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PADRONIZAQAO DO TESTE DE TETRAZOLIO PARA SEMENTES DE
Schizolobium parahyba (Vell.) Blake

RESUMO

A espécie arborea Schizolobium parahyba (Vell.) Blake pertencente a familia
Fabaceae-Caesalpinioideae € uma arvore nativa do Brasil, com multiplos usos na
medicina popular, fabricacdo de moéveis, paisagismo, artesanato e recuperacao de
areas degradadas. A espécie propaga-se por sementes e 0 sucesso na formacao
de mudas depende do conhecimento da qualidade da semente, que por sua vez
pode ser identificada pelo teste de tetrazélio. Objetivou-se padronizar a
metodologia do teste de tetrazolio para avaliar a viabilidade e o vigor de sementes
de S. parahyba. O trabalho foi conduzido em duas etapas: a) estudo de
procedimentos para determinagdo da viabilidade, utilizando-se trés lotes de
sementes e testando-se diferentes formas de pré-umedecimento (sementes sem
e com escarificacdo, em papel toalha e imersdo em agua, nas temperaturas de
25°C e 35°C, por 24 e 48 h), preparo (com e sem retirada do tegumento) e
coloracdo da semente (concentracdes de 0,05; 0,075 e 0,1%, a 30°C e 40°C); b)
estimativa do vigor das sementes pelo teste de tetrazdlio, empregando-se trés
lotes de sementes. Realizou-se o teste de germinacdo em areia, a 30°C, com
resultados expressos em porcentagem. Os experimentos foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%. O pré-umedecimento mais adequado para o teste de tetrazélio foi
obtido com o uso de sementes escarificadas, imersas em agua a 25°C, por 48 h e
posterior retirada do tegumento. E para atingir a coloracdo ideal, os embrides
devem ser imersos em solucéo de tetrazolio a 0,075% por 2 h, a 40°C. Embora a
concentracdo de 0,1% colorisse mais rapidamente (1h30min), recomenda-se
0,075% por ser mais econbmico e sem perda de tempo significativa. Foram
definidas trés classes para determinar a viabilidade e o vigor de sementes de S.
parahyba. O teste de tetrazoélio mostrou-se eficiente para avaliar a viabilidade e o

vigor das sementes de S. parahyba.

Palavras-chave: garapuvu, viabilidade, pré-umedecimento, coloracao.
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1. INTRODUCAO

O presente relatério descreve as atividades desenvolvidas durante a
disciplina de Estagio Curricular Obrigatério, do curso de Agronomia, da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O estdgio foi realizado no
Laboratério de Andlises de Sementes, do Centro de Ciéncias Agrarias
(CCAJ/UFSC), no primeiro semestre de 2014, com inicio em abril e finalizando em
junho, resultando na produgéo de um artigo cientifico que trata da padronizacao
do teste de tetrazdlio para sementes de Schizolobium parahyba (Vell.) Blake. A
espécie arbdérea S. parahyba, pertencente a familia Fabaceae-Caesalpinioideae,
dependendo da regido onde se encontra, € conhecida popularmente como
garapuvu, gapuruvu, guapuruvu, ficheira, entre outros (CARVALHO, 2005). Ainda
conforme descricdo do autor a espécie destaca-se pelo uso da madeira na
construcao civil, naval, de mdéveis, brinquedos, embalagens, entre outros; além
disso, € registrado o uso na medicina popular, ja que sua casca produz
propriedades terapéuticas adstringentes (CARVALHO, 2005). E uma das poucas
espécies florestais que se utiliza na alimentacdo animal, pois sua forragem é
composta por 17% a 24% de proteina bruta e 5% a 9% de tanino (LEME et al.,
1994). E uma espécie pioneira, de rapido crescimento, de ampla distribuicdo
geografica, com dispersdo anemocodrica e polinizacéo por abelhas (FREIRE et al.,
2007).

A recorrente preocupacao mundial com a qualidade ambiental tem exigido
uma producdo de mudas de espécies florestais com maior qualidade. E no Brasil
nao tem sido diferente, pois se evidencia um aumento consideravel da demanda
por sementes ou mudas de espécies florestais nativas destinadas a reposicéo
obrigatéria da mata nativa de propriedades rurais, especialmente para atender as
exigéncias da implantacdo do novo cdédigo florestal (Lei n°® 12.651, de 25 de maio
de 2012) (BRASIL, 2012), além da legislacdo de producdo de sementes e mudas
(Lei n°® 10.711, de 5 de agosto de 2003) (BRASIL, 2003). Considerando-se que a
maioria destas espécies propaga-se por sementes, inclusive a S. parahyba, o
sucesso na formacdo de mudas depende do conhecimento da qualidade da

semente utilizada.



