. A
analise do perfil das enzimas catalase, esterase, malato desidrogense e alcool
desidrogenase é eficiente como marcadores da qualidade de sementes de tabaco.

Palavras - chave: Testes de vigor. Nicotiana tabacum L.. Qualidade fisiol6gica.



ABSTRACT

Despite tobacco being a culture propagated by seeds, there is little information
concerning tests that allow the distinction of similar germination lots in different
levels of vigor. The diversity of cultivars available in the market, and a few
peculiarities of the species, such as uneven maturation of the flowers, fruits and
seeds, small size and seed dormancy, are considered obstacles for obtaining lots
of tobacco of high physiological potential. Thus, this research was developed
with the objective of adapting feasibility and vigor tests for evaluating the
physiological potential of tobacco seed lots. We used nine lots of tobacco seeds
of cultivar CSC 447 and nine lots of seeds of cultivar BAT 2101, belonging to
variety groups Virginia and Burley, respectively. Initially, germination test was
conducted to characterize the profile of the lots. For determining the feasibility
and vigor of the tobacco seeds, germination tests were conducted in distinct
temperatures, controlled emergence conditions, electric conductivity, artificial
aging and in tetrazolium. For determining the isoenzymatic marker for seed
quality, analyses were conducted with enzymes catalase, esterase, malate
dehydrogenase and alcohol dehydrogenase. In conclusion, the emergence tests at
25°C and artificial aging at 41°C for 72 hours, are efficient in discriminating the
lots of tobacco seeds in different levels of vigor. The electric conductivity and
germination tests in different temperatures have distinct responses in relation to
the genotype of the tobacco seeds. The tetrazolium test using the methodology
with pre-conditioning in 3.5% sodium hypochlorite solution and subsequent
emersion in 1.0% tetrazolium solution for 18 hours is efficient for the quick
evaluation of the feasibility of tobacco seeds. The analysis of the profiles of
enzymes catalase, esterase, malate dehydrogenase and alcohol dehydrogenase is
efficient as markers for tobacco seed quality.

Keywords: Vigor tests. Nicotiana tabacum L.. Physiological quality.
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1 INTRODUCAO

Apesar de o tabaco ser uma cultura que se reproduz via sementes,
existem poucos relatos na literatura sobre a sua producdo e sua qualidade. A
diversidade de cultivares disponiveis no mercado e algumas peculiaridades da
espécie como a maturacdo desuniforme de flores, frutos e sementes, tamanho
diminuto e dorméncia das sementes sdo considerados obstaculos, na obtencédo de
lotes de tabaco de alto potencial fisioldgico, constatando-se a necessidade de
desenvolvimento de pesquisas que envolvam a fisiologia de sementes de tabaco.

A avaliagdo da qualidade das sementes de tabaco pelas empresas
produtoras tem sido realizada pelos testes de germinacdo e emergéncia em
sistema-float. No entanto, o teste de germinacdo é realizado, em condicfes
6timas de ambiente, fornecendo as informacGes sobre o potencial de germinagédo
de um lote de sementes. A realizacdo de testes de vigor adicionais ao teste de
germinacgdo torna-se necessaria, para a estratificacdo de lotes de sementes, em
diferentes niveis de qualidade, principalmente, entre aqueles que apresentam
porcentagens de germinacdo semelhantes.

Dentre os testes de vigor utilizados, o teste de germinacdo em
temperaturas extremas tem - se mostrado eficiente na avaliacdo da qualidade
fisiologica de sementes de algumas espécies vegetais, visto que lotes que
germinam em uma ampla faixa de temperatura, sdo mais tolerantes a condicGes
adversas de ambiente. Ja os testes de envelhecimento artificial e condutividade
elétrica sdo considerados promissores para a avaliagdo do potencial fisiologico
de sementes de diversas espécies agricolas por proporcionarem resultados
reproduziveis e correlacionados com a emergéncia das plantulas em condicGes
de campo.

Na determinagdo da viabilidade, o teste de tetrazélio é amplamente

relacionado aos eventos da deterioracdo, pois se associa a atividade respiratoria
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das sementes; além disso, permite a obtencdo rapida de informacdes sobre o
potencial de germinacdo das sementes.

Além destes testes, a analise do perfil de proteinas e enzimas, também,
tem sido relatada como ferramenta eficiente na determinacdo de marcadores
moleculares de qualidade fisioldgica de sementes, dando subsidio para explicar
as alteracGes no processo de deterioracdo das sementes.

Em relagdo a cultura de tabaco, ndo ha muitas informacdes sobre testes
que permitam a distincdo de lotes de germinacdo semelhante com diferentes
niveis de vigor. Desta forma, a pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de
adaptar testes de viabilidade e vigor para a avaliagdo do potencial fisioldgico de

lotes de sementes de tabaco.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Importancia e caracterizagdo da cultura do tabaco

O tabaco (Nicotiana tabacum L.) € originario da América do Sul, regido
dos Andes. Difundiu-se pelo territério brasileiro por meio da imigracdo de
indigenas e, rapidamente, disseminou-se pela Europa, Africa, Asia e Austrélia,
sendo atualmente cultivado em todo o mundo (JUDE, 2013).

E considerada a mais importante cultura agricola ndo alimenticia do
planeta devido & sua importancia econdmica e social (SOUZA CRUZ, 2016). E
uma espécie que possui 0 alcaloide nicotina, fonte de matéria-prima para a
indUstria tabagista. E, também, amplamente utilizado em estudos cientificos, nas
areas de farmaécia, fisiologia, virologia e plantas transgénicas (GOODSPEED,
1954; HAWKES, 1999; HUNZIKER, 2001) O 6leo extraido das sementes pode
ser utilizado na inddstria farmacéutica, na alimentacdo animal e até mesmo no
biodiesel (STANISAVLJIEVIC; LAZIC"; VELJKOVIC, 2007; VELJKOVIC’
et al., 2006). Além disso, é reconhecido como planta-modelo para a
transformacdo genética vegetal, em razdo ao tamanho do seu genoma,
relativamente pequeno, a alta capacidade de regeneracdo, ao potencial de
producdo rapida por causa de seu ciclo curto e a grande producdo de sementes
por planta (DUNG et al., 2006; ROMMENS, 2006).

O Brasil é 0 segundo maior produtor e 0 maior exportador mundial do
tabaco, direcionando mais de 85% do produto nacional para o exterior. Na safra
de 2014/15, no Brasil, a area destinada para a producdo de tabaco totalizou-se
em 321,5 mil hectares, correspondendo a uma producdo de, aproximadamente,
710, 8 mil toneladas de tabaco, cujo faturamento ficou em torno de R$ 5,06
bilhdes (ASSOCIACAO DOS FUMICULTORES DO BRASIL - AFUBRA,
2016).

Na regido sul do Brasil, a cultura do tabaco é uma das atividades

agroindustriais de maior importancia econdmica e social. Considerando-se as
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diversas etapas do processo produtivo e comercial, incluindo a comercializacéo
e financiamento do produto, despesas com materiais, energia e fretes, pagamento
de salérios, recolhimento de tributos, comercializagdo no mercado doméstico e a
exportacdo, o complexo agroindustrial é responsavel por uma movimentacao
financeira, que supera mais de 10 bilhGes por ano, envolvendo mais de 2,3
milhGes de pessoas neste processo, sendo 703.080 empregos diretos e 1.440.000
empregos indiretos. A estabilidade dos precos e a rentabilidade por area
cultivada sdo os maiores atrativos para os fumicultores, além da diversificacdo
nas pequenas propriedades rurais de tabaco que gera um incremento na renda
familiar dos produtores (AFUBRA, 2016; CARVALHO, 2016).

Pertencente a familia Solanaceae, género Nicotiana, o tabaco (Nicotiana
tabacum L.) é uma planta herbacea, com 90 a 120 cm de altura e contém folhas
grandes e flores tubulares e simetria radiada. As flores aparecem no topo da
planta, acima das folhas menores e mais novas e apresentam cores variaveis
como rosa, vermelha, pirpura e branca. E uma planta monoica, com flores
completas, contendo os 6rgdos femininos e masculinos e é classificada como
autdégama. Apresenta cleistogamia e a polinizacdo do estigma intercorre, antes
da abertura do botéo floral; no entanto, a planta de tabaco pode ser fecundada,
artificialmente, com o pélen de outras espécies do género Nicotiana. O fruto é
do tipo seco e capsular, contendo um enorme nimero de sementes (SILVA;
MENTZ, 2005).

Vale ressaltar que existem diversos grupos varietais de tabaco,
distinguidos com base no método de cura e nas caracteristicas bioquimicas das
plantas (FRICANO et al., 2012), que sdo utilizados como matéria - prima pela
indlstria tabagista. Os principais grupos sao o Virginia e o Burley e representam
cerca de 86,5% e 13% da producdo sul-brasileira de tabaco, respectivamente.
Dentro de cada grupo varietal, existem diversas cultivares comerciais

desenvolvidas pelos programas de melhoramento de tabaco. Esta diversidade de
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cultivares é, também, um entrave na produgcdo e controle da qualidade
fisioldgica das sementes, em virtude da peculiaridade de cada cultivar.

O estabelecimento da lavoura de tabaco se da por meio do plantio de
mudas. As sementes sdo semeadas em substrato comercial, mantidas em
bandejas de isopor, que sdo colocadas sobre uma lamina de agua, em sistema-
float para a producdo de mudas de tabaco. Todo o processo é conduzido sob
condicBes controladas de casa de vegetagdo (CALDEIRA, 2013; SOUZA
CRUZ, 2016; VENCATO et al., 2011).

A maturagdo desuniforme dos frutos, em razdo da caracteristica de
crescimento desuniforme da espécie, resulta de um florescimento heterogéneo
entre as plantas e em uma mesma planta. Consequentemente, em uma mesma
planta encontram-se flores, frutos em diferentes estadios de maturacdo e
sementes em diferentes estadios de desenvolvimento. Por esse motivo, a colheita
dos frutos é realizada, manualmente, possibilitando a padronizacdo e
homogeneizacao dos lotes (SILVA, 2014).

As sementes de tabaco possuem tamanho diminuto, sendo cada grama
de sementes de tabaco composto por cerca de 16 mil unidades (BRASIL, 2009).
Assim, o tamanho, a forma e o peso das sementes de tabaco tém sido
considerados entrave para o seu cultivo.

O embrido das sementes de tabaco é circundado por trés a cinco
camadas espessas de células endospérmicas e outra camada exterior, a testa, de
origem maternal que consiste de células mortas cutinizadas e lignificadas e uma
camada interna de células vivas do parénquima (AVERY, 1933; LEUBNER-
METZGER; MEINS JUNIOR, 2001; MATZKE; STOGER; MATZKE, 1993).
Assim, a ruptura da camada composta pela testa precede a ruptura do
endosperma (ARCILA; MOHAPATRA, 1983). Em membros da familia
Solanaceae, como o0 tabaco, a germinacdo das sementes depende do

enfraguecimento do endosperma por enzimas hidroliticas, pois a camada de
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células endospérmicas é considerada limitacdo mecénica para a protrusdo da
radicula (BEWLEY, 1997; NI; BRADFORD, 1993).

Sementes recém-colhidas de tabaco sdo dormentes e requerem
luz para germinar, sendo a fotodorméncia estabelecida durante o
desenvolvimento das sementes (LEUBNER-METZGER, 2001; LEUBNER-
METZGER; MEINS JUNIOR, 2000). O armazenamento das sementes de
tabaco, em condicBes de temperatura ambiente e ar seco, contribuem para a
quebra da fotodorméncia e este efeito pode variar entre os lotes de sementes,
como ja foi relatado para varias cultivares de tabaco (KASPERBAUER, 1968;
LEUBNER-METZGER, 2001; LEUBNER-METZGER; MEINS JUNIOR,
2000).

Os hormdnios brassinosteroides e giberelina contribuem, positivamente,
para a germinacdo de sementes de tabaco, promovendo a germinacdo por vias
distintas de traducdo de sinais. A giberelina contribui para a quebra da
dorméncia das sementes, pois atua na mesma rota bioguimica de recepg¢do de
luz, que ativa um sinal de traducdo e induz as mudancas necessarias para a
germinacgdo ocorrer. Os brassinosteroides auxiliam na ruptura do endosperma de
sementes ndo dormentes pelo aumento do potencial de crescimento do embrido
(LEUBNER-METZGER, 2001).

Sementes de tabaco de alta qualidade, com potencial de produzir mudas
vigorosas e uniformes, sdo requeridas para o sucesso do estabelecimento das
plantas e produtividade final. Na literatura, h& escassez de informagdes
relacionadas as etapas de produgdo, colheita, secagem, beneficiamento e
armazenamento, bem como dados e referéncias sobre o potencial fisiol6gico de
lotes de sementes de tabaco.

Para atender a demanda dos produtores de tabaco, um grande nimero de
variedades e cultivares sdo desenvolvidas pelos programas de melhoramento, e a

diversidade de materiais disponiveis no mercado, além das peculiaridades da
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espécie como a maturacdo desuniforme de flores, frutos e sementes, tamanho
diminuto das sementes e a dorméncia das sementes, sdo considerados obstaculos
a determinacdo de lotes de alto potencial fisioldgico.

Verifica-se que a maioria das companhias de sementes de tabaco
avaliam a performance das sementes, unicamente, pelo teste de germinacao,
realizado sob condicdes ideais e controladas em laboratério. Tais condicGes
diferem das condi¢fes ambientais de casas de vegetacdo onde, normalmente, séo
desenvolvidas as mudas de tabaco.

Clarke, Reed e Wilkinson (2001) relataram que, para a obtencdo de
sucesso na producdo de mudas vigorosas e uniformes de tabaco, é necessario
gue as sementes tenham uma alta porcentagem de emergéncia de plantulas e
apresentem crescimento rapido e uniforme. Estas caracteristicas representam o
potencial fisiologico dos lotes que, normalmente, é avaliado por testes de vigor.

Diante do exposto, € constatada a necessidade de pesquisas envolvendo
a fisiologia das sementes de tabaco e o desenvolvimento e adaptacdo de testes de

vigor para a avalicdo do potencial fisioldgico de lotes de sementes.
2.2 Deterioracdo e potencial fisiol6gico de sementes

De acordo com a International Seed Testing Association - ISTA (2006),
0 vigor das sementes € o0 conjunto de caracteristicas que determinam a atividade
e a performance de lotes de sementes, com porcentagem de germinagao
comercialmente aceitavel, em diferentes condi¢cbes ambientais favoraveis e
desfavoraveis.

O maximo potencial fisioldgico é alcangado, no momento da maturidade
das sementes, quando completa o periodo de acumulo de matéria seca
(TEKRONY; EGLE, 1991). As condicdes climéaticas, durante as fases de
desenvolvimento das plantas, aliadas aos tratos culturais fornecidos a lavoura

destinada a produgdo de sementes, influenciam, significativamente, o vigor e o
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potencial de armazenamento das sementes (MARCOS-FILHO, 2015).
Condicdes ambientais adversas, durante a formagdo das sementes, resultam em
maturacdo fisiolégica forcada, resultando em baixa qualidade e produtividade
(FRANCA-NETO et al., 2005; PADUA et al., 2009).

Apos atingir a maturidade fisiologica, as sementes permanecem no
campo e as condi¢cdes do clima na pré-colheita exercem grande influéncia na
qualidade das sementes. E no periodo pds-maturidade fisiolégica que se inicia o
processo de deterioracdo e o grau de intensidade de deterioracdo é variavel com
as condicGes de ambiente e com as praticas de manejo (MALIK, 2013;
MOSAVI et al., 2011).

Varios fatores contribuem para a suscetibilidade das sementes a
deterioracdo. As causas basicas sdo temperatura e umidade relativas elevadas,
alto teor de 4gua nas sementes e danos aos tecidos por ataque de microrganismos
ou insetos. A intensidade de deterioracdo varia entre lotes e variedades de uma
mesma espécie e entre as espécies (JATOI et al., 2001).

Uma vez que o processo de deterioracdo, continuo e irreversivel, é
iniciado, uma sequéncia de eventos bioquimicos é desencadeada, provocando
danos nas membranas celulares das sementes e nas rotas biossintéticas,
resultando em perdas de varios atributos da performance das sementes, como
reducdo da germinacdo e emergéncia em campo e aumento do namero de
plantulas anormais e sementes mortas (DELOUCHE, 1963; WALTERS;
BALLESTEROS; VERTUCCI, 2010). Estes atributos sdo os sintomas mais
evidentes da deterioracdo, percebidos durante a germinagdo das sementes e
desenvolvimento inicial das plantulas.

O processo de deterioragdo das sementes é, também, associado com
vérias alteracOes celulares, metabolicas e bioquimicas, incluindo a degradacgéo e
a inativacdo de enzimas (COPELAND; MCDONALD, 2001), a reducdo na
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atividade respiratéria (FERGUSON; TEKRONY; EGLI, 1990) e a perda da
integridade das membranas celulares (MCDONALD, 1999).

Diversas pesquisas, envolvendo a elucidagdo dos mecanismos de
deterioracdo das sementes, tém sido desenvolvidas por varios pesquisadores;
Basavarajappa, Shetty e Prakash (1991), Matthews (1980) e McDonald (1999),
entre outros, evidenciaram que mudancas degenerativas, na atividade metabélica
das sementes, incluindo variacdo na sintese e atividade da mitocOndria,
desnaturacdo de proteinas, decréscimo de reservas armazenadas, aumento de
radicais livres e redugdo de atividades enzimaticas, sinteses de proteinas e RNA,
podem ser causadas quando as sementes sdo expostas a condi¢cbes ambientais
desfavoraveis.

