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RESUMO

TERACAO, Bruna Santos. Padronizacdo para avaliacdo rapida da qualidade de sementes

florestais pelo teste de tetrazolio— Universidade Federal de So Carlos, campus Sorocaba,

Sorocaba, 2020
O potencial de uso do teste de tetrazolio para avaliacdo rapida de lotes de sementes de espécies
florestais nativas, evidencia a necessidade de protocolos para a sua aplicacdo em espécies florestais.
Neste trabalho buscou-se analisar a eficiéncia do teste de tetrazolio como técnica para fornecer
rapida e segura informac&o sobre a qualidade das sementes. Para a realizacdo dos testes, as sementes
de Senna macranthera e Senegalia polyphylla, ambas com dorméncia fisica, apos escarificacéo, e o
Handroanthus chrysotrichus, foram submetidas a trés concentracfes de solucédo de 2, 3, 5 trifenil
cloreto de tetrazolio (0,075; 0,5 e 1%), por diferentes tempos de imersdo a 40°C. Cada semente foi
analisada e classificada, em trés classes de vigor, conforme a presenca, extenséo e posicdo de
manchas. As sementes de H. chrysotrichus obtiveram coloracdo nas trés concentracdes, mas apenas
em 0,5 e 0,075% ndo houve diferenca estatistica com o teste de germinacao. Ja as sementes de S.
macranthera e S. polyphylla obtiveram uma coloragéo adequada apenas nas concentragdes de 0,5 e
1%. Recomenda-se a adogdo da concentracdo de 1% por 20 horas para as sementes de S.
macranthera ou 0,5% por 24 horas, caso o tempo ndo seja um fator limitante. Para S. polyphylla a
concentracdo mais adequada foi de 0,5%, por 6 horas, pois utiliza uma menor quantidade de sal de
tetrazélio, diminuindo seu custo. E no caso do H. chrysotrichus, com imersao direta das sementes

na solucao de tetrazolio, recomenda-se a concentracdo de 0,5% por 6 horas ou 0,075% por 12 horas.

Palavras-chave: Viabilidade. Anélise de sementes. Coloracao
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ABSTRACT

The potential of using the tetrazolium test for rapid evaluation of seed lots of native forest species,
highlights the need for protocols for its application in forest species. In this work, we sought to
analyze the efficiency of the tetrazolium test as a technology to provide fast and safe information
about the quality of seeds. For the tests, the seeds of Senna macranthera and Senegalia polyphylla,
both with physical dormancy, after scarification, and the Handroanthus chrysotrichus, were
submitted to three times of solution of 2, 3, 5 triphenyl tetrazolium chloride (0.075; 0, 5 and 1%),
for different immersion times at 40 ° C. Each seed was analyzed and classified, in three vigor classes,
according to the presence, extent and position of stains. The seeds of H. chrysotrichus obtained color
in the three practices, but only in 0.5 and 0.075% there was no statistical difference with the
germination test. The seeds of S. macranthera and S. polyphylla obtained an adequate color only in
the recommendations of 0.5 and 1%. It is recommended to adopt a concentration of 1% for 20 hours
for seeds of S. macranthera or 0.5% for 24 hours, if time is not a limiting factor. For S. polyphylla,
the most suitable concentration was 0.5%, for 6 hours, as it uses a lower amount of tetrazolium salt,
reducing its cost. And in the case of H. chrysotrichus, with direct immersion of the seeds in the
tetrazolium solution, a concentration of 0.5% for 6 hours or 0.075% for 12 hours is recommended.

Keywords: Viability. Seed analysis. Color
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1. INTRODUCAO

O século XXI se inicia como a década da restauracdo lancada mundialmente pela
Organizacdo das NacOes Unidas (ONU). No periodo entre 2021 e 2030, pretende-se a
restauracdo de 500 milhdes de hectares?, dos quais o Brasil se comprometeu a restaurar
12 milhdes de hectares em acordos internacionais assinados®. Contudo, a produgio
brasileira ndo é capaz de atender esta demanda® e serd preciso ampliar a capacidade
instalada das redes de sementes em pelo menos 350 vezes*. Neste contexto, as sementes
de espécies florestais tornaram-se insumos chave para a recuperacdo de areas
degradadas®. Para tanto é necessario o0 maximo aproveitamento das sementes produzidas,
associada a utilizacdo de espécies adequadas ao habitat a ser restaurado, bem como o uso

de sementes de boa qualidade fisiologica®.

Dentre as técnicas de restauracdo, a semeadura direta ampliou sua utilizacdo em varias
regides do Brasil e do mundo’® por apresentar boa relagdo custo-beneficio. Contudo,
emprega alta densidade de sementes, de até 300.000 sementes/ha’, mas com baixo
aproveitamento, com taxas entre 5 a 10% de emergéncia em campo*® em funcao de baixa
qualidade das sementes e condi¢des na pos-emergénciall. Em geral, a emergéncia em
campo tende a ser inferior & obtida em laboratério onde sdo oferecidas condices ideais
para a sua germinacao. Por isto, o vigor das sementes pode ser um melhor indicador da

qualidade das sementes usadas para a semeadura direta'?.