Deste modo, os empreendimentos florestais - sejam para a implantagéo de
florestas comerciais, recomposi¢do de matas ciliares ou visando a recuperacéo de
areas degradadas - s6 terdo base sdlida e segura se utilizarem sementes de
gualidade (GOMES e PAIVA, 2011). Portanto, ndo resta duvidas de que é
essencial conhecer a qualidade fisiolégica das sementes florestais, sendo esta
determinada por meio de testes de viabilidade e vigor.

A viabilidade tradicionalmente € determinada pelo teste de germinacgéo, o
qual permite expressar o maximo do potencial germinativo das sementes.
Entretanto, tratando-se de espécies florestais, a obtencdo dos resultados da
viabilidade pode exigir longos periodos, restringindo a tomada de decisao durante
o controle de qualidade das sementes. Para as sementes de S. parahyba, por
exemplo, os resultados do teste de germinacdo sdo obtidos apos 21 dias
(BRASIL, 2013). Por consequéncia, procura-se desenvolver e aperfeicoar testes
rapidos e confiaveis que oferecam a caracterizacdo do potencial fisiologico das
sementes.

Dos métodos existentes para avaliagdo da qualidade fisiologica da
semente, tem-se usado o teste de tetrazolio para a avaliacao rapida da viabilidade
de sementes de varias espécies, sobretudo daquelas que possuem longos
periodos de germinagdo, como é o caso de determinadas frutiferas, forrageiras e
florestais (GUEDES et al., 2010). Assim, o teste de tetrazodlio pode ser realizado
para determinar a viabilidade e o vigor de sementes em um curto espaco de
tempo, obtendo-se resultados rapidos e confiaveis, demonstrando maior
vantagem em relacdo ao teste de germinacdo (MENDONCA et al., 2001).
Contudo, Guedes et al. (2010) afirmam que para obter a eficacia do teste na
avaliacdo do vigor e viabilidade das sementes é necessario aplicar métodos
apropriados para cada espécie, de modo a definir as condi¢cdes mais apropriadas
para o preparo, pré-condicionamento e coloracdo das sementes. Os autores ainda
afirmam que dentre os fatores essenciais no preparo do teste, o periodo e a
temperatura no pré-condicionamento se sobressaem por afetar diretamente na
eficacia do teste.

Em virtude da problematica exibida, objetivou-se estabelecer
procedimentos para padronizacdo do teste de tetrazélio para avaliar a viabilidade

e 0 vigor das sementes de Schizolobium parahyba.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais
Padronizar uma metodologia para avaliacdo da viabilidade e do vigor de
sementes de Schizolobium parahyba pelo teste de tetrazdlio, bem como

estabelecer classes de interpretacdo das sementes.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar procedimentos de pré-umedecimento para as sementes de S.
parahyba;

e |Indicar a concentracdo da solucdo de tetrazolio mais adequada para a
realizacdo do teste;

e Recomendar o periodo e temperatura para atingir coloracdo adequada;

e Realizar o teste de germinacdo para determinar o potencial maximo de
germinacdo dos lotes de sementes e averiguar a eficacia do teste de

tetrazolio.
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3. ATIVIDADES REALIZADAS

Durante o estdgio foram realizadas diversas atividades relacionadas a
padronizacdo da metodologia para avaliar a viabilidade e o vigor de sementes de
Schizolobium parahyba pelo teste de tetrazodlio. O trabalho foi conduzido em duas
etapas: a) estudo de procedimentos para determinagédo da viabilidade, utilizando-
se trés lotes de sementes e testando-se diferentes formas de pré-umedecimento,
preparo e coloracdo da semente, e concentracdes da solucdo de tetrazélio; b)
estimativa do vigor das sementes pelo teste de tetrazolio, empregando-se trés
lotes de sementes.

Antes e ap0s a execucdo destas etapas foi realizado levantamento
bibliografico para construcdo do conteudo cientifico da pesquisa. Portanto,
adiante segue a revisdo bibliografica, como as etapas de materiais e métodos,

resultados e discussao e consideracgoes finais.

3.1 Revisédo Bibliografica

3.1.1 Descricdo da espécie

A espécie nativa Schizolobium parahyba (Vell.) Blake, pertencente a familia
Fabaceae-Caesalpinioideae, dependendo da regido onde se encontra é
conhecida popularmente como garapuvu, gapuruvu, guapuruvu, ficheira, entre
outros (CARVALHO, 2005). Pioneira, ocorre naturalmente na Bahia (Chapada
Diamantina e sul) ao Rio Grande do Sul (extremo nordeste), membro
caracteristico da Floresta Ombréfila Densa, também demonstrando ocorréncia no
Sul do México até a América Central (CARVALHO, 1995; AGUIAR SOBRINHO,
1996).