Muitos estudos indicam que a reducdo da viabilidade e do vigor das
sementes esta relacionada a perda da integridade da membrana plasmética em
decorréncia da producao de radicais livres e espécies reativas de oxigénio (ROS)
durante o processo de deterioracdo. Também tem sido relatado que, em
condicdes de estresses ambientais, as ROS sdo produzidas em excesso (FAIZE
et al., 2015).

A manutencdo da viabilidade das sementes é alcancada pela regulacéo
da geracdo de espécies reativas de oxigénio e pela defesa por meio da atividade
de enzimas antioxidantes. Lee et al. (2010) demonstraram que a expressdo de
enzimas antioxidantes Cu/Zn-superoxido dismutase (SOD) e acorbato
peroxidase (APX), em plastideos de sementes de tabaco, resultaram em aumento
da viabilidade de sementes, artificialmente, envelhecidas. A manutencdo da
integridade da membrana, em razdo da alta habilidade das enzimas
antioxidantes, resultou em baixo acimulo de ROS. Faize et al. (2015) relataram
que as expressdes de cytsod (Cu/Zn-superoxide dismutase) e cytapx (cytosolic

ascorbate peroxidase), no citosol de sementes de tabaco, também, contribuem
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para aumentar a longevidade das sementes e as taxas de germinacdo sob
condigdes ambientais desfavoraveis.

O monitoramento do potencial fisiologico, durante todas as fases
de producgéo e armazenamento de sementes, por meio da avaliacdo do vigor dos
lotes, disponibiliza informacGes importantes e permite a agilidade na tomada de
decisBes estratégicas em relacdo a selecdo de lotes com alta qualidade, ao
destino dos lotes de sementes e as medidas relacionadas ao seu armazenamento
(KRZYZANOWSKI; VIEIRA; FRANCA-NETO, 1999; MCDONALD, 1995).

O processo de germinacdo das sementes envolve uma série de eventos
fisicos, bioquimicos e fisioldgicos que podem ser influenciados por diversos
fatores ambientais, principalmente, disponibilidade de agua, temperatura e
oxigénio (MARCOS-FILHO, 2005). Dentre estes, a temperatura exerce uma
enorme influéncia na velocidade e porcentagem final de germinacdo (BEWLEY;
BLACK, 1994).

O teste de germinagdo tem sido utilizado, rotineiramente, para avaliar a
qualidade fisiolégica de sementes de tabaco para fins de semeadura e
comercializacdo. Entretanto, por ser um teste realizado, sob condic@es ideais e
artificias, favorece o méaximo potencial de germinacdo das sementes e 0s
resultados obtidos nem sempre correspondem com a emergéncia das plantulas
sob condicBes de campo ou casa de vegetacdo (BHERING et al., 2000). Os
testes de vigor, desenvolvidos para complementar as informagfes obtidas no
teste de germinagdo, devem ter como objetivo determinar o potencial para
emergéncia rapida e uniforme de plantulas normais sob ampla diversidade de
condi¢cbes ambientais (ASSOCIATION OF OFFICIAL SEED ANALIST -
AOSA, 1983).

Para cada espécie vegetal existe uma amplitude de temperatura em que
as sementes sdo capazes de germinar (BEWLEY; BLACK, 1982). A

temperatura considerada 6tima é aquela na qual a semente expressa 0 maximo
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potencial de germinacdo em um menor periodo de tempo; as temperaturas
maxima e minima correspondem aos pontos criticos da germinacdo, ou seja,
acima ou abaixo das quais as sementes ndo germinam (MAYER; POLJAKOFF-
MAYBER, 1989). Dentro destes limites, acréscimos na temperatura podem
acelerar ou até mesmo inibir o processo de germinagdo, enquanto em
temperaturas inferiores a velocidade da germinacdo é reduzida, favorecendo o
desenvolvimento de patogenos e a desuniformidade das plantulas (MARSHALL
et al., 2000; STANISAVLIJEVIC’; LAZIC"; VELIJKOVIC, 2007).

Vale ressaltar que as sementes mais vigorosas, normalmente, exibem
maior tolerdncia em condicGes de estresse. Carvalho e Nakagawa (2000)
evidenciaram que sementes de alta qualidade fisioldgica expressam maior
porcentagem de germinagdo em uma ampla faixa de temperatura.

O Teste de Germinacdo em Diferentes Temperaturas tem demonstrado
eficiéncia na avaliacdo do vigor das sementes de algumas espécies vegetais,
como tomate, cenoura, cebola e pimentdo (FERREIRA et al., 2013;
GAGLIARDI; MARCOS-FILHO, 2011; PEREIRA et al., 2007; PINHEIRO et
al., 2014).

A conducdo do teste de germinacdo em mesa termogradiente pode
estimar o possivel comportamento dos lotes de sementes em temperaturas
adversas e, ainda, fornecer informacGes consistentes sobre o potencial de
germinacdo das sementes em campo e / ou casa de vegetacdo (GAGLIARDI,
2009). A mesa termogradiente consiste de uma chapa de metal em que ha
circulacédo de agua fria de um lado e 4gua quente do outro lado da mesa, gerando
um gradiente de temperaturas que podem variar em até 20°C (KAUFMAN,
1991).

Estudos envolvendo a avaliacdo do potencial germinativo das sementes
sob temperaturas adversas foram desenvolvidos para sementes de pimentdo
(GAGLIARDI; MARCOS-FILHO, 2011) e tomate (FERREIRA et al., 2013).
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Mohapatra e Suggs (1989) conduziram em estudo, para avaliar a
desempenho germinativo de 22 cultivares de tabaco, em mesa termogradiente e
concluiram que a germinacdo de sementes de tabaco ocorre, em uma ampla faixa
de temperaturas, que varia de 21°C a 32°C e que as sementes expostas a altas
temperaturas apresentaram termodorméncia.

Segundo Hampton e Coolbear (1990) e Tekrony e Egli (1977), um teste
de vigor deve apresentar mais sensibilidade que o teste de germinagdo ao
registrar indices da qualidade dos lotes de sementes; deve ser objetivo, rapido,
simples e economicamente viavel; ser reproduzivel e interpretavel de maneira
objetiva; e capaz de separar os lotes em termos de desempenho e
armazenamento.

Dentre os testes de vigor disponiveis, os testes de condutividade elétrica
e envelhecimento acelerado tém se mostrado promissores para a avaliacdo do
potencial fisiologico de sementes de diversas culturas agricolas, por
proporcionarem resultados reproduziveis e correlacionados com a emergéncia de
plantulas em condi¢Bes de campo e/ou casa de vegetacdo. Além disso, sdo
considerados testes rapidos, faceis de executar e de baixo custo (HAMPTON;
TEKRONY, 1995).

O objetivo principal do Teste de Condutividade Elétrica é avaliar
indiretamente os danos causados as membranas que ocorrem durante 0 processo
de deterioracdo. Em sementes deterioradas h& maior deficiéncia na
reestruturagdo das membranas, causando maior lixiviagdo de eletrolitos
(BEWLEY; BLACK, 1994). Assim, sementes mais deterioradas e menos
vigorosas, quando submetidas & embebigdo, lixiviam maior quantidade de
solutos (agUcares, aminoacidos, &cidos graxos, proteinas, enzimas e ions), para o
meio externo, em virtude da menor velocidade de reparacdo da membrama

celular. Em condic¢Ges de campo, a lixiviagdo dos exsudatos pode favorecer o
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crescimento de microrganismos e prejudicar a emergéncia das plantulas
(MARCOS-FILHO, 2015).

A metodologia do teste se baseia na imersdo de uma quantidade pré-
determinada de uma amostra de sementes em um volume conhecido de agua
destilada e / ou deionizada a temperatura de 20°C ou 25°C, por um periodo pré-
estabelecido para a espécie a ser avaliada. Os resultados serdo mensurados por
meio de leituras utilizando-se um condutivimetro especifico (MILOSEVIC;
VUJAKOVIK; KARAGIC, 2010).

O teste de condutividade elétrica é considerado réapido, objetivo e facil
de ser conduzido, pois requer 0 minimo para equipamento e treinamento pessoal
(MATTHEWS; POWELL, 1981). Entretando, estudos evidenciaram que
diversos fatores podem interferir nos resultados do teste como caracteristica e
tamanho das sementes, nimero de sementes avaliadas, teor de agua inicial das
sementes, temperatura e periodo de embebicdo, quantidade e qualidade da agua
a serem utilizadas na conducdo do teste, gendtipo, estadio de desenvolvimento
da semente e presenca de danos fisicos nas sementes (CRUZ et al., 2013; DIAS
et al., 2006).

A determinacdo do periodo de embebicao para a conducgdo do teste é um
fator decisivo para a distincdo do vigor entre lotes de sementes (DIAS et al.,
2006). Para a maioria das espécies vegetais, um periodo de 24 horas de
embebicdo das sementes € 0 mais indicado. Entretanto, estudos tém indicado a
possibilidade de reducdo deste periodo para sementes pequenas: quatro e seis
horas para tomate (RODO et al., 1998; SA, 1998); seis horas para nabo
forrageiro (NERY; CARVALHO; GUIMARAES, 2009); duas horas para
pimentdo (OLIVEIRA; NOVEMBRE, 2005); quatro horas para quiabo (DIAS;
VIEIRA; BHERING, 1998); oito horas para abobrinha (DUTRA; VIEIRA,
2006); uma hora para pimenta (VIDIGAL et al., 2008); oito horas para couve-
brécolos (MARTINS et al., 2002).
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Carvalho e Novembre (2011) ndo tiveram resultados consistentes, para o
teste de condutividade elétrica, na avaliacdo de lotes de sementes nuas e
revestidas de tabaco, cultivar CSC 439, grupo varietal Virginia.

O Teste de Envelhecimento Acelerado é amplamente utilizado por causa
de sua alta correlagdo com a emergéncia de plantulas em campo e/ou casa de
vegetacdo (MILOSEVIC; VUJIAKOVIK; KARAGIC, 2010).

O principio do teste se baseia na aceleracdo artificial da taxa de
deterioracdo das sementes. As sementes sdo expostas, por periodos pré-
determinados para cada espécie, a altas temperaturas (40°C a 45°C, usualmente
41°C) e umidade relativa do ar elevada (em torno de 100%) (MARCOS-FILHO,
2015). Apos este tratamento, as sementes sdo submetidas ao teste de germinacao
conforme estabelecido nas Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009).
Assim, é possivel estabelecer as diferencas entre os lotes de sementes, em
relacdo ao potencial fisiologico, pois as sementes de baixa qualidade deterioram-
se mais rapidamente que sementes mais vigorosas (PANOBIANCO; MARCQOS-
FILHO, 1998; MARTINS et al., 2002).

O periodo de incubacdo e a temperatura a ser utilizada na conducgéo do
teste variam entre as espécies vegetais (NERY; CARVALHO; GUIMARAES,
2009). A busca por um periodo ideal de incubacdo é imprescindivel, para o
sucesso deste teste, pois condi¢bes muito drasticas podem impedir a deteccdo de
diferencas significativas entre as amostras prejudicando a eficiente separagao
dos lotes em diferentes niveis de vigor (SPINOLA et al., 1998).

A interpretacdo dos resultados obtidos no teste de envelhecimento
acelerado pode ser prejudicada se houver uma contaminacdo inicial das
sementes por microrganismos (SILVA; SILVA, 2000).

Um importante fator que é considerado entrave, na utilizagdo do teste de
envelhecimento acelerado, para espécies gque possuem sementes peguenas é

relacionado a diferencgas na absor¢do de agua quando as sementes Sdo expostas a
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atmosfera Umida. Alguns estudos tém demonstrado que resultados pouco
consistentes sdo obtidos em virtude da variacdo muito acentuada no grau de
umidade entre as amostras de sementes submetidas ao teste (POWELL, 1995).
Normalmente, as sementes pequenas absorvem agua de forma mais répida e
desuniforme, podendo acelerar o processo de deterioracdo ou até mesmo
interferir na precisdo dos resultados quanto a variacdo dos dados entre as
sementes de um mesmo lote (BHERING et al., 2006; JIANHUA; MCDONALD,
1997).

Diversos trabalhos relatam a eficiéncia do teste de envelhecimento
acelerado, na estratificacdo de lotes de sementes, em diferentes niveis de
qualidade fisiologica, para diversas culturas das Solanaceas: pimentdo
(OLIVEIRA; CARVALHO; DAVIDE, 2003; PANOBIANCO; MARCOS-
FILHO, 1998; TORRES, 1996); tomate (HAMPTON; TEKRONY, 1995;
NASCIMENTO; BARROS; PESSOA, 1993; NOVEMBRE et al., 1995;
PANOBIANCO; MARCOS-FILHO, 1998) e berinjela (BHERING et al., 2001).

Em relacdo a metodologia ideal, para a condugdo do teste de
envelhecimento acelerado em sementes de tabaco, Medeiros (2008) concluiu que
0 teste conduzido a 38 £ 2°C / 18 horas ou 41 + 2°C / 60 horas foi eficiente na
avaliacdo do vigor das sementes; Paula (2012) observou que o0s resultados,
obtidos no teste de envelhecimento acelerado a 41 + 2°C / 48 horas, foram
semelhantes aos resultados encontrados no teste de germinagdo e de primeira
contagem.

Métodos com o objetivo de avaliar a viabilidade e/ou vigor das
sementes, relacionados aos eventos da deterioracdo, como atividade respiratéria
e integridade das membranas, tém sido desenvolvidos.

O Teste de Tetrazolio foi desenvolvido, nos anos de 1940, por Moore
com o intuito de obter uma estimativa geral da viabilidade das sementes,

particularmente, em espécies que apresentavam dorméncia (MILOSEVIC;
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VUJAKOVIK; KARAGIC, 2010). E considerado um teste rapido para estimar a
viabilidade e / ou vigor das sementes.

O teste baseia-se na alteragéo da coloracdo dos tecidos vivos, quando em
contato com a solucéo de cloreto de 2,3,4-trifenil-tetrazolio, expressa a atividade
das enzimas desidrogenases envolvidas nos processos respiratorios. O
formazam, substancia de cor avermelhada, estavel e ndo difusivel, é formado nos
tecidos vivos, por meio da hidrogenacdo do sal de tetrazolio, tornando-se
possivel distinguir tecidos vivos (réseo, avermelhado), tecidos deteriorados
(vermelho escuro quanto a respiracdo intensa e grande liberagéo de fons H') e
tecidos mortos (sem coloracdo; ndo respiram e liberam pouca ou nenhuma
quantidade de H*) (DIAS; ALVES, 2008; FRANCA-NETO; PEREIRA;
COSTA, 1986; GRABE, 1976).

A adequacdo da metodologia pela definicdo das condigcdes de pré-
condicionamento, preparo e coloracdo das sementes € necessaria para a
avaliacdo correta da viabilidade e / ou vigor das sementes (BRASIL, 2009). O
tempo necessario para a coloracdo, a temperatura e a concentracdo do sal de
tetrazolio sdo fatores que variam entre as espécies vegetais (LIMA et al., 2007).
Conforme descrito na ISTA (1985), para a realizacdo do teste de tetrazélio em
sementes de tabaco, deve-se, primeiramente, manter as sementes embebidas em
agua, por 24 horas, em temperatura ambiente, para 0 amolecimento dos tecidos e
ativacdo do sistema de enzimas. Apos este periodo, devem-se cortar as sementes
ao meio e manté-las imersas em solucéo de tetrazdlio 0,1% por 44 horas a 30°C.
Entretanto, considera-se a metodologia laboriosa e demorada, pois €
extremamente dificil cortar as sementes de tabaco ao meio, por serem
extremamente pequenas e o0 tempo total de duracdo do teste é de,
aproximadamente, 70 horas (CUI et al., 2014).

A utilizacdo do teste de tetrazolio, na avaliagdo da viabilidade e / ou

vigor das sementes, tem sido mais frequente em espécies consideradas grandes
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culturas como soja (FRANCA-NETO; PEREIRA; COSTA, 1986), algodao
(VIEIRA; PINHO, 1999) e milho (DIAS; BARROS, 1999). No entanto, para
espécies de sementes pequenas, pertencentes a familia Solanaceae, hd poucos
relatos, mas estudos ja foram desenvolvidos envolvendo sementes de tomate
(SANTOS; NOVEMBRE; MARCOS-FILHO, 2007) e pimentio (GAGLIARDI;
MARCOS-FILHO, 2011).

Para sementes de tabaco, Cui et al. (2014) desenvolveram diferentes
metodologias, para a utilizacdo do teste na avaliagdo da viabilidade das sementes
de tabaco e concluiram que o método de corte das sementes ao meio, utilizando-
se micrétomo (aparelho que possibilita cortes microscépicos) e posterior
imersdo das sementes em INT (iodonitrotetrazolium chloride), receptor
alternativo de hidrogénio, por duas horas a 30°C, foi eficiente na determinacéo
da viabilidade das sementes de tabaco.