A colheita de sementes de espécies florestais nativas para a producdo de mudas e
plantio ¢ limitada pelo tempo entre a sua obtencdo em campo, semeadura e plantio®?. Na
semeadura direta, muitas das espécies empregadas produzem sementes no mesmo periodo
em que se efetua 0 semeio em campo®®. Isto compromete a avaliagdo da qualidade das
sementes para 0 ajuste da sua quantidade visando reduzir o desperdicio de sementes.
Além disso, o Decreto 10.586 de 18 de dezembro de 2020**, especificado pela Instrugio
Normativa n® 42 de 17 de setembro de 2019%, estabeleceram a necessidade da realizacéo
de andlise da qualidade de sementes em laboratorios credenciados e com métodos
padronizados. Isto gera custos pela necessidade de armazenar as sementes até a
finalizagdo dos testes e obtengédo do laudo, podendo afetar sua qualidade, principalmente
as espécies de curta longevidade natural, além de perder-se o tempo adequado para a

semeadura’®. Desta forma, o emprego de testes rapidos como o de tetrazolio'”® séo
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ferramentas imprescindiveis para a avaliacao da qualidade fisiologica das sementes e, por

isso, tem merecido a atencéo dos tecnologistas, produtores e pesquisadores®®,

De acordo com as Regras para Analise de Sementes?, o principal objetivo do teste
de tetrazolio é a distincdo das sementes viaveis das ndo viaveis. Esse teste reflete a
atividade das enzimas desidrogenases envolvidas no processo de respiragio?. Assim, os
tecidos vivos e mortos das sementes sdo identificados pela presenca ou auséncia da
coloragdo vermelha, respectivamente??. Nos tecidos vivos que apresentam atividades
respiratoria e metabolica normais, as enzimas do grupo das desidrogenases liberam ions
hidrogénio (H*) com os quais o sal reage formando um composto insoltvel e estavel, de
coloragdo vermelha, denominado trifenilformazan®. Por ser rapido e simples, esse teste
é uma alternativa viavel para fornecer informacgdes aos agricultores e viveiristas, embora
seja necessario o treinamento dos analistas para aplicar critérios baseados na coloracdo

dos tecidos e no conhecimento sobre as estruturas das sementes?*.

As concentra¢des mais utilizadas do sal de tetrazélio séo 0,075; 0,1; 0,2; 0,5 e
1,0%. Entretanto, as concentracBes baixas sao mais indicadas por apresentarem menor
custo com o sal e possibilitarem a visualizacéo dos disturbios de coloracéo e identificacdo
de diferentes tipos de injlrias?®. Em cada concentragdo, a intensidade da coloragéo dos
tecidos possibilita determinar o grau de viabilidade da semente, sendo inclusive uma das
vantagens em relacdo ao teste de germinacdo, pois permite identificar o tecido viavel e
aqueles com sinais de deterioracio®®. O resultado permite classificar diferentes niveis de
viabilidade e vigor, fornecendo informacGes mais precisas para a semeadura direta e,
inclusive, o diagndstico sobre as possiveis causas da diminuicdo da qualidade das

sementes?2.

O potencial de uso do teste de tetrazdlio para avaliacdo rapida de lotes de sementes
de espécies florestais nativas, evidencia a necessidade de protocolos para a sua aplicacédo
em espécies florestais. Neste trabalho buscou-se analisar a eficiéncia do teste de tetrazdlio
como técnica para fornecer uma rapida e segura informacdo sobre a qualidade das

sementes.



15

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Espécies estudadas

Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, popularmente conhecido
como ipé-amarelo ou ipé-amarelo paulista, € uma espécie arbdrea pertencente a familia
Bignoniaceae, com ocorréncia nos estados brasileiros do Parana, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Bahia, Paraiba
e Pernambuco, em vegetacbes de Cerrado (lato sensu), Floresta Ombrofila Densa,
Floresta Estacional Semidecidua, Restinga, e Vegetacio Sobre Afloramentos Rochosos.?®
Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S. Irwin Barneby, conhecida como fedegoso ou
aleluia, € uma espécie pioneira pertencente a familia Fabaceae, que ocorre nas regides
norte, nordeste, centro-oeste, sul e sudeste do Brasil em éareas de Cerrado e Mata
Atlantica.?’ Senegalia polyphylla (DC.) Britton Rose, popularmente conhecida como
monjoleiro, monjolo ou angico branco, também é uma espécie pertencente a familia
Fabaceae, pioneira, de ocorréncia nos biomas Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata
Atlantica e Pantanal. Alcanca até 15 metros de altura, de copa frondosa, tendo como
principais usos celulose, lenha, carvdo e madeireiro, mas também ¢é utilizada como
produto ornamental, medicinal e apicola?®, além de ser muito indicada para a recuperagéo

e manutencao de areas degradadas, arborizagdo urbana e silvicultura®®.
2.2 Qualidade, germinacéo e vigor de sementes

As sementes de espécies florestais nativas possuem, de modo geral, baixas
porcentagens de germinacdo, devido a sua complexidade pela diversidade de formas,
tamanhos e estruturas, além de fatores como maturagdo desuniforme, problemas de mé
formagéo, predagdo por insetos, ataques de fungos, dependéncia de um ecossistema
equilibrado para a polinizacdo e dispersdo, superacdo de dorméncia, intolerancia a
secagem, cuidados com o armazenamento e longos periodos de germinac&o®. Por isso,
com o objetivo de obter 0 maximo aproveitamento das sementes, a preocupacao com a
qualidade é fundamental para selecionar lotes de alto potencial, atendendo os padrdes
exigidos pela legislagéo para a comercializagdo e também possibilitando um bom retorno
para fornecedores e compradores, sendo essencial para o sucesso de programas de
restauracdo florestal, tanto para as técnicas de semeadura direta quanto para a produgéo

de mudas®!.
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A qualidade de sementes refere-se a determinacao de seus atributos conforme a
interacdo de um conjunto de caracteristicas, sendo as principais: fisica, sanitaria, genética
e fisioldgica®?. A qualidade fisica engloba alguns componentes como: pureza fisica, que
reflete a composicdo percentual mecanica da amostra, tanto do peso quanto da identidade
de seus componentes, possibilitando avaliar o grau de contaminacéo do lote por espécies
indesejadas e restos vegetais ou fragmentos de sementes3; grau de umidade, que expressa
a porcentagem de &gua contida na semente, sendo um fator determinante para a coleta,
beneficiamento e armazenamento adequados; danos mecanicos, tamanho e peso,
aspectos que podem afetar o vigor e a germinacdo pela ocorréncia de sementes mal
formadas, semivazias ou que sofreram danos mecanicos muito profundos, indicando

problemas na colheita e beneficiamento das sementes®.