O garapuvu é uma arvore heliéfila, semicaducifélia, com uma copa ampla e
umbeliforme, exibindo folhas alternas, compostas e bipinadas, além de flores
amarelas grandes e vistosas reunidas em racemos (CARVALHO, 2005). A
polinizacdo da espécie é apicola e o seu florescimento é variado, conforme a
regido, ocorrendo de outubro a novembro no estado de Santa Catarina; a floracao

e a frutificacdo iniciam entre seis e oito anos (CARVALHO, 1995).
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Sua semente é lisa, brilhante, oblonga-achatada, com tegumento duro,
semelhantes a fichas, justificando o nhome popular ficheira atribuido a arvore, em
certas regides do pais (MARCHIORI, 1997). A semente apresenta dorméncia
fisica, ou seja, possui impermeabilidade no tegumento que impede o0 acesso da
dgua ao embrido. Entre as técnicas artificiais empregadas para quebrar a
dorméncia fisica, destaca-se o uso de agua fervente ou escarificacdo mecanica
para sementes de S. parahyba (CANDIDO et al,, 1981; FREIRE et al., 2007;
MATHEUS e LOPES, 2007).

A espécie pode ser plantada a pleno sol, fator que explica o destaque da
mesma na formacdo de grupamentos densos em grandes clareiras florestais e
florestas secundérias, principalmente em condicbes ambientais e manejo
adequado, pois € uma das espécies de mais rapido crescimento nas Regides Sul
e Sudeste (CARVALHO, 2003).

O garapuvu tem sido recomendado para sistemas silviagricolas em
associacdo com culturas perenes, como a bananeira, assim como de ciclos
curtos, como a mandioca, visto que a espécie responde muito bem ao controle da
vegetacao invasora e a fertilizagdo (CARPANEZZI, 1988). Também é empregada
em programas de reflorestamento e reposicdo de mata ciliar em locais nao
sujeitos a inundacédo. Entre os produtos oriundos da madeira da S. parahyba, seu
uso destaca-se na construcao civil, naval, de moveis, brinquedos, embalagens,
entre outros; além disso, é registrado o uso na medicina popular, uma vez que

sua casca produz propriedades terapéuticas adstringentes (CARVALHO, 2005).

3.1.2 Qualidade de sementes

O padrdo de qualidade de um lote de sementes é determinado através da
analise de sementes. O conhecimento desta qualidade contribui para o sucesso
do desenvolvimento das atividades relacionadas com o uso dessas sementes,
como programas de reposicao florestal, reflorestamento, recuperacdo de areas
degradadas, entre outros; Devido a crescente procura de espécies nativas no
mercado de sementes, a insuficiéncia de dados referentes ao comportamento
biologico de muitas espécies, assim como os padrées de comercializacao,
dificulta a formalizac&o das atividades de comercializacéo e controle de qualidade

com sementes oriundas de espécies silvestres nativas (WIELEWICKI et al., 2006).
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De tal modo, a qualidade fisiologica da semente é fator fundamental para
determinar a sua viabilidade e vigor. Na avaliacdo da qualidade fisiolOgica, o teste
mais utilizado para definir a viabilidade de sementes é o teste de germinacéo, cujo
objetivo é obter informacdes sobre o potencial maximo de um lote de sementes
germinar sob condi¢des ambientais favoraveis, estimando o valor para semeadura
em campo (BRASIL, 2009). Entretanto, o teste de germinagdo ndo possui a
capacidade de determinar o vigor das sementes, pois 0 vigor compreende um
conjunto de caracteristicas que preconizam o potencial fisiolégico das sementes,
guando submetidas a condi¢cdes adversas de ambiente e manejo durante as
etapas iniciais de desenvolvimento da planta (POPINIGIS, 1985). De acordo com
Bhering et al. (2004), os dados gerados pelo teste de germinagdo quando
complementados com a avaliagdo de vigor fornecem informagdes mais
consistentes na determinacao do potencial fisiologico das sementes.

Os testes de vigor constituem-se como ferramentas importantes, com uso
cada vez mais constante e rotineiro para a determinacdo do potencial fisiologico
de lotes de sementes (ABDO et al., 2005), sendo um componente fundamental de
programas de controle de qualidade, pois constitui referéncia para adocdo de
praticas de manejo destinadas a garantia de nivel satisfatério de desempenho
(TORRES et al., 2009). Portanto, testes adicionais sao necessarios a fim de se
obter uma melhor previsdo da emergéncia das plantulas dentro de amplas
condicBes de campo, além de fornecer dados seguros a cerca da qualidade dos

lotes.

