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Metodologia para determinar a viabilidade de tubérculos de Cyperus rotundus
Methodology for determining the tubers viability of Cyperus rotundus

Ferdinando Marcos Lima Silva 1, Edivaldo Domingues Velini 2, Caio Vitagliano Santi Rossi 3,
Eduardo Negrisoli 4, Marcelo Rocha Corréa*

Resumo - Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar uma metodologia
fundamentada no uso de tetrazdlio para determinar a viabilidade de tubérculos de tiririca
(Cyperus rotundus). Os tratamentos para o desenvolvimento da metodologia foram combinados
em esquema fatorial 3 x 4 x 5, sendo 3 condi¢des de tubérculos (mortos como testemunha,
condicionamento com 4gua e para perda de umidade); 4 concentracdes de tetrazélio (0,1; 0,25;
0,5; e 1%); e 5 periodos de avaliacdo (8, 16, 24, 32 e 48 horas apds imersdo na solucio). Para a
valida¢do da metodologia, os tratamentos foram combinados em esquema fatorial 2 x 5, sendo 2
métodos para avaliacdo dos tubérculos (teste de tetrazolio e brotacdo) e 5 doses de glyphosate: 0,
180, 360, 720 e 1440 g e.a. ha'l, aplicado sobre C. rotudus no estadio de pré-florescimento. Aos
30 dias ap6s a aplicacdo do glyphosate os tubérculos foram coletados para as avaliacdes pelos
testes de tetrazolio e brotagdo. A concentracdo de tetrazélio utilizado para validagdo foi de 1%,
mantendo os tubérculos na solu¢do por um periodo de 24 horas. Ao término de cada periodo
estudado os tubérculos foram retirados, lavados e cortados para proceder a avaliagdo visual,
determinando a presenca e intensidade de coloracdo ao longo da superficie dos mesmos. Os
melhores tratamentos foram aqueles nos quais os tubérculos foram previamente desidratados,
indicando que a entrada do tetrazdlio ocorre predominantemente por fluxo de massa. Os
resultados dos tratamentos para validagdo da metodologia indicaram que a porcentagem de
coloracdo foi decrescente em resposta ao aumento da dose de glyphosate. O teste de tetrazdlio é
um bom indicador da viabilidade de tubérculos de tiririca, com resultados satisfatorios quando
imersos em solucdo de 1% de concentra¢do por no minimo 8 horas.

Palavras-chave: Planta daninha, tetrazoélio, tiririca.

Abstract - This work aimed to develop and to validate a methodology based on tetrazolium test
to determine the viability of purple nutsedge tubers (Cyperus rotundus). The treatments for
methodology development were combined in factorial design 3 x 4 x 5, three tubers conditions
(dead as control, conditioning with water and conditioning for loss of moisture), four
concentrations of tetrazolium (0.1, 0.25, 0.5 , and 1%) and 5 assessment periods (8, 16, 24, 32
and 48 hours after immersion in solution). For methodology validation the treatments were
arranged in factorial design 2 x 5, with two methods to evaluate the tubers (tetrazolium test and
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sprouting) and five rates of glyphosate: 0, 180, 360, 720 and 1440 g a e ha™, applied to C.
rotudus at the pre-flowering. At 30 days after glyphosate application the tubers were collected for
evaluation by tetrazolium test and sprouting. The concentration of tetrazolium used for validation
was 1%, keeping the tubers in the solution for a period of 24 hours. At the end of each studied
period, the tubers were removed, washed and cut to conduct visual assessment, determining the
presence and intensity of coloration along the surface of them. The best treatments were those in
which the tubers were previously dehydrated, indicating that tetrazolium entrance predominantly
occurs by mass flow. The treatments results for methodology validation indicated that the
coloration percentage decreased as the glyphosate rates increased. Tetrazolium test is a good
indicator of the viability of purple nutsedge tubers, with satisfactory results when immersed in
1% concentration for at least 8 hours.