A qualidade sanitéria refere-se a presenca ou auséncia de patdgenos e pragas, tais
como bactérias, virus, nematoides e principalmente fungos, que podem servir de inoculo
inicial para o desenvolvimento da doenca no campo, ocasionando a reducdo da
capacidade germinativa, do vigor e da emergéncia®. Os fungos podem se estabelecer em
dois momentos, no campo, durante o periodo de crescimento e maturagdo, e no
armazenamento, tendo como principais representantes os géneros Aspergillus e

Penicillium, causando a deterioragdo das sementes®,

Com relacdo a qualidade genética sdo considerados, dentre outros atributos, a
tolerancia e resisténcia a condicGes adversas de solo e clima, bem como a pragas e
doencas, crescimento rapido, vigor, potencial de produtividade e, principalmente, pureza
varietal e contaminacgdo genética, que estdo relacionadas a mistura fisica e genética de
variedades, interferindo no objetivo de reproduzir caracteristicas que foram previamente

selecionadas®.

E por fim, a qualidade fisiologica que é determinada pela capacidade das sementes
em desempenhar funcbes vitais, tanto em condicBes ambientais favordveis quanto
desfavoraveis, tendo como fatores que influenciam seu potencial a germinacéo, vigor e
longevidade®. O declinio na taxa e velocidade de germinagdo, desuniformidade de
emergéncia, menor tamanho de plantulas e area foliar, aumento na incidéncia de mudas
anormais, dentre outras caracteristicas, podem ser resultado da baixa qualidade fisioldgica

das sementes®.
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Quanto ao fator germinacdo, pode ser caracterizado como a retomada do
desenvolvimento do eixo embrionario, porém existem diferentes conceitos de acordo com
o foco. Por exemplo, o conceito botanico ou morfoldgico define a germinagdo como um
processo que se inicia com a hidratacdo das sementes, ativando a expressdo de enzimas
ligadas & mobilizacdo de reservas e finaliza com a protrusdo radicular®®. O conceito
tecnoldgico ou agrondmico considera a emergéncia e desenvolvimento das estruturas
essenciais do embrido, tais como radicula, hipocotilo, cotilédones, epicétilo e plimula.
Estando completas, proporcionais e sadias, ou com pequenos defeitos que nao interfiram
na sua aptidao sdo consideradas aptas a produzir plantula normal. O desenvolvimento da
plantula pode ser indicativo de potencial fisioldgico inferior, conforme os critérios
estabelecidos pelas Regras para Anélise de Sementes?,

Embora o teste de germinacdo seja usado para estimar e comparar a qualidade
fisioldgica de lotes de sementes e avaliar o potencial de estabelecimento de plantas, no
entanto por ser conduzido em laboratdrio fornece condi¢@es ambientais 6timas, como luz,
temperatura e umidade constantes, diferente do que se encontra em algumas situagdes de
campo®’. Em condigBes ndo controladas ha emergéncia de plantulas inferiores, tendo em
vista que o potencial fisiologico das sementes responde diretamente a influéncia do
ambiente. Além disso, também néo é possivel detectar diferentes graus de deterioracdo
das sementes, bem como diferenciar lotes com poder germinativo semelhante quanto ao

seu potencial de armazenamento *’.

O vigor pode ser definido como a soma de todas as propriedades da semente, ou
do lote de sementes, as quais determinam o seu nivel de atividade e desempenho durante
agerminacgio e a emergéncia de plantulas®. O termo “vigor” foi introduzido por Friedrich
Nobbe em 1876, no tratado “Handbuch der Samenkunde” em que, ao descrever a
morfologia e anatomia das sementes, e 0 processo de germinacédo, utilizou a palavra
“triebkraft” com significado de “for¢ca motriz” ou “energia de crescimento”. Porém, em
1911 a ideia atual de vigor foi atribuida a Hiltner e lhssen, ao desenvolverem o teste do

“tijolo moido”%,

Durante a realizagdo do I1X Congresso da International Seed Testing Association
- ISTA, no ano de 1950, ap06s as proposicdes do pesquisador holandés W. J. Franck, sobre
denominar os testes conduzidos com substratos artificiais e em condigfes 6timas como

“testes de germinagdo”, enquanto os testes relacionados a emergéncia de plantulas em
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solo seriam chamados “testes de vigor”, foi estabelecido o primeiro Comité de Vigor da
ISTA, com o0 objetivo de definir e desenvolver metodologias padronizadas para a
avaliacdo do vigor, buscando reproduzir situac6es de desempenho em campo, semeadura
e durante o armazenamento®’.

Nesse contexto, o fomento de pesquisas sobre a relacdo do vigor e 0s aspectos de
desempenho das sementes, quanto a emergéncia de plantulas e predicdo de potencial
germinativo durante o armazenamento, gerou uma supervalorizagdo do termo “vigor”,
tornando-se a principal justificativa para o sucesso ou fracasso do estabelecimento em
campo®’. No final dos anos 70 foi estabelecido pela ISTA o conceito de que o vigor
compreende um conjunto de caracteristicas que determinam o nivel de atividade e o
desempenho da semente durante a germinacgédo e a emergéncia de plantulas normais, de

forma réapida e uniforme, sob uma ampla faixa de condicdes ambientais®.