A avaliacdo do perfil de proteinas e de enzimas especificas pode ser
considerada ferramenta eficiente para determinacdo de marcadores de qualidade
de sementes. Entretanto, ainda, ndo ha estudos de marcadores isoenzimaticos

para a avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes de tabaco.
2.3 Analise isoenzimatica de sementes

O processo de deterioracdo de sementes € bastante complexo e estudos
visando obter conclusdes precisas sobre o assunto ndo tém sido tarefa simples.
Nota-se que os sintomas mais evidentes da deterioracdo sdo detectados durante o
processo germinativo e o crescimento inicial das plantulas. No entanto,
provavelmente, outras manifestacdes de carater ultraestrutural e bioguimico ja
devem ter ocorrido e a constatacdo s6 é possivel por meio de exames mais
sofisticados (MARCOS-FILHO, 2005). Dessa forma, pesquisas para melhor

compreender o processo de deterioracdo das sementes, envolvendo as técnicas
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de eletroforese para a analise de isoenzimas, tém sido desenvolvidas (CRUZ et
al., 2013).

As principais alteracfes que ocorrem durante o processo de deterioragédo
das sementes sdo a reducdo da atividade respiratoria e a degradacao e inativacao
das enzimas. As analises referentes a atividade das enzimas associadas a
biossintese de tecidos novos sdo mais sensiveis para detectar o inicio do
processo de deterioracdo das sementes (COPELAND; MCDONALD, 2001).

Dentre as enzimas, envolvidas na deterioracdo das sementes, mais
precisamente no processo respiratdrio, na peroxidacdo dos lipidios e na remocéo
de radicais livres, a catalase (CAT), a esterase (EST), a malato desidrogenase
(MDH) e a alcool desidrogenase (ADH) podem ser consideradas como possiveis
marcadores moleculares para monitorar e caracterizar a qualidade fisiolégica das
sementes (VEIGA et al., 2010).

Enzimas antioxidantes, como a catalase, sdo consideradas eficientes na
eliminacgdo das espécies reativas de oxigénio, protegendo as sementes de reacoes
oxidativas (LEE et al., 2010). A principal funcdo da enzima catalase (CAT) é
catalisar a reacdo de conversdo do peréxido de hidrogénio (H,O,) em &gua
(H,0), protegendo as células de danos oxidativos (SCANDALIOS et al., 2005).
Cruz et al. (2013) relataram que sementes de crambe de baixa qualidade
expressaram baixa atividade da enzima catalase. De fato, a reducdo na atividade
da catalase predisp6e as sementes aos efeitos deletérios dos radicais livres sobre
o0s acidos graxos insaturados da membrana (ALBUQUERQUE et al., 2009).

A enzima esterase atua no metabolismo dos lipidios e, normalmente,
esta envolvida nas reacGes de hidrolise de ésteres (SANTOS; MENEZES;
VILLELA, 2004). A atividade dessa enzima é relacionada a perda de viabilidade
das sementes. Enzimas hidroliticas, como a esterase, liberam acidos graxos dos
lipidios que serdo utilizados na [-oxidacdo como fonte de energia no
metabolismo germinativo (FARIA et al., 2013). Aung e McDonald (1995)
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observaram menor atividade da esterase em sementes de amendoim mais
deterioradas. Pereira (2012) relatou que a atividade da esterase foi reduzida nos
lotes de menor qualidade fisiolégica de pimenta. Basavarajappa, Shetty e
Prakash (1991) afirmaram que alteracGes nos padrdes da atividade das esterases
evidenciam o progresso da deterioracdo, pois a peroxidagdo de lipidios é um
evento associado aos danos das membranas das sementes.

A enzima malato desidrogenase (MDH) é uma enzima importante no
processo de respiracdo celular e atua no ciclo de Krebs. E responsavel por
catalisar a reacdo de conversdo do malato a oxaloacetato, produzindo NADH,
produto fundamental para geracdo de energia, ATP e compostos intermediarios
essenciais para o funcionamento das células (TAIZ; ZEIGER, 2004). Ferreira et
al. (2015) atribuiram o aumento da atividade da enzima MDH ao aumento da
respiracdo das sementes que estavam em processo de deterioracao.

A enzima alcool desidrogenase (ADH) esta relacionada a respiracdo
anaerobica e atua na reacdo de reducdo do acetaldeido a etanol (VEIGA et al.,
2010). O aumento da atividade da enzima ADH confere maior protecdo as
sementes contra as acdes deletérias do acetaldeido, responséavel por acelerar o
processo de deterioracdo das sementes (ZHANG et al., 1994). Carvalho et al.
(2014) relataram que as sementes de soja ficaram menos susceptiveis a acao
deletéria com a maior atividade da enzima ADH. Os autores constataram que
houve maior expressdo da enzima ADH em sementes de cultivares de soja que
apresentaram maior qualidade fisiol6gica. Em estudos realizados com sementes
de pimenta por Vidigal et al. (2009) foi verificado que sementes com maior
potencial germinativo apresentaram maior atividade das enzimas ADH. Em
sementes de tabaco, Silva (2014) observou similaridade entre o perfil enzimatico
da enzima ADH e os resultados da qualidade fisioldgica das sementes, o que

pode auxiliar na distin¢do de lotes de diferentes niveis de qualidade.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Andlises de
Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras.

As sementes de tabaco utilizadas no trabalho foram cedidas pela
empresa Souza Cruz / Brishtan American Tobacco S.A., provindas de cultivares
produzidas em maior escala pela empresa, sendo nove lotes pertencentes a
cultivar CSC 447, grupo varietal Virginia, safras 14/14 e 14/15; e nove lotes
pertencentes a cultivar BAT 2101, grupo varietal Burley, safras 13/14 e 14/15.
Esses lotes foram selecionados, preliminarmente, por apresentaram porcentagem

de germinacéo superior a 90%.
3.1 Caracterizagéo do perfil dos lotes de sementes de tabaco

A caracterizacdo do perfil dos lotes de sementes de tabaco foi feita, por
meio da analise dos dados obtidos no teste de germinacdo, primeira contagem de
germinacdo, indice de velocidade de germinacdo e coeficiente de uniformidade
da germinacéo.

O grau de umidade foi determinado pelo método de estufa a 105°C por
24 horas (BRASIL, 2009), utilizando-se duas repeticdes de 0,1g de sementes. Os
resultados foram expressos em porcentagem do teor de agua (base Gmida).

O Teste de Germinacao foi realizado, utilizando-se quatro repeti¢bes de
100 sementes, semeadas em substrato papel mata-borrdo, em caixas acrilicas
transparentes do tipo gerbox. O substrato foi umedecido com solugdo de KNO;
0,2% em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As sementes
foram mantidas em BOD com temperatura regulada a 20-30°C e fotoperiodo de
oito horas.

Para a determinacdo da Primeira Contagem de Germinagdo, a contagem
do namero de plantulas normais foi realizada aos sete dias apds a semeadura,
juntamente com o teste de germinagdo. Os resultados foram expressos pela

porcentagem de plantulas normais.
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O Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) foi obtido, por meio de
avaliagcBes diarias, no mesmo horério, a partir da protrusdao da radicula. O
célculo do IVG foi realizado utilizando-se formula proposta por Maguire (1962).

O Coeficiente de Uniformidade de Germinagdo (CUG) foi obtido por
meio de contagens didrias de plantulas germinadas. O célculo foi realizado
utilizando-se a férmula proposta por Heydecker (1973).

I
ni
cUG =%
(D -D;)Pn
i=1

k

1y
sendo: D =100 =F; CRG =1 —100 (Kotowski, 1926)

CRG

Em que: ni: nimero de sementes germinadas no i-ésimo dia.
Di: nimero de dias contados da instalacdo do experimento até o dia da
leitura (i).

k: dltimo dia da observacao.

Ao final do teste de germinacdo, 16 dias apds a semeadura, foram
avaliadas as porcentagens de germinacdo, de plantulas anormais infeccionadas e
deterioradas e de sementes mortas (BRASIL, 2009).

3.2 Testes para avaliagdo do potencial fisioldgico de sementes de tabaco

Ap0bs o repouso das sementes em camara seca e fria para equilibrio da
umidade, as sementes dos diferentes lotes foram mantidas a 25°C, por 24 horas e
submetidas a diversos testes e metodologias para avaliagdo do vigor e

viabilidade:
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b)
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A avaliacdo da Germinacdo em Diferentes Temperaturas foi
realizada em mesa termogradiente SEED PROCESSING
HOLLAND®. Foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes
para cada lote. A semeadura foi realizada em caixas acrilicas do tipo
gerbox, sobre substrato papel mata borrdo, umedecido com solucéo
de KNO; (0,2%) em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 peso do
substrato seco. As caixas de gerbox com sementes foram mantidas
em mesa termogradiente, regulada nas temperaturas variando de
20°C a 35°C, com fotoperiodo de oito horas. Nesta amplitude,
determinaram -se cinco temperaturas médias (22°C, 25°C, 28°C,
31°C e 34°C) para a avaliacdo da Germinacdo, Primeira Contagem
de Germinag4o e Indice de Velocidade de Germinagdo. A Primeira
Contagem da Germinacdo foi realizada, aos sete dias apds a
semeadura, computando-se o niumero de plantulas normais. Ao final
do teste, 16 dias apos a semeadura, foi avaliada a porcentagem de
plantulas normais, anormais infeccionadas e anormais deterioradas e
sementes ndo germinadas. As sementes remanescentes foram
imersas em solucdo de tetrazolio 1,0% por 24 horas e classificadas
como viaveis ou mortas. Foram realizadas avaliacbes diarias para a
determinacdo do indice de Velocidade de Germinacgdo (IVG), a
partir da protrusdo da radicula (MAGUIRE, 1962).

O Teste de Emergéncia sob Condi¢des Controladas foi conduzido
em um sistema-float adaptado para a realizacdo do teste em B.O.D.
As sementes foram semeadas em substrato Carolina Padrdo® em
células individuais de 1,5 cm de didmetro de bandejas acrilicas. As
bandejas foram mantidas sobre uma lamina de &gua de,

aproximadamente, um centimetro. A avaliagdo da emergéncia foi
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realizada em trés diferentes temperaturas: 6tima (25°C), sub6tima
(20°C) e supradtima (30°C), utilizando-se quatro repeticdes de 96
sementes por lote. As avaliagdes foram realizadas aos 7, 14 e 21
dias e os resultados foram expressos em porcentagem de

emergéncia de plantulas.

Para a determinagdo do indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) e

Coeficiente de Uniformidade de Emergéncia (CUG) foram realizadas avalia¢Ges

diarias de emergéncia das plantulas que continham o primeiro par de folhas, até

a sua estabilizacdo. Os resultados foram obtidos utilizando-se formulas

propostas por Heydecker (1973) e Maguire (1962).

c)

d)

Para o Teste de Condutividade Elétrica, foram avaliados quatro
periodos de embebicdo das sementes de tabaco. Quatro repeticdes
de 0,01 gramas de semente de cada lote foram colocadas em
recipiente contendo 6,0mL de 4gua deionizada e mantidas em BOD
a 25°C. A leitura da condutividade foi realizada, ap6s os periodos
de 6, 12, 18 e 24 horas de embebicdo, utilizando-se dois diferentes
condutivimetros: SAD 9000® (método adaptado de avaliacdo
individual para massa) e MS TECNOPON® (método utilizado para

avaliacdo em massa). Os resultados foram expressos em puS.cm™.g™.

Para o Teste de Envelhecimento Artificial, foram testados os
periodos de 12, 24 e 72 horas de envelhecimento artificial, em um
método de envelhecimento modificado, para sementes de tabaco. As
sementes de cada lote foram, previamente, pesadas, 0,5g, e foram
dispostas em telas de nylon, em caixas tipo gerbox adaptadas com
tela inox, contendo 40 mL de A4gua destilada. Para evitar a

condensacao da agua e gotejamento sobre as sementes, foi colocado
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papel mata-borréo na interface da tampa de caixa gerbox. As caixas
foram colocadas em BOD a 41°C pelo periodo pré-determinado.
Apo6s o periodo de incubacdo, foi realizado o teste de germinacao,
conforme as Regras de Andlises de Sementes (BRASIL, 2009),
determinando-se a porcentagem de plantulas normais aos 7, 10 e 16
dias. Para a determinacdo do indice de velocidade de germinacao,
foram realizadas contagens diarias a partir da protrusao da radicula
(MAGUIRE, 1962).

e) Para o Teste de Tetrazdlio, primeiramente, foram testadas diferentes
metodologias de pré-tratamento das sementes para a realizacdo do
teste:

— sementes de tabaco, cultivar CSC 416 - Virginia, foram
embebidas diretamente em solugdo de KNO;3 0,2%, por 0, 1, 3 e
6 horas a 40°C. Em seguida, as sementes foram lavadas e
imersas em solucdo de tetrazdlio;

— sementes de tabaco de dois cultivares, CSC 447 — Virginia e
BAT 2101 — Burley, foram colocadas diretamente em solucao
de hipoclorito de sédio, nas concentracGes 0%, 1,75% e 3,5%,
por 10 minutos em agitacdo constante. Apés este periodo, as

sementes foram lavadas e imersas em solucdo de tetrazdlio.

Apbs o pré-tratamento, as sementes foram colocadas em solucdo de
tetrazolio 1,0% a 40 °C (escuro) por 6, 12, 18 e 24 horas. Para a determinacdo da
viabilidade, as sementes foram seccionadas manualmente e analisadas em
microscépio eletrbnico sendo separadas, de acordo com a viabilidade, em
vidveis (coloracdo rosea ou vermelha) e inviaveis (coloragdo vinho ou

descolorida).
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A metodologia que possibilitou a detecgdo de maior nimero de sementes
viaveis, em menor tempo, foi aplicada para a distingdo da viabilidade das
sementes dos diferentes lotes de cada cultivar.

3.3 Andlise de Isoenzimas de sementes de tabaco

Para a andlise das enzimas catalase (CAT), esterase (EST), malato
desidrogenase (MDH) e alcool desidrogenase (ADH), duas repeticdes de 0,5
gramas de sementes de cada cultivar foram maceradas na presenca de PVP
(Polivinil Pirrolidone) e nitrogénio liquido.

Para a extracdo, foi utilizado o tampao Tris HCL 0,2M pH 8,0 + (0,1%
de mercaptoetanol), na propor¢do de 500uL por 100mg de sementes. O material
foi homogeneizado em vortex e mantido overnight, em geladeira, seguido de
centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema
gel/eletrodo utilizado foi o Trs-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 uL do
sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética foi efetuada a 120 V
por 5 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados conforme Alfenas et al.
(2006).

3.4 Analise Estatistica

A anélise estatistica dos resultados dos testes, utilizados para a avaliacéo
da qualidade fisiologica, foi realizada em delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial, 9x3 (9 lotes e 3 temperaturas), para a
Emergéncia em Condi¢es Controladas; 9x3 (9 lotes e 3 periodos de
envelhecimento artificial) para o Teste de Envelhecimento Artificial; 9x4 (9

lotes e 4 periodos de embebicdo para o Teste de Condutividade Elétrica; 9x5 (9
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lotess e 5 temperaturas) para avaliacio da Germinacdo em Diferentes
Temperaturas.

Os dados, previamente submetidos aos testes de normalidade dos
residuos e homocedasticidade das variancias, foram submetidos & anélise de
variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.

Para as variaveis plantulas anormais deformadas (AD) e infeccionadas
(Al), sementes mortas (M) e coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG),
referentes aos testes de Germinacdo, Germinagdo em Condi¢bes Controladas e
Envelhecimento Artificial, foram realizadas as transformacdes dos dados por
meio do arc sen (x/100)°°.

As analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizagao do perfil dos lotes de sementes de tabaco

O grau de umidade variou dois pontos percentuais, em relagdo aos lotes
de ambas as cultivares, sendo 9,1 a 11,1% para a cultivar CSC 447 e 7,9 a 9,9%
para a cultivar BAT 2101 (TABELA 1 e 2, respectivamente). A homogeneidade
do grau de umidade entre os lotes é crucial para a consisténcia e padronizacdo
dos resultados (VIEIRA; KRZYZANOWSKI, 1999), pois, de acordo com
Marcos-Filho (2005) e Souza et al. (2014), diferencas superiores a dois pontos
percentuais, entre os lotes, podem causar interferéncias nas avaliaces em razao
das diferencas na atividade metabdlica, velocidade de umedecimento e na
intensidade de deterioracdo das sementes.

Analisando os dados, apresentados na Tabela 1A (anexo), referentes a
cultivar CSC 447, verifica-se que houve diferenca estatistica entre as médias dos
lotes para a germinacdo. Os lotes V6, V7 e V8 apresentaram médias de
germinacgdo inferiores aos demais. Nota-se que, mesmo que ndo diferindo
estatisticamente dos demais, estes mesmos lotes tiveram maiores médias de
sementes mortas, sugerindo que as sementes expressam maior intensidade de
deterioracéo.

Conforme os dados apresentados, na Tabela 1A (anexo), observa-se que
ndo houve diferenca estatistica entre as médias dos lotes em relacdo as variaveis
primeira contagem de germinacdo, plantulas anormais deformadas, plantulas
anormais infeccionadas, indice de velocidade de germinacédo (IVG) e coeficiente

de uniformidade da germinagdo (CUG).