3.1.3 Vigor de sementes

Através da avaliacdo do vigor é possivel detectar diferencas na qualidade
fisioloégica de lotes de sementes que demonstrem comportamentos distintos em
condicbes de campo ou até mesmo durante o armazenamento, mesmo que
possuam potencial germinativo similar. O uso de testes de vigor, portanto, &
fundamental para 0 monitoramento da qualidade fisiol6égica das sementes, pois a
gueda do vigor precede a perda de viabilidade (FESSEL et al., 2010). E em
relacdo as sementes de espécies florestais, a aplicacdo dos testes de vigor
permite a comparacdo entre lotes, fornecendo dados adicionais, como por

exemplo, em uma fase inicial de programa de melhoramento ou conservacao
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genética, ja que 0s mesmos podem comparar as matrizes, progénies e
procedéncias destas sementes (SANTOS e PAULA, 2009).

Se tratando de espécies florestais o tempo médio de germinacdo pode ser
demasiadamente longo, assim demanda o acompanhamento do teste por dias,
semanas e em alguns casos até meses. E isso, obviamente, impede a obtencéo
de resultados mais imediatos para tomada de decisbes dentro da producao de
sementes e mudas. Dentre os testes de vigor considerados rapidos, o teste de
tetrazolio vem se destacando por ser uma alternativa viavel para fornecer
informagbes aos agricultores ou viveiristas, o qual vem sendo empregado,
rotineiramente, na avaliagdo rapida da viabilidade de sementes de varias
espécies, principalmente daquelas que necessitam de longos periodos para
germinar, como € o caso de sementes de algumas frutiferas, forrageiras e
florestais (GUEDES et al., 2010). Além disso, o teste de tetrazolio € o mais
indicado, pois permite estimar a viabilidade e vigor das sementes, permitindo a
identificacdo dos fatores que influenciam na qualidade destas, tornando-se assim,
um teste eficiente e rapido (MARCOS FILHO, 2005). Por esta razdo, Pifa-
Rodrigues e Valentini (1995) sugerem a utilizacao do teste de tetrazdlio pelo fato
gue o0 mesmo mostra-se promissor para avaliagdo da viabilidade em sementes
florestais, principalmente daquelas que exigem longo periodo de germinacao,
dificultando a obtencao dos resultados.

O teste possui como principio a atividade do sistema de enzimas
desidrogenases, as quais estdo diretamente ligadas a viabilidade das sementes,
gue catalisam as reacdes respiratérias nas mitocéndrias durante o processo de
respiracdo; As desidrogenases reduzem a solucdo de 2,3,5-trifenil cloreto de
tetrazolio (TCT) nos tecidos vivos, fazendo com que ocorra a coloracdo dos
mesmos quando difundidos na solucdo do sal; A coloracdo é originada pela
difusdo do sal que forma uma substancia de cor avermelhada, estavel e nao
difusivel, denominada de Formazan (FRANCA NETO, 1999). Os tecidos que
mantém sua cor natural e ndo reagem com a solucado, sao considerados inviaveis,
pois 0s mesmos hao estdo apresentando atividade respiratoria, considerando-se
como tecidos mortos. Os tecidos que exibem coloracdo vermelho intensa também
sdo considerados inviaveis, pois nesse caso, a coloracdo vermelha intensa se da

pelo tecido estar em processo de deterioracéo, fase em que as membranas ficam
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mais permedveis e acabam absorvendo mais sal da solu¢cdo (DELOUCHE et al.,
1976; FRANCA NETO, 1999).

Para obter resultados confiaveis no teste de tetrazolio, deve-se executar
uma metodologia adequada de modo a definir as condicbes mais apropriadas
para o preparo, pré-condicionamento e coloracdo das sementes (GUEDES et al.
(2010),). As condi¢Bes de pré-tratamento, concentracdo da solucdo de tetrazoélio e
0 tempo necesséario para a coloracdo sao extremamente especificas de cada
espécie.

Apesar da importancia, rapidez e precisdo na determinacédo da viabilidade
e do vigor, o teste de tetrazélio tem o0 uso ainda restrito, principalmente entre as
sementes de espécies florestais. Todavia, para algumas espécies este teste ja
tem metodologia sugerida, tais como: Jatropha elliptica M. Arg. (ANEZ et al.,
2007), Parkia velutina Benoist (MENDES et al., 2009), Poecilanthe parviflora
Bentham (VALADARES et al., 2009), Sebastiania commersoniana (Baill) Smith e
Downs (SANTOS e PAULA, 2009), Hancornia speciosa Gomes (BARROS et al.,
2010), Leucaena leucocephala x L. diversifolia (COSTA e SANTOS, 2010),
Anadenanthera peregrina (L.) Speg (PINHO et al., 2011), Copaifera langsdorffii
(FOGACA et al., 2011) e Stizolobium aterrimum Piper & Tracy (DEMINICIS et al.,
2014).