2.3 Teste de Tetrazélio

No inicio da década de 1920 foram feitos diversos estudos para estimar a
viabilidade das sementes por meio de metodologias que utilizavam corantes, tais como
indigo carmim, &cido sulfdrico, azul de metileno, vermelho neutro e verde malaquita, para
avaliar a atividade de algumas enzimas, como peroxidase, catalase, oxidase, redutase e
fenolase. Os primeiros estudos bem-sucedidos foram relatados por Turina em 1922, com
a reducdo de telurio e sais de selénio, e Neljubow em 1925, com indigo carmim.
Posteriormente, a aplicacdo de sais de telrio na coloracdo de embrides de sementes foi
aprimorada por Hasegawa, Eidmann e Schmidt*.

Apo6s desenvolver o método do selénio topografico, Georg Lakon tomou
conhecimento de suas propriedades tdxicas e passou a testar outros sais, tendo Kiihn e
Jerchel chamado atencdo para os compostos de tetrazélio, concluindo que o cloreto de
2,3,5-trifenil tetrazolio era o mais apropriado e classificando as sementes. E com relagdo
a classificacdo das sementes, Lakon utilizou como critérios, para categorizar as sementes
de alto e baixo vigor, a textura do tecido, localizacdo, extenséo e aparéncia da coloracao.
Utilizando e aprimorando os mesmos principios, Moore e Smith definiram trés classes
para as sementes, sendo “A” como vigorosas, “B” viaveis, mas ndo vigorosas e “C” nao

viaveis “°,
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De acordo com as Regras para Analise de Sementes, o teste de tetrazélio tem por
objetivo determinar a viabilidade das sementes que necessitam ser semeadas logo apos a
colheita, que possuem dorméncia ou que apresentaram problemas no teste de
germinaco?. Trata-se de teste bioquimico no qual as sementes sdo embebidas na solucio
incolor de 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio, utilizada como um indicador
para revelar o processo de reducéo que acontece dentro das células vivas*'. As enzimas
desidrogenases catalisam reagdes respiratorias nas mitocondrias durante a glicélise e o
ciclo de Krebs, durante esse processo ocorre a liberacdo de ions de hidrogénio, com os
quais o 2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazdlio reage dando origem a um composto chamado
trifenilformazan, uma substancia estavel e ndo difusivel que marca os tecidos vivos com
a coloracéo vermelha, diferenciando-os dos tecidos mortos que n&o séo corados, pois néo

houve reacéo, significando que n3o ha viabilidade celular e do tecido®’.

A concentracdo da solucdo, temperatura, tempos de exposicdo dos tecidos e
procedimentos de pré-condicionamento, para adequada absor¢do do sal de tetrazélio e
coloragdo uniforme, variam de acordo com as espécies*?. E quanto as suas vantagens, o
teste fornece rapidamente informacGes sobre a identificacdo de diferentes niveis de
viabilidade e vigor, com foco nas condic@es fisicas e fisiologicas do embrido de cada
semente, ndo sendo afetado por diversas condi¢des que influenciam no teste padréo de
germinagdo. Porém, requer conhecimentos sobre a estrutura das sementes e treinamento
para a sua interpretacdo, a fim de minimizar sua subjetividade, além da necessidade em
definir protocolos, principalmente para sementes florestais, que possuem diversas
complexidades, tendo em vista que esse tipo de teste é bastante empregado no controle
de qualidade interno de empresas que trabalham com grandes culturas, e ainda pouco

utilizados para espécies florestais nativas®’.

3. MATERIAL E METODOS

Selecdo de espécies: As trés espécies-modelo de Fabaceae e Bignoniaceae foram
selecionadas em funcdo de sua utilizacdo na restauracdo de areas degradadas via
semeadura direta®'® e pelos critérios de curta longevidade- Handroanthus chrysotricha
(Mart. ex DC.) Mattos - e presenca de dorméncia fisica - Senna macranthera (DC. ex

Collad.) H.S. Irwin Barneby e Senegalia polyphylla (DC.) Britton Rose.
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Caracterizacéo inicial dos lotes de sementes: Os lotes das sementes foram caracterizados
quanto ao peso de mil sementes, nimero de sementes/Kg, e teor de agua, conforme as
Regras para Analise de Sementes?®. A viabilidade inicial foi estimada pelo teste de
germinacdo com quatro repeticdes de 25 sementes cada sobre duas folhas de papel filtro
umedecidos com agua destilada na proporcéo de 2,5 vezes o volume de agua, em relacéo
a massa do papel seco, em B.O.D (Biochemical Oxygen Demand) a temperatura de 25°C,
com fotoperiodo de 12 horas. Considerou-se germinada as sementes com protrusao de

raiz primaria maior ou igual a 2 mm.

Vigor de sementes: O vigor foi estimado pelo indice de velocidade de germinagéo (IVG), Tempo
Médio de Germinagdo (TMG) e pelo teste de emergéncia de plantulas. O IVG foi aplicado aos
dados do teste de germinacéo e calculado pela equacgéo®:

Onde: IVG é o indice de velocidade de germinacdo; G1 até Gi é o numero de plantulas
germinadas ocorrida a cada dia; T1 até Ti é o tempo (dias). E o TMG foi calculado pela

seguinte equacéo:

Sendo TMG o tempo médio de germinacdo, a ser expresso em dias; onde ni o nimero de
sementes germinadas no tempo i e ti o tempo de incubagdo, no tempo i no intervalo de i

a j dias de analise**.

Teste de emergéncia de plantulas: Conduzido em laboratério a temperatura ambiente
média de 25,6+1,9°C e umidade relativa de 60%, semeadas em recipientes com
vermiculita. As contagens foram efetuadas aos 15 dias ap6s a semeadura, determinando-
se a porcentagem de plantulas emergidas e avaliando plantulas normais e anormais. Como
normais foram classificadas as plantulas com todas as suas estruturas essenciais bem
desenvolvidas, completas, proporcionais e sadias, ou com pequenos defeitos que ndo
interferissem no seu desenvolvimento. Ja as anormais nao mostram potencial para
continuar seu desenvolvimento, com quaisquer de suas estruturas essenciais danificadas,

ausentes, deformadas ou deterioradas®.