46

Tabela 1 - Médias de grau de umidade — GU (%), germinacao — G (%), plantulas
anormais deformadas — AD (%), plantulas anormais infeccionadas —
Al (%), sementes mortas — M (%), plantulas normais na primeira
contagem — PC (%), indice de velocidade de germinacdo — IVG e
coeficiente de uniformidade de germinacdo — CUG para os lotes de
sementes de tabaco da cultivar CSC 447 — Virginia.

Meédias — CSC 447
Germinacéo (%)

Lotes GU G AD Al M PC (%) IVG CUG
V1 11,1 97a l1la 0Oa 2a Na 1891a 2,08a
V2 9,3 97a la 2a 1la 93a 19,29a 2,48a
V3 10,5 97a 0a 1la 2a 9Na 19,45a 165a
V4 10,5 98a 0O0a 1la 2a 63 a 20,50a 28la
V5 10,7 9%a la 1la 3a 93a 19,01a 284a
V6 10,9 94b l1la 1la b5a 89a 20,64a 167a
V7 9,1 94b 2a 0a b5a 89 a 19,77a 1,71a
V8 10,1 94b la 1la 4a 86 a 19,17a 2,62a
V9 91 97a 0a 1la 2a 71a 1742a 2,15a

CV (%) - 2,09 266 225 284 19,2 5,4 11,7

Médias seguidas pela mesma letra mintscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Quanto aos resultados referentes a primeira contagem de germinagao
(TABELA 1), verifica-se que houve uma variacdo de 30 pontos percentuais
entre a maior e menor média dos lotes do cultivar CSC 447. Esta varia¢do ndo
foi detectada pelo teste de comparacdo de médias, pois o coeficiente de variacao
é considerado alto, gerando ndo confiabilidade aos resultados (PIMENTEL-
GOMES, 2009).

Observando os dados apresentados, na Tabela 2A (anexo), em relagdo a
cultivar BAT 2101, verificou-se que houve diferenca estatistica entre as médias
dos lotes para germinagdo, primeira contagem de germinagdo, plantulas
anormais infeccionadas, sementes mortas, indice de velocidade de germinagéo
(IVG) e coeficiente de uniformidade de germinacdo (CUG).

Em relacdo aos dados referentes & germinagéo, apresentados na Tabela
2, observa-se que os lotes B2, B6, B7 e B8 apresentaram médias inferiores aos

demais. E valido destacar que estes mesmos lotes apresentaram maiores médias
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de sementes mortas, inferindo maior proporcdo de sementes deterioradas. Os
lotes B2 e B8 apresentaram, também, médias superiores quanto a plantulas
anormais infeccionadas, sendo relacionadas a presenca de microrganismos nas

sementes.

Tabela 2 - Médias de grau de umidade — GU (%), germinacao — G (%), plantulas
anormais deformadas — AD (%), plantulas anormais infeccionadas —
Al (%), sementes mortas — M (%), plantulas normais na primeira
contagem — PC (%), indice de velocidade de germinacdo — IVG e
coeficiente de uniformidade de germinacdo — CUG para os lotes de
sementes de tabaco da cultivar BAT 2101 — Burley.

Meédias — BAT 2101
Germinacéo (%)

Lotes GU G AD Al M PC (%) VG CUG
B1 7,9 98a la Oa la 62 a 16,44b 1,71b
B2 8,5 93b 1la 2b 4b 70a 17,07b 1,40b
B3 9,0 9%a 0a 1la 3b 22 b 16,32b 3,24a
B4 9,9 9a 0a Oa la 93a 19,44a 3,88a
B5 8,9 97a 2a Oa la 61a 17,21b 1,71b
B6 8,7 94b la 1la 4b 83a 18,25b 1,72b
B7 9,2 9%b 1la Oa 4b 9Na 20,97a 2,22b
B8 9,7 92b 1la 2b 6b 85a 20,30a 1,23b
B9 8,4 9%a la Oa 3b 83a 18,06b 1,82b

CV (%) - 23 250 189 209 29,70 6,67 11,20

Médias seguidas pela mesma letra minGscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade.

Segundo Santana e Ranal (2000), o coeficiente de uniformidade de
germinacdo (CUG) estima a variabilidade de germinagdo de sementes, em torno
do seu tempo médio e quanto maior o valor de CUG, mais concentrada no tempo
serd a germinacdo. Observa-se que as maiores médias de CUG foram atribuidas
aos lotes B3 e B4, conferindo maior uniformidade de germinacdo. Em adig&o,
observa-se que os lotes B4, B6 e B7 apresentaram médias superiores aos demais
quanto ao indice de velocidade de germinacdo (IVVG). De acordo com Clarke
(2001), a germinacdo répida e uniforme das sementes de tabaco sdo fatores

criticos na producdo das mudas de tabaco. Assim, comparando as medias de
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germinagdo, IVG e CUG, considera-se que os lotes B2 e B6 sdo de baixa
qualidade fisioldgica e o lote B4 é o mais vigoroso.

Em uma andlise dos resultados da primeira contagem de germinagéo,
para a cultivar BAT 2101, (TABELA 2), verifica-se que houve separa¢do dos
lotes em dois grupos e o lote B3 foi inferior. Contudo, uma variacdo de 32
pontos percentuais é observada entre a maior e a menor média dos lotes
considerados superiores, podendo ser atribuida ao valor do coeficiente de
variacdo, considerado alto segundo classificacdo estabelecida por Pimentel-
Gomes (2009).

Embora a primeira contagem de germinacdo seja considerada um teste
indicativo de vigor, nota-se que, para ambas as cultivares CSC 447 e BAT 2101,
averiguou-se uma baixa eficiéncia, para a estratificacdo de lotes de tabaco em
diferentes niveis de vigor, corroborando com resultados encontrados por
Carvalho e Novembre (2011) e Medeiros (2008) que, também, verificaram que o
teste ndo é eficiente para a avaliacdo do vigor de sementes de tabaco.

E valido ressaltar que todos os lotes das cultivares CSC 447 e BAT 2101
apresentaram médias de germinacdo superiores a 80%, que € o minimo
estabelecido pelo padrdo de comercializacdo de sementes de tabaco (BRASIL,
2009). Estes resultados evidenciam a importancia dos testes de vigor, para o
controle interno da qualidade de sementes, pois resultados superiores de
germinagdo ndo indicam, necessariamente, que os lotes possuem alto vigor, uma
vez que testes de germinacdo sdo conduzidos em condigdes ideais e artificiais e
permitem a expressdo do potencial maximo de germinacdo (MARCOS-FILHO,
1999).
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4.2 Germinacao em diferentes temperaturas

Conforme os dados apresentados, na Tabela 1C (anexo), referentes a
cultivar CSC 447, verificou-se que houve interacdo significativa entre lotes e
temperaturas para todas as variaveis analisadas.

Em uma analise geral dos resultados apresentados, na Tabela 3, verifica-
se que, para as variaveis analisadas, houve maior variacdo entre as médias dos
lotes a 34°C. Em relacdo aos resultados referentes a germinacdo, ndo houve
variagdo entre as médias dos lotes nas temperaturas de 22°C, 25°C, 28°C e
31°C; além disso, observa-se que elas foram superiores a 80 pontos percentuais.
Em contrapartida, foi possivel estratificar os lotes, em diferentes niveis, a
temperatura de 34°C, sendo as menores médias de germinacdo atribuidas aos
lotes V3, V4 e V9. Nota-se que estes mesmos lotes apresentaram as maiores
médias de sementes mortas, evidenciando que houve alta taxa de deterioracdo
das sementes quando submetidas a 34°C. Vale ressaltar que, apesar de os lotes
V6, V7 e V8 apresentarem as maiores médias de germinacdo a 34°C, em relagéo
aos demais, estas medias estdo bem abaixo do padrdo estabelecido para a
comercializacdo de sementes de tabaco, que € de 80 pontos percentuais.
Verifica-se, portanto, que a germinacdo das sementes de tabaco da cultivar CSC
447 foi, extremamente, prejudicada a temperatura de 34°C, resultando em baixas
porcentagens de plantulas normais e altas porcentagens de sementes mortas.
Segundo Xu et al. (2010), o estresse por alta temperatura pode provocar danos a
membrana plasmética das sementes, ocasionando a perda de sua fungdo e a
morte das sementes. Destaca-se, também, que houve alta incidéncia de plantulas
anormais a temperatura de 34°C, enfatizando a premissa de que temperaturas
elevadas intensificam o processo de deterioragdo das sementes pertencentes a
cultivar CSC 447.



Tabela 3 - Médias de germinacdo — G (%), plantulas anormais — A (%) e sementes mortas — M (%) de lotes de sementes o
de tabaco expostos a gradiente de temperaturas variando de 20°C a 35°C para a cultivar CSC 447 — Virginia.

Meédias — CSC 447

G (%) A (%) M (%)
Lotes  22°C  25°C_ 28°C_ 31°C_ 34°C_ 22°C_ 25°C_ 28°C_ 31°C_ 34°C 22°C__25°C_ 28°C_31°C__ 34°C
V1 93Aa 95Aa 98Aa 95Aa 32Bb  5Ab 2Aa 1Aa 3Ab 19Bc  2Aa 3Ba 1Aa 2Aa 44BDb
V2 97Aa 99Aa 99Aa 93Aa 29Bb 2Aa 0Aa O0Aa 2Aa 10Ab  1Aa 1Aa 1Aa 3Aa 60Ch
V3 96Aa 99Aa 96Aa 93Aa 16Db 2Aa 0Aa 1Aa 2Aa 12Ab  2Aa 1Aa 3Ba 5Ba 63Ch
Va4 95Aa 99Aa 97Aa 96Aa 26Cb  4Ab 0Aa 2Aa 2Aa 12Ac 1Aa 1Aa 1Aa 2Aa 58Ch
V5 89Ab 97Aa 98Aa 95Aa 35Bc 6Ab O0Aa 1Aa 3Ab 16Bc  5Bb 3Bb 1Aa 2Aa 44Bc
V6 92Aa 96Aa 95Aa 91Ab 43Ab  3Aa 0Aa 2Aa 3Aa 20Bb 5Ba 4Ba 3Ba 6Ba 32Ab
V7 89Aa 93Aa 95Aa 97Aa 48Ab  4Ab 2Aa 2Aa 1Aa 16Bc 7Ba 5Ba 3Ba 2Aa 32Ab
V8 91Aa 96Aa 94Aa 96Aa 48Ab 5Ab 0Aa 2Aa 2Ab 18Bc  4Ba 4Ba 4Ba 2Aa 32Ab
V9 94Aa 98Aa 98Aa 92Aa 24Cb  4Ab 1Aa 1Aa 4Ab 18Bc  2Aa 1Aa 1Aa 4Ba 51Bb
CV (%) 5,34 56,12 32,22

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.




Tabela 4 - Médias de sementes dormentes vidveis — DV (%), primeira contagem de germinacdo — PC (%) e indice de
velocidade de germinacdo - IVG de lotes de sementes de tabaco expostos a gradiente de temperaturas variando
de 20°C a 35°C para a cultivar CSC 447 — Virginia.

Médias — CSC 447
DV (%) PC (%) IVG

Lotes 22°C 25°C 28°C 31°C 34°C 22°C  25°C 28°C 31°C 34°C 22°C 25°C 28°C 31°C 34°C
Vl O0Aa 0OAa OAa 0Ba 5Ba 82Aa 87Aa 95Aa 76Aa 15Bb 10,79 Aa 11,16 Ba 11,59 Aa 8,03Bb 3,60 Bc
V2 0Aa 0Aa O0Aa 2Ab 1Cb 84Aa 98Aa 97Aa 75Aa 16Bb 10,75 Ab 12,15 Aa 11,98 Aa 9,62Ab 2,75Bc
V3 0Aa 0Aa 0OAa 0Ba 9Ab 74Aa 91Aa 89Aa 64Aa 7Cb 10,09 Aa 11,27Ba 11,13 Aa 8,79Ba 1,82Bb
V4 0Aa 0Aa 0OAa 0OBa 4Bb 82Aa 97Aa 95Aa 74Aa 15Bb 10,93 Aa 11,85Ba 12,21 Aa 9,91 Aa 3,02Bb
V5 0Aa 0Aa OAa 0Ba 5Bc 78Aa 93Aa 95Aa 8lAa 14Bb 10,32 Aa 11,65Ba 12,66 Aa 10,78 Aa 3,49 Bb
V6 0Aa 0OAa OAa 0OBa 5Bb 8lAa 95Aa 93Aa 8lAa 23Ab 10,54 Aa 12,69 Aa 11,47 Aa 10,62 Aa 5,04 Ab
V7 0Aa 0Aa 0OAa 0Ba 4Bb 82Aa 84Aa 93Aa 89Aa 33Ab 10,79 Aa 9,54Ba 11,57 Aa 11,20 Aa 5,88 Ab
V8 0Aa 0Aa 0OAa 0Ba 2Cb 72Aa 93Aa 91Aa 84Aa 25Ab 10,14 Aa 10,79 Ba 11,54 Aa 11,13 Aa 521 Ab
V9 0Aa 0Aa OAa 0OBa 7Ab 69Ab 93Aa 95Aa 74Ab 9Cc 9,95 Ab 13,86 Aa 12,22 Aa 10,23 Ab 2,82 Bc
CV (%) 95,85 12,40 14,71

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Analisando os resultados apresentados, na Tabela 4, verifica-se que
algumas sementes remanescentes apresentaram dorméncia a 34°C, sendo as
maiores médias de sementes dormentes vidveis atribuidas aos lotes V3 e V9. De
acordo com Khan (1981), temperaturas elevadas durante o processo de
germinacdo das sementes podem induzi-las a um tipo de dorméncia secundaria,
a termodorméncia. No entanto, este nimero é inferior, comparado ao nimero de
sementes mortas, concluindo que temperaturas elevadas, principalmente,
intensificam o processo de deterioracdo das sementes de tabaco da cultivar CSC
447,

Em relacdo a avaliacdo da primeira contagem de germinacdo para a
cultivar CSC 447, (TABELA 4), houve diferenciacdo dos lotes somente a
temperatura de 34°C. Para os lotes V6, V7 e V8 os resultados foram superiores
e, para os lotes V3 e V9, os resultados foram inferiores. Estes resultados
sugerem que os lotes V6, V7 e V8 germinaram mais rapidamente que os demais
lotes a 34°C, pois, segundo Bhering et al. (2000), este teste avalia,
indiretamente, a velocidade de germinacdo das sementes.

Quanto aos resultados obtidos no IVG, para a cultivar CSC 447
(TABELA 4), verifica-se que as respostas dos lotes foram bastante variaveis em
relacdo as temperaturas de 25°C, 31°C e 34°C. Observa-se que ndo houve
diferenca estatistica entre as médias para as temperaturas de 22°C e 28°C. Em
adicdo, nota-se que a 34°C, o IVG foi bastante reduzido para todos os lotes.

A faixa de temperatura 6tima, para germinacgdo de sementes de tabaco de
a cultivar CSC 447, foi de 22°C a 31°C; temperaturas superiores a 6tima para a
germinagdo promovem a desnaturagdo de proteinas essenciais ao processo
germinativo das sementes (ELANE et al., 2008). Portanto, fica evidente que
temperaturas elevadas prejudicam tanto a porcentagem de germinagdo gquanto a
velocidade de germinacdo das sementes da cultivar CSC 447. Vale ressaltar,

também, que o teste de germinacdo em mesa termogradiente ndo foi eficiente
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para diferenciar em niveis de vigor os lotes de sementes de tabaco de a cultivar
CSC 447.

Diversos autores, também, verificaram a interferéncia de altas
temperaturas no processo germinativo; Pereira et al. (2007) constataram reducao
na germinacdo de sementes de cenoura a 36°C; Pinheiro et al. (2014) concluiram
que temperaturas acima de 30°C afetam, negativamente, a porcentagem e a
velocidade de germinagdo de sementes de cebola; Nascimento e Pereira (2007)
observaram que, para a maioria das cultivares de alface, as sementes ndo
germinaram em temperaturas superiores a 30°C; sementes de rabanete
(STEINER et al., 2009), tomate (FERREIRA et al., 2013) e crambe (PILAU et
al., 2012), também, tiveram porcentagem e velocidade de germinacdo
prejudicadas por causa de altas temperaturas.

Conforme os dados apresentados, na Tabela 1D (anexo), referentes a
cultivar BAT 2101, verificou-se que houve interacdo significativa entre os lotes
e temperaturas para todas as variaveis avaliadas. Em uma analise dos resultados
referentes as médias de germinacdo, observa-se que as respostas dos lotes foram
varidveis a temperaturas de 22°C e 34°C (TABELA 5). Nota-se que, a
temperatura de 34°C, houve maior estratificacdo dos lotes, em diferentes niveis
de vigor, sendo as maiores médias de germinacédo atribuidas aos lotes B1, B2 e
B5. Observa-se que os lotes B4, B6, B8 e B9, além de serem caracterizados
como inferiores em relacdo & germinacdo, apresentaram maiores medias de
plantulas anormais e sementes mortas. Destaca-se que houve maior intensidade
de deterioracdo para as sementes destes lotes quando submetidos a temperaturas
elevadas de germinagao.