Key-words: Weed, tetrazolium, purple nutsedge.

Introducio O desenvolvimento de testes rapidos,
visando a determinacdo da qualidade
fisiolégica das sementes, tem sido um dos
principais  objetivos dos tecndlogos de
sementes hd vdrios anos, principalmente a
Durigan et al. (2006), a tiririca é uma planta lcjlzmlzr((i)(c)lliglgz)l dgese(szlelige)ég, qclz)amnggo?l 512slte1;r:r1

damnh'flm qe dl,ﬁCﬂ e{radlcggao ¢ por organizado em diversos paises da Europa
conseqiiéncia, as dreas agricolas infestadas com (Bittencourt, 1995)
, .

esta espécie crescem continuamente em curto
espago de tempo‘ DentrO dO sistema de prOdugﬁO de

sementes, a precisdo e rapidez das informacoes
sdo fundamentais para auxiliar nas tomadas de
decisao. Nesse sentido, o teste de tetrazdélio tem
se destacado nos programas de controle de
qualidade de sementes de soja, devido a
rapidez e eficiéncia na determinacdo da
, viabilidade, do vigor e das principais causas de

cgntro@e, ¢ necessario 0 cqnhecn/nento ,da perda de qualidade destas sementes (Franca
biologia da planta, pois com isso, € possivel Neto, 1994)

uma melhor escolha do herbicida a ser

z

A tiririca é a planta daninha mais
disseminada e a mais nociva do mundo, sendo
encontrada  no Brasil em diversos
agroecossistemas (Lorenzi, 2000). Segundo

Hernandez et al. (2001) citam que o
principal método de controle das plantas
daninhas € o quimico, por meio da aplicacdo de
herbicidas, tanto na condicdo de pré-
emergéncia como de pds-emergéncia dessas
plantas. No entanto, para se obter um bom

utilizado, a melhor época e o melhor tipo de O teste de tetraz6lio baseia-se na
aplicagﬁo’ bem como O seu uso racional’ atividade das enzimas deSidrogenaseS, que
obtendo o0 méximo de efic4cia (Kogan, 1987).  atuam na glicélise e ciclo de Krebs. Estas

enzimas, particularmente a desidrogenase do
acido mélico, catalisam a reacdo de redugdo do
sal de tetrazdlio (2,3,4-trifenil cloreto de
tetrazdlio) nas células vivas. Quando a semente
¢ imersa na solucdo de tetrazolio, esta se
difunde através dos tecidos, ocorrendo a reagdo
de reducdo que resulta na formagdo de um

Dentre os herbicidas, o glyphosate
apresenta boa acao no controle da tiririca, pois
pode translocar até os tubérculos préximos ao
bulbo  basal, proporcionando  redugdo
significativa na rebrota apds sua aplicacdo
(Freitas et al., 1997).
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composto vermelho ndo difusivel, conhecido
por formazan (Franga Neto et al., 1988).

Para Botezelli (1998), o teste que utiliza
o tetrazdlio é classificado como indireto na
avaliacdo dessa viabilidade e rdpido na
estimativa  antecipada da  germinagdo,
apresentando  excelentes condi¢des para
aplicacdo de rotina, principalmente para
espécies com tempo de  germinacdo
prolongada.

No Brasil, a metodologia do teste de
tetrazolio € conhecida ha aproximadamente,
vinte e cinco anos (Costa & Marcos Filho,
1994). No entanto, a adoc¢do deste para outras
espécies, no nivel de detalhes que se faz para a
soja, ainda ¢ incipiente, limitando-se a
avaliacio da viabilidade das sementes
(Krzyzanowski & Franga Neto, 1991), embora
sua potencialidade apresente bom nivel de
exatiddo e confianca. Resultados obtidos em
testes de referéncia, junto a laboratdrios de
sementes (Franca Neto et al., 1986),
possibilitaram verificar que o tetrazolio foi o
segundo teste mais preciso, classificado logo
apods o teste padrao de germinagdo, levando-se
em conta a consisténcia dos resultados.