21

Teste de tetrazolio: Para facilitar a penetracdo do sal, foi realizado o pré-tratamento das
sementes com o corte lateral no tegumento, com excecao apenas de H. chrysotricha sem
pré-tratamentos. Apds a preparacao, as sementes foram submersas em solucéo de 2,3,5
trifenil cloreto de tetrazolio (pH 6,5 a 7,0) nas concentracfes de 0,075, 0,50 e 1%, em
camara regulada a 40°C, no escuro, sendo realizados pré-testes para definir os tempos de
imersdo mais adequados para obter-se uma coloragdo uniforme. As sementes que nao
coloriram suficientemente foram recolocadas na solucao por um periodo adicional, e para
as que obtiveram coloracao muito intensa, impossibilitando a leitura, o teste foi realizado
novamente por periodos curtos.

A partir dos resultados do pré-teste, para as sementes de S. macranthera, nas
concentracdes de 0,075% e 0,5% foi utilizado o tempo de imersdo de 24 horas e, para 1%,
foi utilizado o tempo de 20 horas. No caso das sementes de H. chrysotricha, na
concentracdo de 0,075% foi utilizada imersao de 12 horas e para as concentracfes de 0,5
e 1% foi utilizado 6 horas. Para as sementes de S. polyphylla na concentragédo de 0,075%
foi utilizado imersdo de 24 horas, ja para as concentracfes de 0,5 e 1% também foi
utilizado 6 horas (Tabela 1). Nos ensaios foram empregadas quatro repeticdes de 25
sementes para cada combinacdo de concentracdo e tempo de imersdo em tetrazolio. Ao
término de cada periodo de imersdo, a solugdo de tetrazolio foi descartada e as sementes,
apos serem lavadas em &gua corrente, foram submersas em agua a temperatura ambiente
e mantidas no escuro em camara a 5°C até o momento da avaliacdo. A viabilidade das

sementes foi analisada individualmente.

Tabela 1. Descricdo dos pré-tratamentos, concentracdes e tempo de imersdo adotados para o pré-

condicionamento das trés espécies florestais estudadas para aplicacdo do teste de tetrazolio.

Espécie Pré-tratamento Concentracao (%0) _Tem;zo de
imerséo (h)
0,075
Senna macranthera (DC. ex Corte na lateral no 05 24
Collad.) H.S. Irwin Barneby tegumento u
1 20
0,075 12
Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC.) Mattos Nenhum 0,5 6
1
0,075 24
Senegalia polyphylla (DC.) Corte na lateral no 0
Britton Rose. tegumento > 6

1
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Para a avaliacdo das classes de coloracdo, caracterizacdo da localizacao e extensao de
danos e das condicGes das estruturas embrionarias foram utilizados os padrdes propostos
por MASULLO et al. (2011)!2. Cada semente foi examinada individualmente sob lupa
estereoscopica (2x a 4x) definindo-se inicialmente, quatro areas da sua morfologia, sendo
elas: (a) zona 1- areas préximas ao eixo embrionario, consideradas as mais importantes
para o desenvolvimento do embrido, por sua proximidade & estrutura do eixo-hipocotilo-
radicula; (b) zona 2- &reas medianas da semente, consideradas importantes na
translocacdo de substancias para o eixo embrionario; (c) zona 3- areas distantes do eixo
embrionario e (d) o proprio eixo embrionario. A seguir, cada semente foi avaliada
considerando os seguintes parametros: (a) coloracdo dos tecidos, (b) posicdo das
manchas, (c) extensdo e tamanho das manchas e (d) aspecto dos tecidos.

Pela andlise desses pardmetros foram assinaladas as caracteristicas de cada
semente e enquadradas nas trés classes de viabilidade também definidas por MASULLO
et al. (2011)*? sendo: Classe 1- tecidos com coloracio vermelho brilhante, uniforme
considerado como tipico de sadios, auséncia de manchas brancas ou vermelho intensa nas
areas criticas (eixo embrionario) ou presenca de manchas inferior a 20% do tamanho das
sementes, aspecto dos tecidos firmes, sem exsudados, classificadas como ‘“‘sementes
viaveis”, com potencial de germinacdo; Classe 2- tecidos com coloragdo vermelho
intenso, presenca de manchas localizadas nas areas medianas das sementes e nos
cotilédones (zonas 2 e 3) ou proximas ao eixo hipocétilo-radicula (zona 1), ocupando de
20 a 40% do tamanho das sementes, tecidos com aspecto firme e sem exsudados, também
classificando as sementes como “viaveis” pois apesar de possuir essas caracteristicas que
afetam seu vigor, sendo mais baixo em comparacao as sementes de classe 1, mantém seu
potencial germinativo e ndo interferem no desenvolvimento da plantula. Classe 3 —
tecidos com coloracdo amarelada ou branca, presenca de manchas localizadas préximas
ou no proprio eixo embrionario, ocupando uma area superior a 40% do tamanho das
sementes, e tecidos com aspecto leitoso, presenca de exsudados e sinais de deterioracao,
classificando as sementes como ndo viaveis pois ndo possuem potencial germinativo.
Para calcular o percentual de “sementes viaveis” por tratamento € realizado o somatorio

do nimero de sementes nas classes 1 e 2 e sua percentagem total'?.
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Analise estatistica: O delineamento experimental foi o fatorial inteiramente casualizado.
Os resultados obtidos nos testes de vigor e de germinagdo foram submetidos ao teste F,
apos a transformacdo logaritmica dos dados visto que ndo apresentavam normalidade,
sendo posteriormente submetidos ao teste Shapiro-Wilk*, utilizando o programa R-
Studio®. Para verificar a relacio entre a qualidade das sementes obtida por meio do teste
de germinacdo e os testes de vigor, foi realizada a analise de regressao polinomial, da
germinagdo com o indice de Velocidade de Germinagéo (IVG), com o Tempo Médio de

Germinacao (TMG) e com as trés diferentes concentracdes de tetrazélio.
4. RESULTADOS

Para as sementes de Senna macranthera a concentragdo de 0,075% ndo permitiu a
coloragéo das sementes para viabilizar a sua classificacdo (Tabela 2). Para 0,5 e 1%, 0s
tempos de exposicao de 24 e 20 horas, respectivamente, permitiram a melhor visualizacdo
das sementes viaveis e inviaveis, facilitando a categorizacao das sementes nas classes de
viabilidade (Figura 1; Tabela 3).