Para a cultivar BAT 2101, observa-se que as sementes remanescentes
ndo apresentaram termodorméncia quando submetidas a temperaturas altas
(TABELA 6).
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Observando os resultados obtidos, no teste de primeira contagem de
germinacdo (TABELA 6), verifica-se que houve maior variacao entre as médias
dos lotes a 34°C e as menores médias foram atribuidas aos lotes B3, B4, B6, B7
e B9. Em relacdo a temperatura de 31°C, o lote B3 foi inferior aos demais.

O indice de velocidade de germinacdo — IVG - possibilitou a
diferenciacdo dos lotes nas temperaturas de 28°C, 31°C e 34°C. Nota-se uma
mesma tendéncia em relacdo aos lotes B1 e B5, destacando-se como sendo
superiores em ampla faixa de temperatura. Os lotes B3, B4, B6 e B7
apresentaram médias inferiores nas trés temperaturas.

Em uma analise geral dos resultados, observa-se que a cultivar BAT
2101, além de expressar maior tolerancia a temperaturas elevadas, apresentou
resultados mais consistentes que a cultivar CSC 447. Em pesquisas com
sementes de alface (NASCIMENTO; PEREIRA, 2007) e tomate (OLIVEIRA,;
BRUNO; ALVES, 2001), os autores, também, ralataram que houve efeito do
gendtipo na avaliacdo da germinacdo das sementes em diferentes temperaturas.

Ao comparar os resultados, obtidos no teste germinacdo a 34°C com 0s
resultados do teste de germinagdo em condiges ideais, presume-se que 0s testes
de germinacdo, primeira contagem de germinacdo e IVG, em mesa
termogradiente, sdo eficientes na diferenciacdo dos lotes de sementes de tabaco
da cultivar BAT 2101, uma vez que possibilitaram a separacdo dos lotes em
diferentes niveis de vigor. Consequentemente, os lotes B1 e B5 sdo classificados
como sendo os mais vigorosos e os lotes B3, B4, B6, B7 e B9, 0s menos
vigorosos.

Vale ressaltar, também, que a faixa ideal de temperatura para a
germinacdo de sementes de tabaco das cultivares CSC 447 e BAT 2101 é de
22°C a 31°C. Este resultado corrobora com Mohapatra e Sugs (1989), que, em

estudos com 22 cultivares de tabaco em mesa termogradiente, determinaram que
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a temperatura média ideal para todas as cultivares de tabaco foi de 24,6°C e o
intervalo de temperatura 6tima variou de 21°C a 32°C.



Tabela 5 - Médias de germinacdo — G (%), plantulas anormais — A (%) e sementes mortas — M (%) de lotes de sementes
de tabaco expostos a gradiente de temperaturas variando de 20°C a 35°C para a cultivar BAT 2101 — Buley.

Médias — BAT 2101
G (%) A (%) M (%)

Lotes 22°C 25°C 28°C 31°C 34°C 22°C 25°C 28°C 31°C 34°C 22°C  25°C 28°C 31°C 34°C
Bl 94Ab 99Aa 98Aa 98Aa 92Ab 3Ba 1Aa 1Aa 1Aa 7ADb 3Aa 0Aa 1Aa 1lAa 1 Aa
B2 94 Aa 95Aa 98Aa 96Aa 86 ADb 4Bb 1Aa 1Aa O0Aa 11Ac 2Aa 4Ba 1Aa 4Ba 3Aa
B3 93Aa 99Aa 98Aa 96Aa 80Bb 4Bb 1Aa 0Aa 1Aa 17Bc 3Aa 0Aa 2Aa 3Ba 3 Aa
B4 99 Aa 99Aa 100Aa 99Aa 66Ch 1Aa 0Aa O0Aa 0Aa 22Bb 0Aa 1Aa O0Aa 1Aa 10Bb
B5 98 Aa 99Aa 98Aa 100Aa 90Ab 1Aa 1Aa 0OAa 0O0Aa 6ADb 1Aa 0Aa 2Ab O0Aa 4 Ab
B6 94Aa 99Aa 94Aa 94Aa 79Bb 4Bb 0Aa 2Aa 3Ab 13Bc 2Aa 2Aa 4Aa 3Ba 8 Bb
B7 9% Aa 94Aa 96Aa 96Aa 82Bb 1Aa 2Aa 1Aa 2Aa 14Bb 3Aa 4Ba 3Aa 2Ba 4 Aa
B8 86Bb 94Aa 92Aa 95Aa 78Bc 5Ba 0Aa 2Aa 2Aa 14Bb 9Ba 6Ba 6Ba 3Ba 8 Ba
B9 94 Aa 98Aa 97Aa 96Aa 76Bb 4Bb 1Aa 2Aa 2Aa 17Bc 2Aa 1Aa 1Aa 2Ba 7 Ba

CV (%) 4,07 63,40 59,14

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.




Tabela 6 - Médias de sementes dormentes viaveis — DV (%), primeira contagem de germinagdo — PC (%) e indice de
velocidade de germinacdo - IVG de lotes de sementes de tabaco expostos a gradiente de temperaturas variando
de 20°C a 35°C para a cultivar BAT 2101 — Burley.

Médias — BAT 2101
DV (%) PC (%) IVG

Lotes 22°C 25°C 28°C 31°C 34°C 22°C  25°C 28°C 31°C 34°C 22°C 25°C 28°C 31°C 34°C
Bl OAa 0Aa 0OAa 0Aa 0Aa 89Aa 97Aa 97Aa 96Aa 88Aa 11,88 Ab 14,67Aa 15,24 Aa 14,90 Ba 11,89 Ab
B2 0Aa 0Aa 0OAa 0Aa 0Aa 78 Ab 93 Aa 93Aa 92Aa 65Bb 11,18 Ab 12,84 Aa 12,83Ba 12,39 Ca 9,78Bb
B3 0Aa 0Aa 0OAa 0Aa 0Aa 85Aa 97Aa 97Aa 72Bb 56Cb 11,45 Ab 13,64 Aa 13,61 Ba 9,84Dc 8,97 Cc
B4 0Aa 0Aa 0OAa 0Aa 2Bb 89Aa 98Aa 98Aa 84Aa 30Db 11,89 Ab 13,11 Aa 12,73Ba 11,21Cb 6,37 Dc
BS5 O0Aa 0Aa 0OAa 0Aa 0Aa 93 Aa 98Aa 98Aa 99Aa 82Aa 12,43 Ac 14,47 Ab 14,74 Ab 16,14 Aa 11,21 Ac
B6 0Aa 0Aa OAa 0Aa 0Aa 8lAa 93Aa 93Aa 90Aa 47Cb 11,30 Ab 13,51 Aa 12,75Ba 11,79Cbh 8,17 Cc
B7 O0OAa 0Aa OAa 0Aa 0Aa 89Aa 91Aa 91Aa 87Aa 58Ch 12,23 Aa 12,88 Aa 12,51 Ba 12,33Ca 9,22Ch
B8 0Aa 0Aa OAa 0Aa 0Aa 80Ab 92Aa 92Aa 93Aa 72Bb 11,34 Ab 13,60 Aa 13,97 Aa 13,84 Ba 10,45Bb
B9 O0Aa 0Aa OAa 0Aa 0Aa 87Aa 92Aa 92Aa 89Aa 54Ch 11,36 Ab 13,60 Aa 13,33 Ba 12,56 Ca 10,06 Bb
CV (%) 42,50 6,80 8,62

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

LS
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4.3 Emergéncia em Condigdes Controladas

Em uma anélise dos dados apresentados, na Tabela 1E (anexo),
referentes a cultivar CSC 447, observa-se que houve interacdo entre lotes e
temperaturas para todas as variaveis analisadas. Em relacdo as médias dos lotes,
apresentados na Tabela 7, quanto a avaliacdo, realizada aos 7 dias, verifica-se
que somente a temperatura de 25°C houve estratificacdo dos lotes da cultivar
CSC 447. Os lotes V6, V7, V8 e V9 tiveram médias inferiores aos demais.
Quanto a avaliacdo realizada aos 14 dias, observa-se que a 20°C, os lotes V2 e
V4 apresentaram médias inferiores e os lotes V6, V7 e V8 médias superiores.
No entanto, a temperatura de 25°C, os lotes V6, V7 e V8 apresentaram médias
inferiores aos demais. Aos 21 dias, avaliacdo final da emergéncia, os lotes V5 e
V6 foram superiores aos demais a temperatura de 20°C; e, em relacdo a

temperatura de 25°C, o lote V6 e V8 foi inferior aos demais.

Tabela 7 - Médias de plantulas emergidas aos 7 dias — E7 (%), 14 dias — E14 (%)
e aos 21 dias — E21 (%) a 20°C, 25°C e 30°C para os lotes de
sementes de tabaco da cultivar CSC 447 — Virginia.

Meédias — CSC 447
E7 E14 E21
Lotes 20°C 25°C 30°C 20°C 25°C 30°C 20°C 25°C 30°C
V1l O0Ab 94Aa 91Aa 82Bb 96 Aa 96 Aa 92Bb 96 Aa 97 Aa
V2 0Ac 93Aa 77Ab 77Ch 96 Aa 94 Aa 90Bb 96 Aa 96 Aa
V3 O0Ab 91Aa 93Aa 83Bb 98 Aa 97 Aa 91Bb 99 Aa 97 Aa
V4 O0Ab 93Aa 95 Aa 79Cb 97 Aa 97 Aa 90Bb 97 Aa 97Aa
V5 O0Ab 92Aa 90Aa 90 Ab 96 Aa 96 Aa 97 Aa 97 Aa 97 Aa
V6 O0Ac 70Bb 87Aa 94 Aa 88Bb 93 Aa 96 Aa 92Ba 94 Aa
V7 O0Ab 75Ba 85Aa 90 Aa 91Ba 94 Aa 93Ba 94 Aa 95Aa
V8 O0Ab 76Ba 88Aa 91 Aa 87Bb 94 Aa 93Ba 88Ch 94 Aa
V9 O0Ac 75Bb 92Aa 83Bb 94 Aa 95 Aa 93Ba 95 Aa 96 Aa
CV (%) 7,87 3,75 2,58
Médias seguidas pela mesma letra mintscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Nota-se que a resposta dos lotes do cultivar CSC 447 as diferentes
temperaturas e épocas de avaliacdo foi extremamente variavel. Esse mesmo
comportamento foi verificado para o indice de velocidade de emergéncia — IVE
(TABELA 8). A velocidade de emergéncia das plantulas é considerada
importante estimador da performance das sementes em condigdes de campo ou
casa de vegetacdo. Observa-se que, a temperatura de 20°C, os lotes V5, V6, V7
e V8 emergiram mais rapidamente que os demais lotes e, a temperatura de 25°C,

os lotes V6, V7 e V8 tiveram menor velocidade de emergéncia.

Tabela 8 - Médias de indice de velocidade de emergéncia — IVE e coeficiente de
uniformidade de germinacdo — CUG a temperaturas de 20°C, 25°C e
30°C para os lotes de sementes de tabaco de a cultivar CSC 447 —

Virginia.
Médias — CSC 447
IVE CUG
Lotes 20 °C 25°C 30°C 20 °C 25°C 30°C

V1 8,45Bb 16,35 Aa 16,47 Aa 0,13 Bc 1,34Ba 0,38Chb
V2 7,58Bb 15,21 Aa 15,16 Aa 0,15Ba 0,83Cb 0,24Ca
V3 8,28Bc 15,05 Ab 16,60 Aa 0,26Bc 059Db 1,20Ba
V4 7,60Bb 15,64 Aa 17,06 Aa 0,20Bb 1,97 Aa 2,09 Aa
V5 8,82Ab 14,85Aa 16,17 Aa 0,27Ba 0,36 Da 0,34Ca
V6 9,56 Ac 13,47Bb 16,06 Aa 0,57Ab  0,15Ea 0,27 Ca
V7 8,70 Ac 14,02Bb 16,10 Aa 0,34 Aa 0,24 Ea 0,31Ca
V8 9,41 Ac 14,06 Bb 16,29 Aa 0,44Ab 030Db 0,90 Ba
V9 8,40Bc 14,94 Ab 17,03 Aa 0,18Bb 0,37Db 0,92 Ba

CV (%) 3,66 20,50

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Quanto ao coeficiente de uniformidade de germinacdo — CUG,
(TABELA 8), houve estratificacdo dos lotes da cultivar CSC 447 em relacéo a
todas as temperaturas avaliadas. Os lotes V6, V7 e V8 tiveram médias superiores
a temperatura de 20°C e, consequentemente, emergéncia mais uniforme quando
comparados aos demais. A temperatura de 25°C, observa-se maior diferenciagéo

dos lotes e, para os lotes V6 e V7, os resultados foram inferiores e, para o lote
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V4, foi superior. Quanto a temperatura de 30°C, observa-se que os lotes V1, V2,
V5, V6 e V7 apresentaram médias inferiores e o lote V4 apresentou média
superior. No entanto, apesar do CUG ter estratificado os lotes em varios grupos,
pode-se predizer que ndo é um teste eficiente na classificacdo dos lotes da
cultivar CSC 447, em diferentes niveis de vigor, pois se verifica que o
coeficiente de variacdo foi maior que 20, conferindo baixa precisdo dos
resultados (PIMENTEL-GOMES, 2009).

Em uma andlise dos dados representados, na Tabela 1F (anexo),
referentes a cultivar BAT 2101, verifica-se que houve interacdo entre os lotes e
temperaturas para todas as variaveis representadas. Observando os dados das
médias dos lotes, apresentados na Tabela 9, verifica-se que, aos 7 dias de
avaliacdo, houve maior separagdo dos lotes, em diferentes niveis a 25°C, sendo
os melhores resultados atribuidos aos lotes B3 e B5. A 30°C, os lotes B1, B5 e

B9 apresentaram médias superiores.

Tabela 9 - Médias de plantulas emergidas aos 7 dias — E7 (%), 14 dias — E14 (%)
e aos 21 dias — E21 (%) a 20°C, 25°C e 30°C para os lotes de
sementes de tabaco da cultivar BAT 2101.

Meédias — BAT 2101
E7 E14 E21
Lotes 20°C 25°C 30°C 20°C  25°C 30°C 20°C 25°C 30°C
Bl O0Ab 82Ba 85Aa 94 Aa 90Ba 93 Aa 9% Aa 91Cb 95Aa
B2 O0Ab 79Ba 76Ba 87Bb 93 Aa 92 Aa 90Bb 93Ba 95Aa
B3 O0Ab 86Aa 76Ba 88Bb 96 Aa 93 Aa 91Bb 96 Aa 94 Aa
B4 O0Ab 79Ba 74Ba 96 Aa 93 Aa 95 Aa 98 Aa 93Bb 97 Aa
B5 O0Ab 95Aa 85Aa 91 Ab 98 Aa 93 Ab 94 Ab 98 Aa 93 Ab
B6 O0Ab 79Ba 74Ba 93 Aa 96 Aa 91 Aa 95 Aa 96 Aa 93 Aa
B7 OAb 76Ba 68Ba 95 Aa 95Aa 90 Ab 96 Aa 95Ba 92 Aa
B8 O0OAc 64Cbh 77Ba 86 Bb 85Bb 91 Aa 91Ba 86Db 92 Aa
B9 O0Ac 71Cb 83Aa 97 Aa 97Bb 91 Ab 97 Aa 88Dc 93 Ab
CV (%) 7,01 3,17 2,85
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Aos 14 dias de avaliacdo, nota-se que ha tendéncia de igualagdo da
emergéncia dos lotes; verifica-se diferenciacdo dos lotes em dois niveis de vigor,
nas temperaturas de 20°C e 25°C, conferindo maiores médias para os lotes B4,
B5, B6 e B7. Quanto a avaliacdo, realizada aos 21 dias, observa-se que a
temperatura de 20°C, as menores médias foram observadas para os lotes B2, B3
e B8. A temperatura de 25°C, houve estratificacio dos lotes em quatro niveis de
vigor; os lotes B3, B5 e B6 se destacaram em relagdo aos demais e os lotes B1,
B8 e B9 apresentaram as médias inferiores.