O objetivo deste trabalho foi conciliar as
vantagens do teste de tetrazdlio no
desenvolvimento e validacgdo de uma
metodologia eficaz na avalia¢do da viabilidade
de tubérculos de tiririca (Cyperus rotundus),

permitindo, assim, obter resultados mais
confiaveis.
Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Nucleo de
Pesquisas Avangadas em Matologia (NuPAM),
da FCA / UNESP, campus de Botucatu — SP. O
produto quimico utilizado foi o cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (denominado neste trabalho
apenas como tetrazolio).

O  delineamento  experimental  foi
inteiramente casualizado com 60 tratamentos €
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quatro repeti¢des com cinco tubérculos de C.
rotundus cada. As unidades experimentais
foram constituidas por copos plasticos de 200
mL, nos quais os tubérculos foram colocados
inteiros juntamente com 50 mL da solugdo de
tetrazélio. Os tratamentos foram combinados
em esquema fatorial 3 x 4 x 5, sendo trés
condicdes: tubérculos mortos (como
testemunha), condicionamento com d4dgua e
condicionamento com desidratagdo; quatro
concentragdes de tetrazdlio: 0,1; 0,25; 0,5 e
1%; e cinco periodos de avaliacdo: 8, 16, 24,
32 e 48 horas ap6s imersdo na solucio.

0] condicionamento com dgua
correspondeu a imersdo dos tubérculos em
dgua destilada por um periodo de 12 horas
antes de serem colocados em contato com a
solucdo de tetrazolio, conforme sugerido por
Delouche et al. (1976). No condicionamento
com desidratacdo, os tubérculos foram
mantidos sob temperatura ambiente até
perderem 15% de umidade, antes de serem
colocados em contato com a solugdo de
tetrazolio. As testemunhas eram constituidas
por tubérculos mortos, colocados nas
respectivas concentragdes de tetrazolio, nos
diferentes periodos de avaliagdo, permitindo,
assim observar e comparar a a¢ao do tetrazolio.

ApOs imersao na solugdo, os tubérculos
eram mantidos em  germinador com
temperatura constante de 35° C em auséncia de
luz. Ao término de cada periodo estudado, os
tubérculos eram retirados da solucdo de
tetrazolio, lavados em dgua corrente e cortados
longitudinalmente, para que fosse procedida a
avaliacdo visual, determinando-se a presenca e
intensidade de coloracdo ao longo da superficie
do tubérculo. Para a observacdo externa das
gemas, foi utilizado um procedimento com uso
de dcido sulfirico para a remocdo quimica da
camada mais externa dos tubérculos,
permitindo a clara visualizacdo das gemas
vidveis coloridas.
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Foi criada uma escala de coloracdo
baseada nos resultados encontrados, para
auxiliar na avaliacdo dos tratamentos para o
desenvolvimento da metodologia, conforme
Figura 1. Por meio desta escala, os tubérculos
receberam notas entre 1 e 5, sendo que, 1
representa nenhuma coloragdo e 5 coloragdo
total e intensa na regido central e das gemas do
tubérculo.

NOTA & Coloragiode ¥1
u 100%% nn regiso das
gemas e ceniral

NOTA4: Coloragiode 61
2590 % na
regido das geman s central

NOTAJ: Coboragiode 31
5 60% na regido das
gemaie ceniral

NOTA2: Coloragaodel a
30% ma regiiodas geman
o caniral

NOTAL: Coloraciods
0% na regido das gemat ¢
central

Figura 1. Escala de coloragao dos tubérculos.