Tabela 2. Dados percentuais de sementes coloridas pelo teste de tetrazdlio, por tempo de imersdo e
concentracdo, das trés especies florestais estudadas.

% de sementes

s 0 . x
Espécie Concentracéo (%) Tempo de imerséo (h) coloridas
0,075 0
Senna macranthera (DC. ex 0.5 24 £q
Collad.) H.S. Irwin Barneby :
1 20 53
0,075 12 42
Handroanthus chrysotrichus 05 50
(Mart. ex DC.) Mattos : 6
1 52
) 0,075 24 64
Senegalia polyphylla (DC.) 0.5 83

Britton Rose. 6
1 80
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1%

0,5%

Figura 1. Coloragdo de sementes de Senna macranthera submetidas ao teste de tetrazolio nas concentragfes
de 1 e 0,5% por 20 e 24h de imerséo, respectivamente, a temperatura de 40°C. A e D. Classe 1, vidveis com
tecidos firmes e auséncia de manchas; B e E. Classe 2, viaveis com presenca de manchas esbranquicadas;
C e F. Classe 3, invidveis com 100% dos tecidos mortos e manchas com coloragdo vermelho intenso na
regido da radicula, respectivamente.

Tabela 3. Dados médios (%) de sementes vidveis (soma das classes 1 e 2) e ndo viaveis (classe 3) pelo teste
de tetrazélio (TZ) de Senna macranthera para as duas concentracoes de sal de tetrazolio.

TZ (%)

Concentracéo (%0) 1 0.5 75
Classe 1 4 14 0

Viavel
Classe 2 49 37 0
Total viavel 53 51 0
Inviavel Classe 3 47 49 0
Total 100 100 0

No caso das sementes de Handroanthus chrysotrichus a concentragédo de 0,075%
apresentou pouca variagdo no numero de sementes viaveis em comparagdo as
concentracOes de 1 e 0,5% (Figura 2; Tabela 4), embora seja necessario um tempo de

imersdo maior na solucéo de tetrazélio.
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Classe 1 Classe 2 Classe 3

0,5% ‘
A B C
- o 0 Oy
D E F

Figura 2. Coloracdo de sementes de Handroanthus chrysotrichus submetidas ao teste de tetrazolio nas
concentragdes de 1 e 0,5% por 6h de imersdo & temperatura de 40°C. A e D. Classe 1, viaveis com tecidos
firmes e auséncia de manchas; B e E. Classe 2, viaveis com presencga de manchas com coloracéo vermelho
intenso; C e F. Classe 3, inviaveis com manchas de coloragdo vermelho intenso na regido da radicula.

Tabela 4. Dados médios (%) de sementes vidveis (soma das classes 1 e 2) e ndo viaveis (classe 3) pelo teste
de tetrazdlio (TZ) de Handroanthus chrysotrichus para as trés concentracGes de sal de tetrazélio.

TZ (%)
Concentracéo (%) 1 0.5 75
Classe 1 8 8 2
Viavel

Classe 2 44 42 40

Total viavel 52 50 42
Inviavel Classe 3 48 50 58
Total 100 100 100

Para as sementes de Senegalia polyphylla a concentracdo de 0,075% obteve uma
coloragdo fraca, dificultando a visualizagdo de sementes viaveis e também indicando a
necessidade de um tempo de imerséo superior a 24h. As concentracfes de 1 e 0,5% foram

adequadas e obtiveram valores proximos de sementes viaveis (Figura 3; Tabela 5).



26

Classe 1 Classe 2 Classe 3

1%

0,5%

Figura 3. Coloracdo de sementes de Senegalia polyphylla submetidas ao teste de tetrazdlio nas
concentrages de 1 e 0,5% por 6h de imersdo & temperatura de 40°C. A e D. Classe 1, viaveis com tecidos
firmes e auséncia de manchas; B e E. Classe 2, vidveis com presenca de manchas esbranquicadas; C e F.
Classe 3, invidveis com quase 100% dos tecidos mortos e manchas com coloragdo vermelho intenso na
regido da radicula, respectivamente.

Tabela 5. Dados médios (%) de sementes vidveis (soma das classes 1 e 2) e ndo viaveis (classe 3) pelo
teste de tetrazdlio (TZ) de Senegalia polyphylla para as trés concentracGes de sal de tetrazolio.

TZ (%)
Concentracéo (%) 1 0.5 75
Classe 1 45 35 16
Viavel Classe 2 35 48 48
Total vidvel 80 83 64
Invidvel Classe 3 20 17 36
Total 100 100 100

Observa-se que para as sementes de Handroanthus chrysotrichus o percentual de
sementes germinadas, pelo critério de emissado de radicula (2 mm), bem como o seu IVG,
foi superior comparado com os resultados de emergéncia de plantulas e plantulas normais
(Tabela 6).
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Tabela 6. Resultados médios do teste de tetrazdlio (TZ), germinacdo (G), indice de velocidade de
germinacdo (IVG), tempo médio de germinagdo (TMG), emergéncia de plantulas (EP) e plantulas normais
(PN).