Nota-se que os lotes da cultivar BAT 2101, também, apresentaram
respostas varidveis de emergéncia de plantulas em relacdo as diferentes
temperaturas e épocas de avaliagdo. Este mesmo comportamento foi observado,
também, para o indice de velocidade de emergéncia das plantulas — IVE e
coeficiente de uniformidade de germinagdo — CUG (TABELA 10). Em uma
analise dos dados referentes ao IVE, verifica-se que houve diferenca entre as
médias dos lotes em todas as temperaturas e que hd uma maior estratificacdo dos
lotes a temperatura de 25°C e, para o lote B5, observa-se maior velocidade de
germinacgdo em relacdo aos demais; os lotes B4, B8 e B9 apresentaram médias
inferiores de velocidade de germinacdo. Em relacdo as temperaturas de 20°C e
30°C, observa-se que houve diferenca de comportamento entre os lotes
avaliados e, para o lote B5, os resultados, também, foram superiores,
considerando-o como lote de melhor qualidade. Quanto ao CUG, observa-se que
ha alta variacdo dos resultados; & temperatura de 20°C, o lote B9 apresentou
média superior aos demais. O lote B5 teve resultados superiores de uniformidade
de germinacdo para as temperaturas de 25°C e 30°C. Nota-se que ha uma
inconsisténcia dos resultados obtidos nesta analise, sugerindo-se, mais uma vez,
que o coeficiente de uniformidade de germinacdo apresenta-se como sendo de
baixa precisdo para a avaliacdo do vigor de sementes de tabaco das cultivares

utilizadas no estudo.
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Tabela 10 - Médias de indice de velocidade de emergéncia — IVE e coeficiente
de uniformidade de germinacdo — CUG a temperaturas de 20°C,
25°C e 30°C para os lotes de sementes de tabaco de a cultivar BAT

2101 — Burley.
Médias — BAT 2101
IVE CUG
Lotes 20°C 25°C 30°C 20 °C 25°C 30°C

Bl 9,717Ac 13,97Bb 16,05 Aa 041Ca 032Da 0,22Ba
B2 8,97Bb 14,21 Ba 14,65Ba 0,77Ba 0,58Ca 0,74 Aa
B3 9,21Bc 14,21Bb 15,39 Aa 0,81Ba 098Ba 0,33Bb
B4 9,86 Ac 1350Cb 14,68 Ba 0,62Bb 099Ba 0,21Bc
B5 9,70 Ab 15,78 Aa 16,31 Aa 0,27Cc 2,68 Aa 0,60 Ab
B6 9,69 Ab 1421Ba 14,39Ba 0,82Ba 0,79Ba 0,19Bb
B7 9,65Ab 14,07Ba 14,16Ba 0,57Ba 0,67Ca 0,15Bb
B8 8,90Bc 12,57Cb 15,88 Aa 0,20Cb 057Ca 0,15Bb
B9 10,18 Ac 12,67Cb 15,93 Aa 236 Aa  053Cb 0,32Bb

CV (%) 2,89 20,50

Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em uma andlise geral dos resultados obtidos, no teste de emergéncia,
para as duas cultivares, CSC 447 e BAT 2101, observa-se que a temperatura
supradtima ndo foi eficiente para identificar diferentes niveis de qualidade dos
lotes avaliados. Infere-se, portanto, que a emergéncia em temperatura de 30°C
ndo se constitui em estresse suficiente para classificar os lotes de sementes de
tabaco em niveis de vigor. No entanto, sugere-se que a temperatura de 30°C ¢
ideal para a producdo de mudas em sistema-float, pois apresentou médias
superiores a 80 pontos percentuais em relagdo as avaliagdes realizadas aos 21
dias. Além disso, nesta temperatura, verificam-se, também, médias superiores
em relagdo ao IVE.

Comparando o0s resultados, obtidos nos testes de emergéncia e
germinacgdo, para os cultivares CSC 447 e BAT 2101, nota-se que as respostas
obtidas na avaliacdo, aos 21 dias do teste de emergéncia, conduzido a 25°C
foram mais semelhantes as obtidas no teste de germinacdo, caracterizando 0s

lotes V6, V7 e V8 da cultivar CSC 447 como sendo de qualidade inferior e os
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lotes V1, V2, V3, V4 e V5 de qualidade superior; para a cultivar BAT 2101,
caracterizam-se os lotes B8 e B9 como sendo de qualidade inferior e o lote B5
de melhor qualidade.

De modo geral, testes baseados no crescimento de plantulas, embora
sejam simples de serem conduzidos, sdo considerados menos sensiveis em
detectar diferencas de vigor quando comparados aos testes que sdo baseados na
integridade das membranas e toleréncia a estresse (NAKAGAWA, 1999).

4.4 Condutividade elétrica

Em uma analise dos resultados apresentados, na Tabela 1G (anexo),
quando foram testados quatro diferentes tempos de embebicéo, 6, 12, 18 e 24
horas a temperatura de 25°C, verifica-se que as leituras da condutividade
elétrica, tanto pelo condutivimetro SAD 9000° adaptado quanto ao
condutivimetro MS TECNOPON®, referentes aos lotes das cultivares CSC 447 e
BAT 2101, ndo variaram em relacdo aos diferentes periodos de embebicéo.

Tradicionalmente, para a maioria das espécies, teste de condutividade
elétrica tem sido conduzido utilizando-se o periodo de 24 horas de embebicdo.
No entanto, como ndo houve interacdo estatisticamente significativa entre os
lotes e tempos de embebicao, para as cultivares CSC 447 e BAT 2101, verifica-
se gue as leituras da condutividade elétrica mantiveram mesma tendéncia,
durante todos os periodos de embebigdo, concluindo que é possivel a realizagao
do teste utilizando-se o periodo de seis horas. Este resultado é consideravel, pois
a obtencdo de resultados mais rapidos permite a agilidade, na tomada de
decisBes de empresas sementeiras, principalmente, no que se refere as operagdes
de processamento e comercializacdo das sementes.

Resultados similares foram obtidos em pesquisas realizadas com
sementes de outras espécies de Solanaceas; Vidigal et al. (2008) determinaram

que o periodo de uma hora embebicdo é eficiente na avaliacdo do vigor de
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sementes de pimenta; para sementes de tomate, o periodo de embebicdo foi
reduzido para seis horas (SA, 1999) e, para sementes de pimentdo, para duas
horas (OLIVEIRA; NOVEMBRE, 2005).

Em uma andlise dos dados apresentados, na Tabela 11, referentes as
médias de condutividade elétrica em relagdo aos dois condutivimetros, SAD
9000® e MS TECNOPON® para as duas cultivares, CSC 447 e BAT 2101,
verifica-se que o coeficiente de variacdo para o método SAD 9000® é
considerado alto, segundo classificacdo proposta por Pimentel-Gomes (2009).
Este resultado pode ser atribuido a grande variacdo observada entre as repeticdes
em decorréncia da baixa eficiéncia do condutivimetro SAD 9000® para leituras
de condutividade elétrica. Dessa forma, infere-se que o condutivimetro MS
TECNOPON® é mais preciso na avaliacdo da condutividade elétrica de sementes

de tabaco em relacéo ao condutivimetro SAD 9000°.

Tabela 11 - Médias da condutividade elétrica — CE (uScm™g™) mensuradas
utilizando-se dois tipos de condutivimetro, SAD 9000® - SAD e MS
TECNOPON® - MS, e quatro periodos de embebicéo, 6, 12, 18 e 24
horas, de lotes de sementes de tabaco das cultivares CSC 447 —
Virginia e BAT 2101 — Burley.

Meédias - CSC 447 Médias — BAT 2101
Lotes IND MS Lotes IND MS

V1 2660 b 2434 e B1 3151 b 1891 b
V2 3491 ¢c 1414 a B2 2095 a 1541 a
V3 2199 a 1374 a B3 3617 b 1624 a
V4 3233 ¢ 1358 a B4 2859 b 1528 a
V5 2620 b 1347 a B5 2886 b 1778 b
V6 2167 a 1813 ¢ B6 2691 b 1914 b
V7 3327 ¢ 1663 b B7 2552 b 1767 b
V8 1606 a 2053 d B8 2422 b 1526 a
V9 1646 a 1894 ¢ B9 1365 a 1572 a
CV (%) 41,71 12,46 CV (%) 49,46 12,98

Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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Em uma analise dos resultados das leituras de condutividade referentes a
cultivar CSC 447, condutividade em massa (TABELA 11), verifica-se que 0s
lotes V1, V6, V8 e V9 apresentaram médias superiores e os lotes V2, V3, V4 e
V5 médias inferiores. Estes resultados sdao semelhantes as informacdes obtidas
nos testes de germinacdo e emergéncia a 25°C, independente do periodo de
avaliacdo. O teste de condutividade elétrica tem como principio a medicdo da
quantidade de exsudatos lixiviados para 0 meio externo, durante periodo de
embebicdo das sementes, estando diretamente relacionado com a integridade das
membranas celulares (VIDIGAL et al., 2008). Dessa forma, presume-se que 0s
lotes V2, V3, V4 e V5 sd0 0s mais vigorosos, pois quanto menor o valor da
leitura da condutividade elétrica, maior a velocidade de restabelecimento da
membrana plasmatica e menor a lixiviacdo de eletrélitos para o meio externo
(MILOSEVIC; VUJAKOVIK; KARAGIC, 2010).

Quanto a cultivar BAT 2101, observa-se que os lotes B1, B5, B6 e B7
apresentaram médias superiores e os lotes B2, B3, B4, B8 e B9 médias
inferiores. Para esta cultivar, as leituras de condutividade proporcionaram
resultados distintos das informacGes obtidas nos testes de germinacdo e
emergéncia a 25°C.

Concluiu-se, portanto, que o teste de condutividade elétrica apresentou
eficiéncia variavel em funcdo do cultivar de tabaco avaliado. Outras pesquisas,
também, evidenciaram o efeito do gendtipo, dentro de uma mesma espécie,
sobre os resultados do teste; Panobianco (2000) referiu que as caracteristicas do
embrido de hibridos de tomate pode ser a causa da discrepancia de resultados;
em outros casos, este efeito foi relacionado as caracteristicas do tegumento, que
podem diferir entre gendtipos de diversas espécies. Resultados semelhantes
foram obtidos, em estudos conduzidos por Rodo (2002), utilizando sementes de
cebola, nos quais verificou-se que o teste proporcionou resultados discrepantes

as informacdes obtidas, no teste de emergéncia das plantulas, para uma das
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cultivares analisadas, verificando, também, eficiéncia variavel em relacdo a
cultivar avaliada.

Em pesquisas com sementes de tabaco, Carvalho e Novembre (2011)
utilizaram 0,5; 0,8 e 1,0 g de sementes embebidas, em 25 mL de adgua destilada,
mantidas a 25°C por 2, 4, 6, 8 e 24 horas e ndo encontraram resultados
consistentes para a cultivar 439; concluiram que o teste de condutividade elétrica

nao é adequado para estimar o vigor das sementes de tabaco.
4.5 Envelhecimento Artificial

Em uma analise dos dados apresentados, na Tabela 1H (anexo),
referentes a andlise de variancia da cultivar CSC 447, verifica-se que os lotes de
sementes de tabaco apresentaram respostas variaveis em relacdo aos diferentes
periodos de envelhecimento.

Analisando os resultados relacionados as médias de grau de umidade da
cultivar CSC 447, na Tabela 12, observa-se que houve uma variacdo entre as
médias de 8,8%, 8,1% e 8,0% quanto aos periodos de 12, 24 e 72 horas de
envelhecimento artificial, respectivamente. Marcos-Filho (1999) recomenda que
as variacOes entre as amostras sejam inferiores a 4,0%, pois, segundo Rodo
(2002), a desuniformidade e a velocidade de absorcdo de agua entre as amostras
de sementes podem resultar em deterioracdo diferenciada, comprometendo os
resultados do teste.

Em relacdo as médias de germinacdo da cultivar CSC 447 (TABELA
12), verifica-se que houve uma maior estratificacdo dos lotes, quando foram
expostos a 72 horas de envelhecimento, sendo atribuidas as menores médias para
os lotes V1, V3, V5, V6, V7 e V8. Todavia, os lotes V2 e V4 apresentaram
médias superiores aos demais. Quanto a contagem realizada, aos 7 dias, observa-

se que, para os tempos de envelhecimento, durante 24 e 72 horas, os lotes foram
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diferenciados em trés niveis de vigor, sendo os lotes V6, V7, V8 E V9 inferiores

aos demais.

Tabela 12 - Médias de grau de umidade — GU (%), germinagdo — G (%) e
contagem aos 7 dias — G7 (%) de lotes de sementes de tabaco
submetidas a trés diferentes tempos de envelhecimento artificial
(12, 24 e 72 horas) para a cultivar CSC 447 — Virginia.

Meédias — CSC 447
GU (%) G (%) G7 (%)
Lotes 12 24 72 12 24 72 12 24 72
V1 225 236 245 97 Aa 83Cc 89Cbhb 70Ba 0Cb 77 Aa
V2 235 246 252 97 Aa 91Bb 97 Aa 89 Aa 85Aa 86 Aa
V3 16,6 238 243 96 Aa 97Aa 90Cb 83 Aa 79 Aa 81 Aa
va 17,1 201 211 96 Aa 85Cb 99 Aa 89 Aa 76 Aa 84 Aa
V5 20,1 214 235 96 Aa 91Bb 86Cc 88Aa 4Bc 74Ab
V6 16,0 209 21,7 89Ba 92Ba 74Db 75Ba 1Cc 58Bb
V7 147 209 21,8 95Aa 95Aa 8lCb 82Aa 0Cc 45Cb
V8 154 282 291 96 Aa 92Bb 90Cb 74Ba 0Cc 14Db
V9 208 219 227 96 Ab 99 Aa 93Bb 78Ba 0Cc 15Db
CV (%) 3,58 8,13
Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Com o intuito de obter resultados rapidos e objetivos, foi realizada uma
contagem das plantulas normais ap6s 10 dias de germinacdo. As médias estdo
representadas na Tabela 13. Verifica-se que houve maior diferenciacdo dos lotes
em niveis de vigor, quando expostos a 24 horas de envelhecimento artificial e
que os lotes V1, V6, V8 e V9 apresentaram as menores médias de plantulas
normais. Em relacdo ao periodo de 72 horas de envelhecimento artificial,
observa-se que a menor média foi atribuida ao lote V6 e as maiores aos lotes V2
e V4.

Para o indice de velocidade de germinagdo — IVG, (TABELA 13), nota-
se que, para o periodo de 24 horas de envelhecimento artificial, os lotes V1, V6,
V8 e V9 apresentaram médias inferiores. Em relagdo ao periodo de 12 horas de

envelhecimento artificial, observa-se que os lotes V1, V6, V8 e V9 foram
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inferiores e o lote V2 superior aos demais. Para o periodo de 72 horas de
envelhecimento artificial, os lotes V2, V6, V7, V8 e V9 foram inferiores aos

demais.

Tabela 13 - Médias de contagem aos 10 dias — G10 (%) e indice de velocidade
de germinacdo — IVG de lotes de sementes de tabaco submetidas a
trés diferentes tempos de envelhecimento (12, 24 e 72 horas) para a
cultivar CSC 447 — Virginia

Médias — CSC 447

G10 (%) IVG
Lotes 12 24 72 12 24 72

V1 96Aa  23Dc  85Bb 913Ca 507Cb 863Aa
V2 94Aa  89Aa  96Aa 11,20 Aa 10,17 Ab 8,04 Bc
V3 94Aa  91Aa  89Ba 10,20Ba  9,41Ab 8,93 Ab
V4 95Aa  82Bb 98 Aa 10,05Ba 9,16 Aa 9,44 Aa
V5 96Aa  80Bb  85Bb 10,20Ba  6,77Bc 8,49 Ab
V6 89Aa 6l1Cc  72Cb 944Ca 573Cc 7,23Bb
V7 93Aa  82Bb  81Bb 998Ba 6,81Bc  8,01Bb
V8 96 Aa 3Eb 86 Ba 950Ca 512Cc  7,34Bb
V9 9%5Aa 67Cb  86Ba 937Ca 592Cc  7,92Bb

CV (%) 8,17 8,45

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Em uma analise dos dados referentes a analise de variancia da cultivar
BAT 2101, na Tabela 11 (anexo), verifica-se que as respostas dos lotes da
cultivar BAT 2101 foram variaveis em relacdo aos trés periodos de avaliacao.

Analisando as médias do grau de umidade da cultivar BAT 2101, na
Tabela 14, verifica-se que houve uma variacdo de 11,1%, 10,6% e 8,9% em
relagdo aos periodos de 12, 24 e 72 horas de envelhecimento artificial,
respectivamente. De acordo com Marcos-Filho (2015) e Powell (1985),
sementes pequenas, normalmente, absorvem agua mais rapidamente, gerando
grande variagdo no teor de agua entre as amostras e diferengas na intensidade de

deterioracdo das sementes.
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Quanto as médias de germinacdo, representadas na Tabela 14, verifica-
se que houve maior diferenciacdo dos lotes de sementes de tabaco para os
periodos de 24 e 72 horas de envelhecimento artificial. Quanto ao periodo de 24
horas, os lotes B2, B6 e B7 apresentaram médias superiores e o lote B8 média
inferior aos demais. Para o periodo de 72 horas de envelhecimento, observa-se

que os lotes B6, B8 e B9 apresentaram resultados inferiores aos demais lotes.

Tabela 14 - Médias de grau de umidade — GU (%), germinacdo — G (%) e
contagem aos 7 dias — G7 (%) de lotes de sementes submetidas a
trés diferentes tempos de envelhecimento artificial (12, 24 e 72
horas) para a cultivar BAT 2101 - Burley.

Médias — BAT 2101
GU (%) G (%) G7 (%)

Lotes 12 24 72 12 24 72 12 24 72
Bl 126 20,2 223 95 Aa 93Ba 95Aa 87 Aa 79 Aa 91Aa
B2 155 219 231 96 Aa 96 Aa 98 Aa 92 Aa 85Aa 92Aa
B3 195 205 213 91Bb 90Bb 97 Aa 48Bb 55Bb 73 Aa
B4 208 242 257 95Aa 91Bb 99 Aa 75Aa 72Aa 84 Aa
B5 19,0 22,7 245 97 Aa 92Ba 98 Aa 48Bb 89 Aa 90 Aa
B6 15,7 248 26,0 90Ba 96 Aa 91Ba 43Bb 85Aa 83Aa
B7 237 258 260 89Bb 96Aa 96 Aa 0ODb 82Aa 3Cb
B8 16,1 258 26,7 84Bb 79Cb 91Ba 18Cb 1Cc 47Ba
B9 154 220 230 89Bb 98Aa 89Ch 1Db 92Aa 3Cb

CV (%) 4,07 11,54

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Analisando os resultados referentes a contagem, aos 7 dias, apds a
semeadura (TABELA 14), verifica-se que foi possivel separar os lotes em
diferentes niveis de vigor, para todos os periodos de envelhecimento e que, de
modo geral, os lotes B7, B8 e B9 apresentaram médias inferiores.