Para a validacdio da metodologia,
utilizou-se delineamento experimental
inteiramente casualizado, com 10 tratamentos e
quatro repeticdes. Os tratamentos foram
combinados em esquema fatorial 2 x 5, sendo
dois métodos para avaliagdo dos tubérculos:
teste com tetrazdlio e teste de brotacdo; e cinco
doses de glyphosate: 0, 180, 360, 720 e 1440 g
ea. ha'. O glyphosate foi utilizado por
translocar na cadeia de tubérculos e
dependendo da dose matar os mesmos, sendo
essa diferenca de controle e morte dos
tubérculos importante na utilizacdo da
viabilidade da metodologia.

Foram plantados seis tubérculos de C.
rotundus em vasos com capacidade para dois
litros de solo, os quais foram preenchidos com
Latossolo Vermelho distrofico (LVd). O
glyphosate foi aplicado nos vasos infestados
com tiririca no estddio de pré-florescimento,
por ser a época que afeta a maior porcentagem
de tubérculos (Durigan et al., 2005). Um més
apos a aplicagdo, os tubérculos foram coletados
para as avaliacOes pelos testes com tetrazdlio e
brotagao.

O herbicida foi aplicado com
pulverizacdo constituida por quatro pontas de
pulverizacdo XR 11002 VS, espagadas de 0,5
m e posicionadas a 0,5 m de altura em relacdo
a superficie das unidades experimentais. Foi
utilizado pulverizador costal, pressurizado por
ar comprimido, com pressao constante de 2 bar
com \l/olurne de aplicacdo correspondente a 200
Lha".

Para o teste com tetrazélio os tubérculos
coletados passaram por condicionamento de
desidratacdo. A concentracdo da solucdo de
tetrazolio foi de 1%, mantendo os tubérculos
nesta solucdo por um periodo de 24 horas. Os
tubérculos foram colocados em copos plasticos
de 200 mL com uma quantidade suficiente da
solucdo de tetrazolio para cobri-los. Passadas
as 24 horas, os tubérculos foram retirados dos
copos, lavados em &4gua corrente e cortados
longitudinalmente para que fosse procedida a
avaliacdo visual, determinando-se a presenca e
intensidade de coloracdo ao longo da superficie
do tubérculo, obtendo assim, a porcentagem de
tubérculos coloridos e conseqiientemente
vidveis

Para o teste de brotacdo os tubérculos
foram mantidos em vasos com areia lavada e
esterilizada com 60% da capacidade de campo.
Os vasos foram incubados em auséncia de luz a
uma temperatura média de 26° C. Os resultados
foram apresentados em porcentagem de
brotagao.
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Os dados da porcentagem de brotagdo e
de tubérculos coloridos foram analisados com
auxilio do teste “t” a nivel de 10% de
probabilidade.

Resultados e Discussao

Pelos resultados obtidos fica evidente
que os tratamentos que sofreram desidratagdo,
apresentaram melhores resultados comparando-
se com os tubérculos que sofreram o
condicionamento com dgua, os, como pode ser
observado na Figura 2. As notas para os

tubérculos que sofreram condicionamento com
dgua ndo passaram de 2, enquanto que OS
tubérculos desidratados atingiram notas 5.
Portanto, apesar de Delouche et al. (1976)
recomendar o condicionamento para sementes,
mantendo-as imersas em dgua, na tentativa de
obtencdo de melhores resultados na coloragdo
com tetrazolio, 0 mesmo ndo se aplica para os
tubérculos de C. rotundus, onde os tubérculos
que foram desidratadas apresentaram coloragdo
vermelho-purpura mais clara (Figura 2 e 5) e
com maior intensidade.

|D_1% 00,25% H0,50% B1%

MNotas

48

Tempo na solugdo (horas)

Figura 2. Notas dos tratamentos que sofreram condicionamento de desidratacdo, em funcdo do
periodo de permanéncia na solucdo (horas) e da concentracio da solugdo de tetrazoélio (%).