Espécie TZ (%) G (%) IVG TMG (dias) EP (%) PN (%)

Senna macranthera (DC. ex

. 52 57 2.096 10 54 40
Collad.) H.S. Irwin Barneby
Handroanthus chrysotrichus

4 2 4.94 4 4 2

(Mart. ex DC.) Mattos 8 8 946 0 S
Senegalia polyphylla (DC.) 756 93 7750 3 89 80

Britton Rose.

As plantulas anormais observadas apresentaram sinais de deterioragdo e
desproporcionalidade de estruturas essenciais (Figuras 4 e 5) e sistema radicular retorcido

(Figura 6), portanto, ndo apresentaram potencial para continuar seu desenvolvimento.
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Figura 4. Plantulas de Senna macranthera normal (A) e anormal (B) deterioracdo da radicula e
desenvolvimento desproporcional.
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Figura 5. Plantulas de Handroanthus chrysotrichus normal (A) e anormal (B) Sistema radicular atrofiado
e em deterioracdo.
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Figura 6. Plantulas de Senegalia polyphylla normal (A) e anormal (B) Sistema radicular retorcido

Para as sementes de S. macranthera o teste F indicou que ndo houve diferenca
estatistica entre os testes vigor e de tetrazolio nas concentragdes 1% (F = 3.5861, p =
0,3221) e 0,5% (F=2.6032, p = 0.4528) com o teste de germinacg&o. J& para as sementes
de S. polyphylla os valores de Tempo Médio de Germinagdo (TMG) e da concentracdo

0,075% foram diferentes estatisticamente da germinacdo (ambos com valores de F e p
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menores que 0,05). E para as sementes de H. chrysotrichus também houve diferenca
estatistica entre 0 TMG e o teste de germinacdo bem como o tetrazolio na concentragéo
de 1% (F = 0.031522 e p= 0.01797).

Tabela 7. Resultados dos testes de germinacdo, indice de Velocidade de Germinagéo (IVG), Tempo
Médio de Germinacdo (TMG) e das trés concentracfes de tetrazolio para as trés espécies florestais
estudadas.

Espécie G% IVG Médio TMGMédio TZ1% TzZ05% TZO0,075%
Senna macranthera (DC. ex
Collad.) H.S. Irwin Barneby S7a 21a 9.8 532 Sla i
Handroanthus chrysotrichus
82 4,9 4,0b 52b 50 42
(Mart. ex DC.) Mattos a a a a
Senegalia polyphylla (DC.) 9%3a 7.8 3,0b 7% 83a 64b

Britton Rose.

Médias seguidas das mesmas letras maiusculas na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste F, a 5% de

probabilidade para cada espécie.

Pela analise de regressdao polinomial (Figura 7), considerando as trés espécies
estudadas, o teste de tetrazOlio e germinacdo obteve os seguintes coeficientes de
determinacéo: rz2 = 0,6149; 0,6173 e 0,6859 para as concentracdes 0,075; 0,5 e 1%,
respectivamente. Para o teste de tetrazdlio e indice de Velocidade de Germinacéo (IVG)
na concentracdo de 1% foi obtido r2 =0,6078 e para as concentragdes de 0,5 e 0,075% r?
= 0,7076 e 0,8864, respectivamente. J& para o teste de tetrazolio e 0 Tempo Médio de
Germinacdo (TMG) para as concentracfes de 1 e 0,5% foram obtidos os coeficientes: r2
= 0,36 e 0,3036 e na concentracdo de 0,075% r2 =0,9342.
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Figura 7. Regressdo polinomial entre os resultados do teste de tetraz6lio, nas trés concentrac¢ées (0,075;
0,5 e 1%) e os resultados de germinacéo, indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e Tempo Médio de
Germinagdo (TMG), para as trés espécies estudadas.

5. DISCUSSAO

Vérias concentra¢des da solucdo de tetrazolio podem ser utilizadas no teste, sendo

que, para sementes florestais, elas variam de 0,05 a 1% dependendo da espécie, do método

de preparo e da permeabilidade do tegumento3®. Considerando que reduzir o tempo de

analise é importante para fornecer informacdes para a semeadura direta?, no caso do

presente trabalho, recomenda-se a adocdo da concentracdo de 1% por 20 horas para as

sementes de Senna macranthera ou, em caso do tempo ndo ser limitante, utilizar a

concentracéo de 0,5% por 24 horas, uma vez que ambas foram eficientes para permitir a

classificacdo das sementes como vidveis e inviaveis e ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa em relagdo ao teste de germinacdo. No caso das sementes
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de Senegalia polyphylla, apesar de ser da mesma familia e as concentracfes de 1 e 0,5%
também terem sido eficientes na coloracdo dos tecidos, condizentes com a germinacao,
esta apresentou um comportamento distinto em relagdo a penetracao do sal de tetrazolio,
com um menor tempo de imersao na solucédo de tetrazdlio (6 horas), o que parece indicar
maior permeabilidade ao sal de tetrazdlio do que a Senna macranthera. Portanto,
recomenda-se a concentragao de 0,5% por uma questéo de custo, pois utiliza uma menor

quantidade de sal de tetrazélio.

Em estudos realizados com outras espécies de Fabaceae, como Gleditsia
amorphoides (Griseb.) Taub tambem foi utilizado como pré-condicionamento a
escarificacdo mecanica das sementes, porém foram embebidas em agua por 48 horas, com
posterior retirada do tegumento, expondo o embrido a solucdo de tetrazélio de
concentragéo 0,075%, por 3 horas, a 35 °C'8. Para sementes de Poecilanthe parviflora
Benth a mesma concentracdo também foi adequada, mas a 40°C durante 90 minutos,
utilizando como pré-tratamento a imersdo das sementes em agua, até atingirem 40% de
agua, e posterior remocdo do tegumento®®. E para sementes de Schizolobium parahyba
(Vell.) Blake foi empregado o pré-condicionamento de imersdo em &gua destilada por 48
horas, seguida da remocao do tegumento e endosperma, expondo o embrido a solucao de

tetraz6lio com concentragéo de 0,05% por 5 horas a 30 °C*’.