Em relagdo aos resultados referentes a contagem, aos 10 dias, apo6s a
semeadura (TABELA 15), verifica-se que houve maior diferenciagcdo dos lotes
expostos aos periodos de 24 e 72 horas de envelhecimento artificial. Para o

periodo de 24 horas, observa-se que os lotes B4 e B8 foram inferiores, no
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entanto, para o periodo de 72 horas, os lotes B6, B7, B8 e B9 foram inferiores

aos demais.

Tabela 15 - Médias da contagem aos 10 dias — G10 (%) e indice de velocidade
de germinacdo — IVG de sementes submetidas a trés diferentes
tempos de envelhecimento (12, 24 e 72 horas) para a cultivar BAT

2101 - Burley.
Médias — BAT 2101
G10 (%) IVG
Lotes 12 24 72 12 24 72

Bl 95 Aa 89 Aa 95 Aa 10,72 Aa 10,48Ba 9,45 Aa
B2 96 Aa 96 Aa 97 Aa 10,82 Aa 11,90 Aa 9,63 Ab
B3 84 Bb 87 Ab 94 Aa 7,99Ca 845Ca 9,10Aa
B4 95 Aa 82 Bb 98 Aa 9,75Ba 9,52Ca 9,25Aa
B5 97 Aa 91 Aa 97 Aa 9,02Bb 12,24 Aa 9,72 Ab
B6 88 Ba 94 Aa 88 Ba 8,12Cb 11,14Ba 8,84 Ab
B7 82 Bb 95 Aa 87 Bb 6,71Db 10,35Ba 7,23Bb
B8 79 Ba 71Cb 88 Ba 7,36 Db 6,40Db 8,51 Aa
B9 82 Bb 94 Aa 76 Cb 6,91Db 12,56 Aa 6,35Bb

CV (%) 6,88 9,03

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maiuscula na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Para o indice de velocidade de emergéncia — IVG, (TABELA 15),
observa-se que os periodos de 12 e 24 horas de envelhecimento artificial foram
mais eficientes, na separacdo dos lotes em niveis de vigor, porém as respostas
dos lotes foram bastante variaveis em todos os periodos avaliados.

Comparando os resultados obtidos nos diferentes periodos testados no
teste de envelhecimento artificial com os resultados dos testes de germinagéo e
emergéncia a 25°C, infere-se que, para ambas as cultivares, CSC 447 e BAT
2101, o teste de envelhecimento artificial a 41°C, por 72 horas, com avaliagdo
aos 16 dias, apos a semeadura, foi eficiente na estratificacdo dos lotes de
sementes de tabaco em diferentes niveis de vigor.

Em pesquisas com sementes de tabaco, relacionadas & adaptagdo do teste

de envelhecimento acelerado, para avaliagdo do vigor, Medeiros (2008)
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determinou que o envelhecimento dos lotes por 18 horas a 38+2°C e 60 horas a
41+2°C foi eficiente na avaliagdo do vigor de sementes de tabaco das cultivares
CSC 405 e CSC 459.

Em estudos realizados com sementes de outras espécies das Solanaceas,
como tomate (PANOBIANCO; MARCOS-FILHO, 2001) e pimentdo
(PANOBIANCO; MARCOS-FILHO, 1998), também, propuseram-se que 0
periodo de 72 horas de embebicdo a 41°C ¢é eficiente na avaliacdo da qualidade
fisioldgica das sementes.

Segundo Baalbaki et al. (2009), sementes mais vigorosas sdo mais
tolerantes as condi¢cBes de envelhecimento artificial e, consequentemente,
produzem maior porcentagem de plantulas normais. Dessa forma, presume-se
que, para a cultivar CSC 447, os lotes V1, V3, V5, V6, V7 e V8 sdo
classificados como sendo menos vigorosos e os lotes V2 e V4 0s mais vigorosos.
Para a cultivar BAT 2101, os lotes B6, B8 e B9 sdo considerados como menos

vigorosos e os lotes B1, B2, B3, B4 e B5 mais vigorosos.
4.6 Teste de tetrazolio

Os dados referentes as metodologias de pré-tratamento das sementes de
tabaco com KNO; 0,2% por 0, 1, 3 e 6 horas de embebicdo e posterior imersao
em solucdo de tetrazolio 1,0% por 6, 12, 18 e 24 estdo representados na Tabela
16.

Em uma analise geral dos resultados, nota-se que, independente do
tempo de embebicdo em KNOj3 0,2%, a imersdo das sementes em tetrazolio, por
24 horas, proporcionou maiores médias de sementes vidveis. O principal
objetivo do teste de tetrazolio é a obtengdo de uma estimativa geral e rapida da
viabilidade das sementes, sendo amplamente utilizado quando a informacéo do
potencial de germinagdo das sementes € urgentemente necessaria (MILOSEVIC,;
VUJAKOVIK; KARAGIC, 2010). Dessa forma, sugere-se a imersdo direta de



72

sementes de tabaco em tetrazolio 1,0%, por 24 horas, sem pré-condicionamento
das sementes para a determinacdo da viabilidade de sementes de tabaco.

Tabela 16 - Médias de sementes viaveis submetidas a quatro periodos de
embebicdo em KNO;3; 2,0% (0, 1, 3 e 6 horas) e quatro tempos de
imersdo em solucdo de tetrazélio 1,0% (12, 16, 20 e 24 horas) —
cultivar CSC 416 — Virginia.

Meédias sementes viaveis

Tempo KNO;
Tempo TZ 0 1 3 6
6 35 Da 29 Db 26 Db 24 Db
12 79 Ca 79 Ca 72 Ch 73 Ch
18 91 Ba 86 Ba 88 Ba 92 Ba
24 99 Aa 98 Aa 99 Aa 98 Aa
CV (%) 6,33

Meédias seguidas pela mesma letra minGscula na linha e maitscula na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Os resultados referentes a metodologia de pré-tratamento das sementes
de tabaco, utilizando-se diferentes concentracdes de hipoclorito de sddio e
quatro periodos de imersdo em solucdo de tetrazolio 1,0%, estdo representados
na Tabela 17.

Verifica-se que, para ambas as cultivares testadas, CSC 447 e BAT
2101, a submersdo das sementes em hipoclorito de sédio 1,75% e 3,75% e,
posterior imersdo em tetrazdlio por 18 e 24 horas, proporcionaram as maiores

médias de sementes viaveis.
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Tabela 17 - Médias de sementes vidveis submetidas a trés concentragbes de
hipoclorito de sodio (0, 1,75%, 3,5%) e quatro tempos de imersdo
em solucdo de tetrazolio 1,0% (6, 12, 18 e 24 horas) para lotes de
tabaco das cultivares CSC 447 e BAT 2101.

Meédias sementes viaveis Meédias sementes viaveis
CSC 447 BAT 2101

Hipoclorito de sodio [ ] Hipoclorito de sodio [ ]
Tempo TZ 0 1,75% 3,5% 0 1,75% 3,5%
6 6 Db 3Ch 11 Ca 5Cb 7Ch 19 Ca
12 31Cc 73 Bb 82 Ba 49Bc 70Bb 90 Ba
18 75 Bb 91 Aa 90 Aa 91Ab 96 Aa 98 Aa
24 92 Aa 94 Aa 96 Aa 95 Aa 96 Aa 98 Aa

CV (%) 6,33 5,65

Meédias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maidscula na coluna, ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

No momento de avaliacdo do niumero de sementes viaveis referentes a
cada metodologia de pré-condicionamento, foi constatado que as sementes
imersas em hipoclorito de sddio com concentracdo de 3,5% apresentaram
melhor coloracdo das sementes do que quando se utilizou hipoclorito de sodio a
1,75%. Dessa forma, sugere-se a imersdo das sementes em hipoclorito de sédio a
3,5% e, posterior imersdo em tetrazélio 1,0%, por 18 horas, para a avalia¢do da
viabilidade de sementes de tabaco.

Apo6s a definicdo das melhores metodologias, para a avaliacdo da
viabilidade de sementes de tabaco, foram aplicadas aos lotes de sementes de
tabaco das cultivares CSC 447 e BAT 2101.

Os resultados referentes a imersdo direta em tetrazélio, por 24 horas,
encontram-se na Tabela 18. Observa-se que ndo houve diferenca estatistica entre

as médias de sementes viaveis para os lotes de ambas as cultivares.
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Tabela 18 - Médias de sementes viaveis submetidas a imersdo direta em
tetrazélio 1,0% por 24 horas de lotes de tabaco das cultivares CSC
447 — Virginia e BAT 2101 — Burley.

Meédias sementes viaveis

Lotes CSC 447 Lotes BAT 2101
V1 97 a B1 93a
V2 97 a B2 93a
V3 93a B3 94 a
V4 95a B4 94 a
V5 94 a B5 9% a
V6 97 a B6 9% a
V7 96 a B7 94 a
V8 95a B8 9la
V9 97 a B9 93a

CV (%) 2,33 CV (%) 2,46

Médias seguidas pela mesma letra mintscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

No entanto, observa-se que, de modo geral, os resultados obtidos no
teste, utilizando-se a metodologia de imersdo direta em tetrazolio 1,0%, por 24
horas, foram semelhantes aos resultados obtidos, no teste de germinacao,
apresentando uma variacdo de no maximo 4,0%.

Os dados referentes a média de sementes vidveis para as cultivares CSC
447 e BAT 2101, submetidas ao teste de tetrazolio, utilizando-se submersao em
hipoclorito de sodio 3,5% e, posterior imersdo em solucdo de tetrazdlio 1,0%,

por 18 horas, estdo apresentados na Tabela 19.
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Tabela 19 - Meédias de sementes vidveis submetidas ao pré-condicionamento
utilizando-se hipoclorito de sédio 3,5% e posterior imersdao em
tetrazélio 1,0% por 18 horas para lotes de tabaco das cultivares
CSC 447 — Virginia e BAT 2101 — Burley.

Meédias sementes viaveis

Lotes CSC 447 Lotes BAT 2101
V1 93D B1 93a
V2 98 a B2 94 a
V3 93 b B3 90a
V4 96 a B4 94 a
V5 97 a B5 94 a
V6 92b B6 95 a
V7 92b B7 94 a
V8 94 b B8 9% a
V9 95a B9 95 a

CV (%) 2,45 CV (%) 3,57

Médias seguidas pela mesma letra mintscula, na coluna, ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade

Em uma andlise dos resultados, observa-se que houve diferenca entre
médias de sementes vidveis dos lotes da cultivar CSC 447, sendo os melhores
resultados atribuidos aos lotes V2, V4, V5 e V9, sendo superiores aos demais
lotes.

Para a cultivar BAT 2101, observa-se que ndo houve diferenca
significativa entre as médias de sementes viaveis dos lotes.

De modo geral, analisando-se os dados referentes a cultivar CSC 447,
observa-se que os resultados obtidos no teste, utilizando-se o hipoclorito de
sodio 3,5%, foram semelhantes aos resultados obtidos, no teste de germinacéo,
para a maioria dos lotes, com excegdo dos lotes V1 e V3, nos quais constata-se
qgue as médias de sementes viaveis foram inferiores as médias de plantulas
normais apresentadas no teste de germinacdo. Em relacdo aos lotes V6, V7 e V8,
os resultados foram similares aos dados obtidos no teste de germinagdo, estando
de acordo com afirmac&o feita por Milosevic, Vujakovik e Karagic (2010), que

as sementes vidveis expressam o seu potencial para a formagdo de plantulas
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normais e as sementes inviaveis expressam a ma formacdo das sementes e,
consequentemente, das plantulas.

Em relacdo a cultivar BAT 2101, observa-se que os resultados foram
semelhantes aos obtidos, utilizando-se a metodologia de imersdo direta em
tetrazélio, por 24 horas, apresentando uma variacdo de, no maximo, 4,0% em
relacdo aos resultados obtidos no teste de germinagédo

Em estudos envolvendo a determinacdo de metodologias, para a
avaliacdo da viabilidade de sementes de tabaco, Cui et al. (2014) testaram
diferentes metodologias e concluiram que o método de corte das sementes ao
meio, utilizando-se micr6tomo e, posterior imersdo das sementes em INT
(iodonitrotetrazolium chloride), por duas horas, a 30°C foi eficiente na
determinacdo da viabilidade de sementes de tabaco. No entanto, considera-se
gue a metodologia constitui-se de um processo laborioso e de alto custo, pois,
segundo os mesmos autores, a solucdo de INT, receptor alternativo de
hidrogénio, utilizada no teste, tem valor mais elevado comparado ao custo da
solucdo de tetrazdlio.

A metodologia, proposta pela ISTA (1985), é considerada trabalhosa e
demorada, pois sugere-se que as sementes devem ser mantidas embebidas em
agua por 24 horas; apés este periodo, as sementes sdo cortadas ao meio e
mantidas imersas em solucdo de tetrazolio 0,1% por 44 horas a 30°C; resultando
em, aproximadamente, 70 horas de teste.

Com o intuito de atender o principal objetivo do teste de tetrazélio, que é
a obtencdo de uma estimativa geral e rapida da viabilidade das sementes, sugere-
se que a metodologia, utilizando-se solucdo de hipoclorito 3,5% e imersdo em
tetrazdlio, por 18 horas, é a melhor alternativa para a avaliagdo da viabilidade de
sementes de tabaco, podendo ser caraterizada como sendo rapida, de baixo custo
e facil de ser executada em relacdo as metodologias propostas pela Cui et al.
(2014) e ISTA (1985).
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4.7 Andlise Isoenziméatica

Em uma andlise do perfil enzimatico da enzima catalase (CAT),
apresentado na Figura 1, verifica-se que houve variacGes eletroforéticas entre os
lotes de sementes de tabaco para as cultivares CSC 447 e BAT 2101.

Em relagdo a cultivar CSC 447, observa-se que houve maior expressao
da enzima catalase para o lote V8 e V9. Os lotes V1, V2 e V4 apresentaram
menor expressdo da enzima. Analisando as respostas dos lotes V8 e V9, em
relacdo aos testes testes de vigor, nota-se que foram considerados como sendo
menos vigorosos para a maioria dos resultados obtidos. Sugere-se, portanto, que
0 aumento da atividade da enzima catalase pode estar relacionado a um avango
do processo de deterioracdo dessas sementes, havendo a necessidade de uma
acdo mais intensa de enzimas do complexo antioxidante (MARCOS-FILHO,
2005).

Figura 1 - Perfil enzimatico da enzima catalase (CAT), extraida de sementes de
tabaco das cultivares CSC 447 — Virginia e BAT 2101 - Burley.

V1l V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9

CSC 447 - VIRGINIA BAT 2101 - BURLEY

Quanto & cultivar BAT 2101 (FIGURA 1), verifica-se que houve maior
expressao da enzima catalase para os lotes B7, B8 e B9. Em relacéo aos lotes B4
e B5, verifica-se menor expressao desta enzima. Em uma anélise dos resultados,

obtidos nos testes de vigor, nota-se que houve maior expressdo da enzima
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catalase para os lotes que foram considerados como sendo de baixa qualidade
fisioldgica. A enzima catalase revela-se como protetora de danos oxidativos por
ter a fungdo de catalisar a reacdo de conversao do peroxido de hidrogénio (H,O,)
em agua (H,O) (SCANDALIOS et al., 2005).

Em uma andlise geral dos resultados obtidos, avaliando-se os padrdes
eletroforéticos da enzima catalase, presume-se que a alta atividade da enzima
catalase pode ser associada a baixa qualidade das sementes de tabaco das
cultivar CSC 447 e BAT 2101.

A enzima esterase (EST) atua no metabolismo de lipidios e a sua fungéo
esta relacionada as reacOes de hidrélise de ésteres.O perfil enzimatico desta
enzima encontra-se representado na Figura 2.

Figura 2 - Perfil enzimatico da enzima esterase (EST), extraida de sementes de
tabaco dos cultivares CSC 447 — Virginia e BAT 2101 (Burley).

Bl B2 B3 B4 BS B6 B7 B8 BI
BAT 2101 - BURLEY

Para a cultivar CSC 447, verifica-se que houve maior expressdo da
enzima para os lotes V3, V5 e V8. Para os lotes V1, V2 e V4, nota-se menor
expressdo da enzima, sendo relacionada a sua baixa atividade. Os lotes V2 e V4
caracterizam-se como sendo mais vigorosos em relagdo aos resultados obtidos
nos testes de vigor; por outro lado, o lote V8 apresentou-se como sendo de baixa
qualidade fisioldgica. Entretando, os lotes V3, V5 e V1 tiveram comportamentos
variaveis, em relagdo aos testes de vigor, utilizados na determinagdo do

potencial fisiologico de sementes da cultivar CSC 447.
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Em relagdo a cultivar BAT 2101, observa-se maior expressdo da enzima
esterase para os lotes B4, B7 e B9; os lotes B1, B2, B5 e B8 apresentaram menor
expressdo da enzima esterase. Nota-se que a maior atividade dessa enzima pode
ser relacionada aos lotes de sementes de tabaco de menor qualidade fisioldgica,
segundo resultados obtidos nos testes de vigor.