3.2 Material e Métodos

3.2.1 Local do Experimento e Coleta de Sementes

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Analise de Sementes
(LAS), no Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Santa
Catarina (CCA/UFSC). Foram utilizados trés lotes de sementes de S. parahyba,
procedentes de diferentes localidades no municipio Florianépolis - SC e coletados
no chao depois do periodo de dispersdo natural. Para cada lote coletou-se
sementes de 10 arvores matrizes, que distanciavam entre si cerca de 50 a 100 m.
Os lotes 1 e 2 foram coletadas em fevereiro de 2013, na Costa da Lagoa (Lote 1:
27°34'50.49"S 48°27'27.35"W; Lote 2: 27°34'32.85"S 48°27'32.08"W), ja o lote 3
foi coletado em fevereiro de 2014, em populacdes nativas do Parque Ecologico do
Corrego Grande (27°35'46"S 48°30'36"W).
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ApoOs a coleta as sementes foram conduzidas ao LAS, onde permaneceram
armazenadas em condigdes ambiente. Em abril de 2014 iniciaram-se as
avaliacbes da qualidade fisiologica (teste de germinacgéo e protocolo para teste de

tetrazolio).

3.2.2 Teste de Tetrazolio (TZ)

O teste de tetrazdlio foi conduzido em duas etapas: a) estudo de
procedimentos e testando-se diferentes formas de pré-umedecimento, preparo e
coloracdo da semente, e concentracbes da solucdo de tetrazdlio para
determinacao da viabilidade, utilizando-se trés lotes de sementes; b) estimativa do
vigor das sementes pelo teste de tetrazdlio, empregando-se trés lotes de

sementes.

3.2.2.1 Pré-umedecimento das sementes
O pré-umedecimento (hidratacdo) pode ser necessario para algumas
espécies e expressamente recomendado para espécies que apresentam
tegumento mais rigido (BRASIL, 2009). Para verificar se havia necessidade de
hidratacéo e/ou remocao do tegumento para o embrido colorir, as sementes foram
imersas diretamente em solucdo de tetrazodlio (TZ) nas concentracbes de 0,05;
0,075 e 0,1%, nas temperaturas de 30°C e 40°C, por um periodo de 24 e 48 h

(Figura 1).

Sementes
_ intactas
Imersdoem TZ por —>TZ-0,05%;0,075e 0,1%
24e48h 30°C e 40°C
Sementes
escarificadas

Pré - umedecimento _ _

Figura 1. Diagrama dos tratamentos de pré-umedecimento das sementes de

Schizolobium parahyba, antes da coloracdo em solucédo de tetrazolio.

Sementes Papeltoalha
intactas 25°Ce 35°C
Embebicéo/Hidratacéo )
__ por24e4sh Sementes Agua destilada
escarificadas 25°C e 35°C
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Para esta andlise foram utilizadas sementes intactas, ou seja, com o
tegumento sem rupturas (sem escarificacdo) e sementes escarificadas (lixadas)
com a utilizacdo de um esmeril para atritar levemente na regido oposta a micropila
da semente até pequena exposic¢ao dos cotilédones. Também se procedeu com a
analise de métodos de pré-umedecimento que facilitasse a coloracdo ou mesmo a
extracdo do tegumento e exposicdo dos embribes, caso nhecessario, para
posterior coloracédo em solugéo de TZ, conforme demonstrado na Figura 1.

3.2.2.2 Exposicao dos tecidos para coloragéo

Depois da aplicacdo dos métodos de pré-umedecimento, as sementes
foram imersas em solugbes de TZ nas concentracdes de 0,05; 0,075 e 0,1%,
em temperaturas de 30°C e 40°C, por um periodo de 24 e 48 h, a fim de
verificar a necessidade de extracdo do tegumento para que ocorresse a
coloracdo do embrido (Figura 2). Também se procedeu com a extracdo do
tegumento, os quais foram removidos manualmente com o auxilio de uma

pinca, evitando-se danos aos embrides.

"_ Concentracdes 0,05%; 0,075e 0,1%
Periodos: 24 e 48h

Comtegumento Temperatura: 30 e 40°C

Exposigao e coloragao
Concentrages; 0,05%; 0,075e 01%

Temperatura: 30 e 40°C

Periodos: foram monitorados até que os embrides
Semtegumento atingissem coloracdo ideal para andise da
viabilidade e vigor.