Com relacdo ao método de pré-condicionamento empregado para essas duas
espécies, sendo o corte na lateral da semente, ou na regido oposta ao eixo radicular,
mostrou-se uma opc¢do adequada para a réapida e uniforme penetracdo da solucdo de
tetrazolio, uma vez que nos pré-testes efetuados as sementes ndo escarificadas nao
chegaram a embeber ou levaram muito tempo nesse processo, tornando inviavel a
realizacdo do teste, no entanto, esse método € passivel de danos as sementes que podem
interferir na sua leitura e interpretacdo, tendo em vista que a regido do corte apresenta
manchas esbranquigadas ou com coloragdo vermelho intenso, consequentes do dano
causado, ou mesmo por acabar atingindo regides importantes, como o eixo hipocétilo-
radicula, e grande parte dos tecidos de reserva, impossibilitando a leitura do embrido ou
resultando em uma interpretacdo errada. Outros autores também observaram tais danos
em sementes de Albizia hasslerii (Chodat) Burr, e apesar do pré-tratamento com
escarificacdo ter apresentado bons resultados, as analises podem variar de acordo com a

intensidade da escarificagio?®.


http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=927
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Ja para o Handroanthus chrysotrichus resultados satisfatorios foram obtidos com
a imersdo direta das sementes na solucdo de tetrazolio, sendo um procedimento mais
répido, e as trés concentragfes apresentaram uma coloracdo uniforme, possibilitando a
distingdo entre as sementes quanto a sua viabilidade, porém, os resultados do teste
estatistico demonstraram que houve diferenca significativa entre o teste de germinacéo e
a concentracdo de 1%, nesse caso, recomenda-se a utilizagdo da concentracdo de 0,5%
por 6 horas ou, mais uma vez caso o tempo nédo seja um fator limitante, a concentracao
de 0,075% por 12 horas.

Em outros trabalhos publicados, para sementes de Tabebuia roseoalba (Ridl.)
Sandwith, submetidas ao armazenamento, foi empregado o pré-condicionadas de imersédo
em &gua por 12 h, a 25 °C e posterior remocéo das alas, expondo os embrides ao sal de
tetrazdlio na concentracéo de 0,05% a 36 °C por 24 horas*. Resultados parecidos foram
obtidos para Tabebuia serratifolia (Vahl) Nich e T. impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl,
com o pré-tratamento de embebicdo das sementes entre papel por 12 horas seguida da
remocao do tegumento e posterior imers@o na solucgéo utilizando as concentragdes de 0,5

e 0,07%, respectivamente, por mais 12 horas a 30 °C*°.

Com relagdo a emergéncia e numero de plantulas normais, para as sementes de S.
macranthera e S. polyphylla, estes resultados foram condizentes com os resultados
médios percentuais de sementes viaveis pelo teste de tetrazolio e teste de germinacdo. Ja
no caso do H. chrysotrichus, o teste de tetrazolio obteve resultados mais préximos da
emergéncia e quantidade de plantulas normais do que o teste de germinacéo,
possivelmente por conta de grande parte dos tecidos de reserva das sementes estarem
comprometidos, classificando-as como nédo viaveis pelo teste de tetrazélio. No entanto,
estruturas como a radicula e hipocotilo ainda estavam viaveis, nesse caso, ocorre a
germinacao pelo critério botanico, de protrusdo da raiz priméaria maior ou igual a 2 mm,
mas ndo refletira a falta de reserva para a continuacdo do desenvolvimento da plantula,
gerando dessa forma, plantulas anormais. Essa hipdtese é corroborada pelas Regras para
Analise de Sementes (RAS), nas quais plantulas anormais apresentaram sistema radicular
em perfeitas condi¢Bes, mas ndo mostram potencial para continuar seu desenvolvimento
e crescimento para produzir uma planta normal?. Vale ressaltar que a espécie em questio
é de curta viabilidade e ja estava armazenada a algum tempo, portanto era esperado uma

menor viabilidade do lote.
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Isso reforca a importancia de realizar, simultaneamente, a avaliacdo de plantulas
e também a combinacdo do resultado de varios testes, questdo discutida por
Krzyzanowski, Vieira e Franga Neto®', pois a eficiéncia dos testes de vigor depende da
finalidade do uso dos resultados e escolha adequada do método, tendo em vista a
dificuldade em detectar niveis médios de vigor e estimar o potencial de emergéncia de
plantulas em campo, e pensando na questdo da urgéncia em obter resultados num curto
periodo de tempo, os testes rapidos ganham destaque, e o incentivo a padronizacéo para
conducdo de cada teste € imprescindivel para eliminar as variacbes na metodologia e
garantir a confiabilidade das informacdes, sendo um desafio ainda maior para as espécies

florestais nativas.

6. CONCLUSOES

O pré-tratamento de escarificacdo, por corte na lateral, das sementes de Senna
macranthera e Senegalia polyphylla foi eficiente para acelerar o processo de absorcao da
solucdo de tetrazolio. No caso da primeira, recomenda-se a adoc¢do da concentracdo de
1% por 20 horas ou 0,5% por 24 horas, caso 0 tempo ndo seja um fator limitante, ambas
a 40 °C. Para a segunda, recomenda-se a concentracdo de 0,5% por 6 horas a 40°C, pois
utiliza uma menor quantidade de sal de tetrazdlio, diminuindo seu custo. Ja as sementes
de Handroanthus chrysotricha, imersas diretamente na solucdo de tetrazélio, obtiveram
uma coloragéo adequada nas concentracgdes de 0,5% por 6 horas ou 0,075% por 12 horas,
também a 40 °C
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