Os resultados indicam que a perda de
umidade antecedendo o teste foi fundamental
para o desenvolvimento de coloracdo
vermelho mais intenso indicando,
possivelmente, que o tetrazdlio € absorvido
pelo tubérculo por fluxo de massa, ou seja, é
carregado ao interior destas estruturas pelo
fluxo de 4gua durante o processo de
reidratacdo. Foi possivel observar também que
o tamanho do tubérculo ndo interferiu nos
resultados de coloracao.

Observou-se que com o aumento da
concentracdo do tetrazdlio hd uma maior e
melhor coloracdo do tubérculo e o mesmo

REBH

ocorre quando aumenta-se o periodo de
exposi¢do do tubérculo a solucdo de tetrazolio.

O aumento da imersio até 24 horas
intensificou a coloragdo dos tubérculos
previamente desidratados, em todas as
concentracoes. Mas em casos como na

concentragdo de 0,1%, com condicionamento
por desidratagdo, mesmo mantendo o
tubérculo em contato por 48 horas este ndo
apresentou uma coloragdo  satisfatoria,
recebendo nota 2, enquanto que os tubérculos
que permaneceram nesta mesma concentragao
por um periodo de 32 horas receberam nota 3,
que corresponde a maior nota nesta
concentracdo, mostrando que a melhor

Rev. Bras. Herb., v.8, n.1, p.1-10, jan./abr. 2009
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coloracdio ndo ocorre necessariamente no
maior periodo de tempo (Figuras 2 e 3).

B0,1% £0,25% E0,50% B 1%

Tempo na solugdo (horas)

Figura 3. Notas dos tratamentos que sofreram
condicionamento com &gua, em fun¢do do
periodo de permanéncia na solucdo (horas) e
da concentracdo da solugdo de tetrazdlio (%).

Como pode-se observar nas Figuras 2 e
3, em todos os tratamentos que receberam as
maiores notas os tubérculos que sofreram
desidratacdo. O tratamento com a maior
concentracdo de tetrazolio (1%), 8 horas na
solucdo e condicionamento por desidratacdo,
possibilitou uma boa coloracio num curto
periodo de tempo. Os tratamentos nas
concentracdes de 0,25 e 0,5 %, nos periodos
de 24 e 16 horas respectivamente também
proporcionaram boa coloracdao dos tubérculos
em baixas concentragdes. Os tubérculos
mortos, utilizados como testemunha nao

REBH

80,1% o0.25% 2050% 21%

Tempo na solugdo (horas)

Figura 4. Notas das testemunhas, em fun¢ado
do periodo de permanéncia na solugdo (horas)
e da concentragdo da solucdo de tetrazélio (%).

apresentaram coloracdo, recebendo nota 1,
conforme observado na Figura 4.

Por meio da Figura 6, observa-se o efeito
positivo do aumento da concentragdo do
Tetrazélio na maior e melhor coloracdo do
tubérculo. O mesmo efeito positivo foi
observado no aumento do periodo de
incubacdo (Figura 7). A partir destes dados,
presume-se que a concentracdo de 0,1% de
Tetrazolio é muito baixa para o estudo nestas
condicdes, pois ndo apresentou coloracio
satisfatoria.
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0,25% 16h cd

Figura 5. Tratamentos com 0,25 % e 1% de
Tetrazolio, periodo de 16 e 32 horas na
solucdo, condicionamento com &4gua (ca) e
desidratagdo (cd).

Esta metodologia para coloracdo dos
tubérculos, associada ao tratamento com acido
sulfdrico, também permite avaliar o nimero de
gemas presente nos tubérculos, ji que o

| 0.5%8hcd

0,5% 16h cd

i 0,1% 8h cd 0,25% Shcd

| oswshed |

Figura 6. Tratamentos condicionado para
desidratacdo (cd), 8 horas na solucdo, nas
concentracdes de 0,1; 0,25; 0,5; e 1 % de
Tetrazolio.

tetrazolio € absorvido ou translocado por estas
gemas, apresentando assim uma coloragdo
passivel de ser observada (Figura 8).