Figura 2. Diagrama dos procedimentos para a exposicdo dos tecidos e

coloracdo das sementes de Schizolobium parahyba.

Determinou-se a Vviabilidade dos métodos conforme a facilidade de
remocao do tegumento, considerando sementes viaveis e inviaveis, sendo que se
considera como invidvel a semente em que a extracdo do tegumento ndo foi

possivel de ser executada ou que apresentava danos visiveis no embrido devido
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a dificuldade na extracdo. Além de realizar uma avaliagéo criteriosa para verificar
se as formas de preparo estudadas provocaram danos ao embrido, computou-se
nesta etapa o tempo gasto para realizagéo do preparo da amostra (100 sementes)
antes da coloragao.

3.2.2.3 Coloragéo das sementes

Com a determinacdo do método mais adequado para o pré-umedecimento
e exposicao dos embrides, testou-se diferentes periodos, concentracbes de TZ
(0,05; 0,075 e 0,1%) e temperaturas para coloracdo das sementes (30 e 40°C).
Os periodos para que os embribes colorissem foram monitorados até que os
mesmos atingissem coloracao ideal para analise da viabilidade e vigor. Utilizou-
se para cada lote duas repeticbes de 50 sementes, sendo as mesmas
completamente cobertas coma solugdo de TZ e mantidas em estufas no escuro
para evitar a reducao do sal de TZ. Ao final dos periodos de coloragéo, a solucao
foi descartada e as sementes lavadas em agua corrente e mantidas submersas
até o final da avaliacédo para evitar o ressecamento.

A segunda etapa do presente trabalho foi realizar estimativa da viabilidade
e do vigor das sementes pelo teste de TZ, empregando-se trés lotes de sementes.
Para esta avaliacao utilizou-se os critérios estabelecidos para o teste de tetrazolio
(DELOUCHE et al., 1976; FRANCA NETO, 1999): vermelho-brilhante ou rosa
(tecido vivo e vigoroso); vermelho-carmim forte (tecido deteriorado); branco-
leitoso ou amarelado (tecido morto) e de acordo com a area em que ocorreu a

coloracéo.

3.2.3 Teste de germinacao

Foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes, em cada lote, as quais
foram escarificadas com auxilio de um esmeril, onde atritou-se levemente na
regido oposta da micrépila até expor o cotilédone, e tratadas com fungicida
Captan® (240 g/100 kg). Utilizou-se bandejas com substrato areia (entre areia),
sendo esta lavada, peneirada e autoclavada a 120°C por 50 minutos, seguindo as
Instrucbes para Analises de Sementes de Espécies Florestais (BRASIL, 2013). O
teste foi conduzido em camara de germinacéo do tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen

Demand), com controle de temperatura constante de 30°C e fotoperiodo 8 horas
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de luz. O substrato foi umedecido de acordo com Instru¢des para Andlises de
Sementes de Espécies Florestais (BRASIL, 2013) e sempre que necessario era
realizado o reumedecimento. As avaliacdes foram realizadas em 10 dias apos a
semeadura, considerando-se como germinadas as sementes que originaram
plantulas normais, ou seja, formado todas as estruturas essenciais do embrido
(BRASIL, 2013). Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas

normais.

3.2.4 Delineamento estatistico

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente
casualizado. Verificou-se a normalidade dos dados para determinar a
necessidade de transformacdo dos mesmos. Os resultados obtidos nos testes de
germinacao e tetrazolio (viabilidade), para cada lote, foram submetidos a analise
de variancia e as médias comparadas através do teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Os dados obtidos para a determinacdo das classes no teste de
tetrazdlio foram transformados em (arcosen Vx/100) e analisados em esquema
fatorial 3x3 (trés lotes x trés classes) seguida de analise de variancia, onde as
médias foram comparadas através do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Realizaram-se as analises com o programa ASSISTAT 7.7 Beta (2014).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para padronizacdo do teste de tetrazélio das sementes de Schizolobium
parahyba o procedimento inicial foi averiguar se havia a necessidade de pré-
umedecimento das sementes. Neste sentido, as sementes de S. parahyba
(intactas e com escarificagcdo mecanica) foram imersas diretamente em solugéao
de tetrazolio (TZ) nas concentragbes de 0,05; 0,075 e 0,1%, por 24 e 48 h, nas
temperaturas de 30°C e 40°C e o que se verificou é que as mesmas absorveram
a solucdo de TZ numa quantidade minima, limitando-se a regido da escarificacao,
independentemente das concentragcbes da solucdo de TZ e do tempo de
exposicdo estabelecido. Isto de fato comprova a necessidade de pré-
umedecimento. As sementes de algumas espécies necessitam de hidratacéo
prévia, antes de serem expostas a solucao de tetrazélio, de forma que ocorra 0
amolecimento e a ativacdo do sistema enzimatico, permitindo a penetracdo da
solucédo e o desenvolvimento de coloracdo uniforme para a interpretacdo da sua
viabilidade (MARCOS FILHO, 1987; AZEREDO et al., 2011).