Em uma analise geral dos resultados, presume-se que alteracdes nos
padrdes da enzima esterase podem evidenciar a ocorréncia de eventos
deteriorativos nas sementes de tabaco das cultivares CSC 447 e BAT 2101.
Estes resultados corroboram com Santos, Menezes e Villela (2004), ao relatarem
maior atividade da enzima em lotes de sementes de feijao com menor qualidade
fisioldgica. Ferreira et al. (2015) verificaram que sementes de milho imaturas e
com danos apresentaram alta atividade da enzima esterase, relacionando a baixa
qualidade das sementes a alta atividade desta enzima.

Na Figura 3 encontra-se o perfil enzimatico da enzima malato
desidrogenase (MDH). Observa-se que houve diferenca entre os padroes
eletroforéticos para ambas as cultivares, CSC 447 e BAT 2101.

Verifica-se que, para a cultivar CSC 447, os lotes V6, V7, V8 e V9
apresentaram maior expressdo da enzima MDH. Os lotes V2, V4 e V5
apresentaram menor expressdo da enzima. A MDH, enzima importante no
processo de respiracdo, atua no ciclo de Krebs e é responsavel pela catalisacdo
do malato a oxaloacetato, para a produgdo de NADH, produto fundamental na
producgdo de ATP e compostos intermediarios essenciais ao funcionamento das
células (TAIZ; ZEIGER, 2004). Infere-se, portanto, que maior a intensidade de
deterioragdo, maior taxa de respiragdo das sementes e, conquentemente, maior a
atividade da MDH. Comparando-se a expressao da enzima MDH aos resultados
obtidos, nos testes de vigor em relagéo aos lotes da cultivar CSC 447, verifica-se

que os lotes mais vigorosos apresentaram menor expressao da enzima.
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Figura 3 - Perfil enzimatico da enzima malato desidrogenase (MDH), extraida de
sementes de tabaco das cultivares CSC 447 — Virginia e BAT 2101 —
Burley.

VliVv2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9

CSC 447 - VIRGINIA BAT 2101 - BURLEY

Em relacdo a cultivar BAT 2101, os lotes B1, B6, B7, B9 apresentaram
maior expressdo da enzima MDH. Por outro lado, os lotes B2, B3, B4 e B5
apresentaram menor expressao da enzima. Observa-se que os lotes B6, B7 e B9
apresentaram-se como sendo menos vigorosos em relacdo aos resultados das
analises dos testes de vigor. Portanto, 0 aumento da intensidade de coloracdo das
bandas, observadas nas analises do perfil enzimatico da MDH, pode ser
relacionado ao aumento da taxa de respiracdo em virtude do processo de
deterioracédo de sementes de baixa qualidade.

Dessa forma, presume-se que as alteragdes, nas bandas eletroforéticas da
enzima malato desidrogenase, sdo relacionadas aos processos deteriorativos de
sementes de tabaco das cultivares CSC 447 e BAT 2101.

A anélise do perfil eletroforético da enzima alcool desidrogenase ndo foi
uma tarefa facil em razdo da baixa intensidade de coloracdo das bandas
(FIGURA 4).
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Figura 4 - Perfil enzimatico da enzima alcool desidrogenase (ADH), extraida de
sementes de tabaco das cultivares CSC 447 — Virginia e BAT 2101 —
Burley.

V1 V2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9
CSC 447 - VIRGINIA ; :

Para a cultivar CSC 447, os lotes V3 e V8 apresentaram maior atividade
e os lotes V1, V2, V5 e V7 apresentaram menor atividade da enzima ADH. A
enzima alcool desidrogenase esta envolvida na reacdo de reducao de acetaldeido
ao etanol e a sua atividade € relacionada a respiracdo anaerdbica (VEIGA et al.,
2010). Segundo Santos, Menezes e Villela (2005), as enzimas envolvidas na
respiracdo podem ser ativadas em sementes de baixa qualidade. Observando os
resultados obtidos na analise dos padrdes eletroforéticos da enzima ADH aos
resultados obtidos nos testes de vigor, infere-se que quanto maior a qualidade
fisiol6gica das sementes, menor a quantidade de acetaldeido nas células e menor
a expressao da enzima ADH.

Analisando o perfil enzimatico, em relacdo a enzima ADH, para a
cultivar BAT 2101 (FIGURA 4), verifica-se que os lotes B1l, B3, B6 e B7
apresentaram maior atividade e os lotes B2, B3 e B5 menor atividade da enzima
ADH. De modo geral, observa-se que os lotes que se caracterizaram como sendo
de maior qualidade, pela analise dos resultados dos testes de vigor, tiveram
menor expressao da enzima ADH.

Em uma analise geral dos resultados, verifica-se que o aumento da
expressao da enzima ADH pode ser relacionado ao aumento da respiracéo
anaerdbica das sementes e ao progresso do processo de deterioracdo das
sementes de tabaco dos cultivares CSC 447 e BAT 2101. Segundo Spinola,
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Cicero e Melo (2000), a analise de isoenzimas, por meio da correta interpretacdo
da variacdo eletroforética do perfil de enzimas, tem sido bastante investigada
para a avaliacdo da qualidade fisiolgica de sementes por ser capaz de auxiliar
na deteccdo da deterioracdo das sementes nos estadios iniciais.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

O teste de vigor ideal deve discriminar lotes de germinagdo semelhante
em diferentes niveis de vigor e se correlacionar bem com a emergéncia em
campo ou casa de vegetagdo. Observou-se que houve diferentes respostas das
cultivares em relacéo ao teste analisado.

O teste de germinacdo em mesa termogradiente foi eficiente somente
para a cultivar BAT 2101. A cultivar CSC 447 n&o foi tolerante a temperaturas
elevadas e nao foi possivel obter resultados consistentes quanto a avaliacdo da
qualidade das sementes.

O teste de emergéncia, em condicBes controladas a 25°C, foi eficiente na
discriminacdo dos lotes em niveis de qualidade.

O teste de condutividade elétrica foi eficiente somente para a cultivar
CSC 447, evidenciando o efeito do genétipo como fator de influéncia dos
resultados do teste. Para a cultivar BAT 2101, as leituras de condutividade
elétrica proporcionaram resultados distintos da viabilidade e emergéncia a 25°C.

O teste de envelhecimento artificial, por 72 horas, em relacdo aos
demais testes, foi o que possibilitou maior discriminacao dos lotes para ambas as
cultivares.

A primeira contagem de germinacgdo ndo se apresentou como sendo teste
de vigor adequado para a cultura do tabaco, pois, além de ndo discriminar os
lotes em niveis de qualidade, ndo apresentou resultados similares aos obtidos na
emergéncia a 25°C.

O coeficiente de uniformidade de germinacdo — CUG apresentou
resultados discrepantes quanto a viabilidade e emergéncia a 25°C. Porém foi
capaz de diferenciar os lotes, em varios niveis, evidenciando a nao
homogeneidade dos lotes em relacdo a uniformidade. Este resultado pode ser
explicado pela caracteristica de crescimento desuniforme de frutos e sementes de

tabaco.
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Ambas as metodologias propostas para o teste de tetrazolio (imersdo
direta em tetrazolio 1,0%, por 24 horas e pré-condicionamento com hipoclorito
de sodio 3,5% e posterior imersdo em tetrazolio 1,0%, por 18 horas) foram
eficientes em determinar a viabilidade dos lotes de sementes de tabaco das
cultivares CSC 447 e BAT 2101.

Em relacdo a analise isoenzimatica, observou-se, de modo geral, que
guanto maior a intensidade das bandas, maior a intensidade de deterioragdo das
sementes, visto que, normalmente, os lotes classificados como sendo menos
vigorosos foram 0s que apresentaram maior expressao das enzimas.

Verifica-se, portanto, que ha uma diversidade entre as cultivares
estudadas e que essa variagdo entre as cultivares e a maturagao desuniforme dos
frutos e sementes sdo entraves na determinacdo de um Unico teste que avalie o
potencial fisioldgico de sementes de tabaco.

A variacdo dos cultivares e lotes, em relacdo aos testes a que foram
submetidos ¢ esperada, pois alguns deles se baseiam na velocidade de resposta a
germinacgdo, outros se relacionam a integridade do sistema de membranas e a

resisténcia do material a condicdes de estresse.
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6 CONCLUSOES

Os testes de emergéncia a 25°C e envelhecimento artificial a 41°C, por
72 horas, sdo eficientes na discriminacdo de lotes de sementes de tabaco em
diferentes niveis de vigor para as cultivares CSC 447 e BAT 2101.

Os testes de condutividade elétrica e germinagcdo, em diferentes
temperaturas, tém respostas variaveis em relacdo ao genétipo das sementes de
tabaco; o teste de condutividade elétrica com embebicdo por seis horas é
eficiente na discriminacdo dos lotes de sementes de tabaco da cultivar CSC 447
e o teste de germinacgdo, em diferentes temperaturas, eficiente na discriminacdo
dos lotes de sementes de tabaco da cultivar BAT 2101.

O teste de tetrazolio, utilizando-se a metodologia de pré-
condicionamento em solucdo de hipoclorito de so6dio 3,5% e posterior imersao
em solucdo de tetrazolio 1,0%, por 18 horas, é eficiente na avaliacdo rapida da
viabilidade de sementes de tabaco.

A andlise do perfil das enzimas catalase, esterase, malato desidrogense e
alcool desidrogenase é eficiente como marcadores da gqualidade de sementes de

tabaco.
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ANEXO A - TABELAS

Tabela 1A - Analise de variancia para germinacdo — G, plantulas anormais deformadas
— AD, plantulas anormais infeccionadas — Al, sementes mortas — M, plantulas normais
na primeira contagem — PC, indice de velocidade de germinacdo — I\VG e coeficiente de
uniformidade de germinagdo — CUG de lotes de sementes de tabaco da cultivar CSC
447 — Virginia.

Quadrados Médios

Germinacéo
FV G AD Al M PC VG CUG
Lotes 9,94 0,15™ 0,09® 047" 450,75  3,62"  0,07™
Repeticdo 6,92 0,14 0,20 0,06 471,30 3,72 0,12
Residuo 4,00 0,11 0,08 0,28 266,71 1,08 0,04
CV (%) 2,09 26,6 22,5 28,4 19,2 5,4 11,7

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 1B - Andlise de variancia para germinacédo — G, plantulas anormais deformadas
— AD, plantulas anormais infeccionadas — Al, sementes mortas — M, plantulas normais
na primeira contagem — PC, indice de velocidade de germinacdo — IVG e coeficiente de
uniformidade de germinacdo — CUG de lotes de sementes de tabaco da cultivar BAT
2101 - Burley.

Quadrados Médios

Germinacao
FV G AD Al M PC IVG CUG
Lotes 19,90 0,16™ 0,22* 0,90* 1933,09* 11,27*  0,23*
Repeticdo 1,58 0,05 0,02 019 761,88 2,43 0,01
Residuo 4,71 0,11 005 0,16 456,78 1,48 0,04
CV (%) 2,27 25,00 18,90 20,93 29,70 6,67 11,20

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 1C - Andlise de varidncia para germinacdo — G, plantulas anormais — A,
sementes mortas — M, sementes dormentes viaveis — DV, plantulas normais na primeira
contagem — PC e indice de velocidade de germinacdo — IVVG de lotes de sementes de
tabaco expostos a gradiente de temperaturas variando de 20°C a 35°C para a cultivar
CSC 447 — Virginia.

Quadrados médios

FV GL G A M DV PC VG
Lote 8 48,19~ 0,86™ 0,85™ 0,34™ 2,32* 4,11*
Temperatura 4 27402,48* 71,71* 197,90* 28,61* 224,94* 400,61*
Lote*Temperatura 32  131,23* 0,54* 2,22* 0,52* 1,22* 3,79*
Repeticdo 3 82,68 0,76 1,83 0,82 2,70 6,35
Residuo 132 19,47 0,69 0,65 0,21 1,01 1,97
CV (%) 5,34 56,12 32,22 9585 12,40 14,71

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
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Tabela 1D - Andlise de variancia para germinagdo — G, plantulas anormais — A,
sementes mortas — M, sementes dormentes vidveis — DV, plantulas normais na primeira
contagem — PC e indice de velocidade de germinacdo — IVVG de lotes de sementes de
tabaco expostos a gradiente de temperaturas variando de 20°C a 35°C para a cultivar
bat 2101 - Burley.

Quadrados médios

FV GL G A M DV PC IVG
Lote 8 10523* 1,70 525* 0,12® 2,12*  19,00*
Temperatura 4 1702,90* 61,32* 6,02* 0,43* 25,48* 100,97*
Lote*Temperatura 32  62,69* 1,16* 1,30* 0,14* 140* 3,19*
Repeticdo 3 0,95 0,41 1,19 0,03 1,79 0,44
Residuo 132 14,32 0,63 0,69 0,06 0,39 1,11
CV (%) 4,07 63,40 59,14 4250 6,80 8,62

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 1E - Analise de variancia para plantulas emergidas aos 7 dias — E7, plantulas
emergidas aos 14 dias — E14, plantulas emergidas aos 21 dias — E21, indice de
velocidade de emergéncia — IVE e coeficiente de uniformidade de germinacdo - CUG
de lotes de sementes de tabaco submetidos ao teste de emergéncia em condicGes
controladas a 20°C, 25°C e 30°C para a cultivar CSC 447 — Virginia.

Quadrados médios

FV GL E7 El4 E21 IVE CUG
Lote 8 0,60* 23,71  23,66* 0,02 0,35*
Temperatura 2 1031,73* 988,86  95,73* 12,95* 0,80*
Lote*Temperatura 16 0,54* 93,58*  25,04* 0,05* 0,28*
Repeticdo 3 0,23 15,44 7,84 0,03 0,01

Residuo 78 0,24 11,74 5,94 0,02 0,02

CV (%) 7,87 3,75 2,58 3,66 20,50

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 1F - Analise de variancia para plantulas emergidas aos 7 dias — E7, plantulas
emergidas aos 14 dias — E14, plantulas emergidas aos 21 dias — E21, indice de
velocidade de emergéncia — IVE e coeficiente de uniformidade de germinacgéo - CUG
de lotes de sementes de tabaco submetidos ao teste de emergéncia em condicfes
controladas a 20°C, 25°C e 30°C para a cultivar BAT 2101 — Burley.

Quadrados médios

FV GL E7 El4 E21 IVE CUG
Lote 8 0,61* 60,94*  41,24* 0,04* 0,29*
Temperatura 2 933,72* 3,06  17,51™  6,64* 1,29*%
Lote*Temperatura 16 0,41* 48,00*  36,77* 0,04* 0,29*
Repeticdo 3 0,08 1,39 1,27 0,01 0,02

Residuo 78 0,17 8,53 7,10 0,01 0,02

CV (%) 7,01 3,17 2,85 2,89 17,52

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.
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Tabela 1G - Andalise de variancia para condutividade elétrica — CE (uScm™g™)

mensurada utilizando-se dois tipos de condutivimetro, SAD 9000® - SAD e MS

TECNOPON® - MS, e quatro tempos de embebicéo, 6, 12, 18 e 24 horas, de lotes de

sementes de tabaco para as cultivares CSC 447 — Virginia e BAT 2101 — Burley.
Quadrados médios

CSC 447 BAT 2101
FV GL SAD MS SAD MS
Lote 8 7905899,68* 2288473,11* 6607884,00* 346477,98*
Tempo 3 684250,68™ 667628,94* 10339304,41™ 1076041,12*
Lote*Tempo 24 18990,06™  10714,83"™  36607,70™  46551,64™
Repeticdo 3 9505441,42  519990,10  3549159,77 28830,92
Residuo 105 113130316  45152,33 168729584  48109,49
CV (%) 41,71 12,46 49,46 12,98

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 1H - Analise de variancia para germinacdo — G, contagem aos 7 dias — G7,
contagem aos 10 dias — G10 e indice de velocidade de germinacdo — IVG de lotes de
sementes de tabaco submetidos a trés diferentes tempos de envelhecimento artificial
para a cultivar CSC 447 — Virginia.

Quadrados médios

FV GL G G7 G10 IVG
Lote 8 139,99* 52,61* 1507,92* 11,49*
Temperatura 2 397,90* 322,85* 8760,78* 69,91*
Lote*Temperatura 16 122,53* 21,78* 1288,74* 3,71*
Repeticdo 3 11,83 0,35 61,68 0,70
Residuo 78 10,81 0,28 44,17 0,51
CV (%) 3,58 8,13 8,17 8,45

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 11 - Andlise de varidncia para germinagdo — G, contagem aos 7 dias — G7,
contagem aos 10 dias — G10 e indice de velocidade de germinacdo — IVG de lotes de
sementes de tabaco submetidos a trés diferentes tempos de envelhecimento artificial
para a cultivar BAT 2101 — Burley.

Quadrados médios

FV GL G G7 G10 VG
Lote 8 148,92* 81,35* 345,09* 15,19*
Temperatura 2 59,69* 40,49* 76,70™ 34,69*
Lote*Temperatura 16 70,81* 28,62* 157,54* 7,718*
Repeticéo 3 16,03 0,07 30,22 0,51
Residuo 78 14,25 0,64 37,74 0,69
CV (%) 4,07 11,54 6,88

*Significativo a 5% de probabilidade pelo teste de F.