0.5% 24h cd

Figura 7. Tratamentos condicionados para desidratacdo (cd), na concentracdo de 0,5% de
Tetrazolio, nos periodos de 8, 16, 24, 32 e 48 horas.

\RBH

Rev. Bras. Herb., v.8, n.1, p.1-10, jan./abr. 2009



Silva et al.

Figura 8. Detalhe das gemas tratadas com
tetrazolio e limpas com &cido sulftrico.

Na validagdo da metodologia, os
resultados de colora¢@o obtidos com o teste de
tetrazolio, apresentados na Tabela 1,

demonstram que a porcentagem de tubérculos
coloridos pelo tetrazdlio variou entre 74,35 e
87,70%, correspondendo respectivamente a
maior dose de glyphosate e a testemunha,
sendo a maior dose de glyphosate a unica a
diferir significativamente da testemunha.
Sendo a dose de 1440 g e.a. ha' de glyphosate
a que matou a maior parte de tubérculos
apresentando  diferenca  estatistica  na
porcentagem de coloragdo quando comparado
com tratamento sem aplicacdo do herbicida.

Na Tabela 1, estdo apresentados os
resultados do teste de brotacdo e observa-se
que a medida que aumenta a dose do
glyphosate o percentual de brotacdo decresce,
mostrando o efeito do herbicida sobre a
brotagao dos tubérculos.

Tabela 1. Porcentagem de coloragdo dos tubérculos e brotacdo de C. rotundus apés
aplicacdo do herbicida glyphosate em diferentes doses.

Tratamentos Dose (g e.a. ha'l) Tubérculos coloridos(%) Brotacao (%)
1 — Testemunha - 87,69 a 93,03 a

2 — glyphosate 180,0 84,57 a 76,27 b

3 — glyphosate 360,0 85,04 a 64,36 b

4 — glyphosate 720,0 87,47 36,94

5 — glyphosate 1440,0 7435 b 20,92 d

F 1,817 24,31
CV (%) 9,73 20,34
DMS 10,11 14,70

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste “t” ao nivel de 10%

de probabilidade.

O cruzamento dos dados dos testes de brotacio
e tetrazOlio permitem supor que o baixo

percentual de brotagdo, apesar do alto
percentual de  coloragdo, pode estar
relacionado a dorméncia induzida pela

translocacdo de subdoses de glyphosate até os
tubérculos, hipdtese que também foi sugerida
por Jakelaitis et al. (2003). O glyphosate

"RBH

também apresentou efeito no nimero de
tubérculos produzidos, apresentando reducdo
na quantidade dos tubérculos a medida que se
aumenta a dose do herbicida, conforme Tabela
1 e Figura 9.
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0 180 360 720
Dose Glyphosate (ge.a ha')

1440

Figura 9. Ndimero médio de tubérculos de C.
rotundus produzidos em funcdo da dose do
herbicida glyphosate, 30 dias apds a aplicagdo
do herbicida.

Conclusoes

Conclui-se que a desidratacdo dos
tubérculos antes de serem colocados na soluc¢io
de tetrazdlio é fundamental para uma melhor
coloracdo num menor periodo de tempo. A
concentracdo de 0,1% de tetrazdlio é muito
baixa para o estudo nestas condi¢des e a
solucdo de 1% ja apresenta bons resultados a
partir de 8 horas de permanéncia dos tubérculos
na solucdo, independente do tamanho dos
mesmos. O teste de tetrazélio é um bom
indicador da viabilidade de tubérculos de
tiririca, indicando  inclusive  tubérculos
dormentes. Mas exige-se o uso de testes
complementares para avaliar, efetivamente, a
porcentagem de brotacdo, uma vez que, mesmo
tubérculos com intensa coloracio podem se
manter dormentes.
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