Para facilitar a absorcéo da solucéo de tetrazdlio, um pré-umedecimento é
necessario para algumas espécies e altamente recomendado para outras, além
de que se o envoltério da semente impedir a embebicdo, ele devera ser
submetido uma perfuracdo ou escarificacdo se o envoltorio impedir a embebicéo
(BRASIL, 2009). Portanto, para testar essa hipétese as sementes de S. parahyba,
ap6s comprovacdo da necessidade de hidratacdo, foram submetidas aos
procedimentos de embebicdo em papel toalha e diretamente em agua, com
sementes escarificadas, por 24 e 48 h.

Apés submetidas a estas condi¢cdes de pré-condicionamento as sementes
foram imersas em solucao de TZ (0,05; 0,075 e 0,1%), nas temperaturas de 30°C
e 40°C, mas o que verificou-se é que as sementes submetidas apenas a
hidratacdo, sem remocdo do tegumento, ndo colorem adequadamente,
independente da concentracdo da solucédo de TZ e do periodo de coloracdo. Em
geral, a solucdo de TZ nado penetrou uniformemente nos tecidos das sementes,
concentrando-se na regido da escarificacdo, ndo apresentaram coloracdo na
regido central do tecido de reserva e no eixo embrionario, colorindo-se apenas

nas extremidades das sementes. Este impedimento a coloracdo deve-se a
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espessura do tegumento e adicionalmente a presenca do endosperma, que se
torna mucilaginoso em contato com a agua.

Muitas sementes de espécies da familia Fabaceae apresentam o
tegumento impermeavel a agua, o que dificulta a penetracdo da solucdo de
tetrazdlio durante o teste e determinam a necessidade de sua remoc¢ao para que
a coloracdo das sementes ocorra uniformemente, conforme observado em
sementes de Pterodon pubescens Benth. (FERREIRA et al., 2001), Peltophorum
dubium (OLIVEIRA et al., 2005), Poecilanthe parviflora Benth. (PINTO et al.,
2008), Clitorea ternatea (DEMINICS et al., 2009), Amburana cearensis (All.) A. C.
Smith. (GUEDES et al., 2010), Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit (COSTA e
SANTOS, 2010) e Anadenanthera peregrina (L.) Speg. (PINHO et al., 2011).

Ja que as sementes escarificadas e hidratadas n&do coloriram, entdo os
tegumentos deveriam ser extraidos. Entretanto, o tratamento de embebigdo em
papel toalha ndo é viavel como método de pré-umedecimento, independente da
temperatura (25 e 35°C) e periodo de embebicdo (24 e 48 h), uma vez que o
tegumento permaneceu duro e, com isso foi preciso descascar grande parte das

sementes, quase na sua totalidade (Tabela 1; Figura 3 C e D).

A B C D

Figura 3. Sementes de Schizolobium parahyba apds os tratamentos de pré-
umedecimento. A - Embebicdo em agua por 48 h; B - Embebicdo em
agua por 24 h; C - Embebicao em papel toalha por 48 h; D - Embebicao
em papel toalha por 24 h.
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Na embebicdo em papel toalha registrou-se apenas um namero de 5 e 8
sementes em que foi possivel extrair os tegumentos, quando submetidas as
temperaturas de 25 e 35°C, respectivamente (Tabela 1). A extracdo do tegumento
foi realizada manualmente, auxiliada com o uso de pinga, e quando néao hidratado
provocou inumeros ferimentos e danos nos cotilédones das sementes,
principalmente na regido do eixo-embrionario, mascarando os resultados. Além
disso, em papel toalha a 35°C foi possivel observar o surgimento de fungos, os
quais podem afetar diretamente na viabilidade das sementes. Moore (1977)
menciona que os tecidos do embrido devem ser hidratados a fim de facilitar o
preparo e a absor¢do da solucao de tetrazdlio, resultando em coloracdo mais
nitida e, além disso, a absor¢do de agua deve ser lenta pra evitar a ocorréncia de
trincas nas sementes ou a lixiviagdo de substancias solluveis, especialmente nas
deterioradas. Todavia, para as sementes de S. parahyba a embebicéo lenta é
ineficiente e morosa. Contrariamente ao registrado para S. parahyba no presente
trabalho, recomenda-se para sementes Gleditschia amorphoides Taub. a
escarificacdo e embebicdo em papel toalha por 48 h a 25°C, com posterior
retirada do tegumento (FOGACA et al., 2006).

Tabela 1. Numero total de sementes de Schizolobium parahyba em que foi
possivel a remoc¢ao do tegumento apos serem submetidas a diferentes

métodos de pré-umedecimento.

] 25°C 35°C
Periodo (h) _ _
Papel toalha Agua Papel toalha Agua
24 0 25 0 35
48 2 100 8 100

No presente trabalho a imersdo das sementes em agua a 25°C, por 48 h,
facilitou a remocédo do tegumento, sendo, portanto o mais recomendado para o
pré-condicionamento das sementes de S. parahyba (Tabela 1; Figura 3A).
Embora a imersdo das sementes em agua a 35°C, por 48 h tenha permitido a
remocao dos tegumentos, este método ndo é viavel devido ao alto indice de

danos por embebicdo (dados ndo apresentados), na regido da escarificacéo, o
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gue mascara os resultados (Figura 4 C, D e E). Estes danos devem-se a
embebicdo muita rapida que a temperatura de 35°C provoca nos tecidos. Fogaca
et al. (2011), trabalhando com a espécie em estudo, determinou como melhor
procedimento a embebi¢cdo em agua destilada por 48 h a 35°C, porém, nao relata
se houve danos causados no periodo de embebicéo.

Deve-se ressaltar a ocorréncia de danos na regido proxima a escarificacédo,
provocados pela rapida embebicado (48 h/25°C) (Figura 4 A e B). Assim, a andlise
deve ser criteriosamente realizada para diferenciar os danos causados pela
realizacdo da escarificacdo e embebicdo, e danos inerentes a semente,

impedindo que o analista seja levado a erros de interpretacao.

Figura 4. Embrido das sementes de Schizolobium parahyba com danos na regido
da escarificacdo, provocados pela embebicdo por imersdo em agua, a
25°C (AeB)ea35°C (C,DekE).

O pré-umedecimento de algumas espécies florestais da familia
Leguminoseae ja foi estabelecido. Para sementes de Peltophorum dubium
(OLIVEIRA et al., 2005), de Clitorea ternatea L. (DEMINICS et al., 2009),
Anadenanthera peregrina (L.) Speg. (PINHO et al., 2011), respectivamente,
também ¢é recomendado a escarificacdo das sementes e posterior pré-
condicionamento com imersdo em agua (14 h), a 25°C. Para sementes
de Amburana cearensis (All.) A.C. Smith. também recomenda-se a escarificacéo
das sementes e posterior pré-condicionamento com imersao em agua (24 h), a
35°C e posterior retirada total do tegumento (GUEDES et al., 2010). Para
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sementes de Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit € indicado o corte lateral e
imersdo das sementes em agua, a 30°C, por 1 h, com remocao do tegumento
(COSTA e SANTOS, 2010).

Contabilizou-se o tempo necessario para realizar a retirada do tegumento
das sementes submetidas aos diferentes métodos de pré-umedecimento e em
sintese recomenda-se hovamente o pré-umedecimento com imersdo em agua (48
h/25°C) por proporcionar vantagens em relacado ao tempo de preparo (£ 1 h).

Para a coloracdo das sementes, a combinagdo entre concentracdo da
solucdo de TZ e periodo que permitiu a obtencdo dos melhores resultados, em
termos de intensidade e uniformidade, foi a concentracdo da solucdo de TZ a
0,075%, o periodo de coloracao de 2 h, na temperatura de 40°C (Tabela 2). Com
relacdo a coloracdo das sementes na concentracdo de 0,05%, a reducdo da
concentracdo nao prejudicou sua uniformizacéo, sendo necessario apenas 1 h a
mais para que as sementes atingissem a tonalidade adequada em relacdo a
concentracédo de 0,075% que é recomendada. A concentracdo de 0,1%, embora
permitisse a coloracdo mais rapidamente (30 minutos), quando comparada a
0,075%, deve ser desconsiderada j& que ha um gasto maior de sal,
desnecessariamente, jA que o intervalo de tempo é relativamente curto. Para
recomendacado de um teste de vigor deve-se considerar a obtencao de resultados
rapidos e confiaveis em curto periodo de tempo (MENDONCA et al., 2001) e
baixo custo na execucédo (FRANCA NETO, 1999).

Tabela 2. Periodos determinados para que as sementes de Schizolobium
parahyba atingissem a coloracdo adequada, ap0s imersdo em
solucéo de tetrazélio (TZ; 0,05%, 0,075% e 0,1%), na temperatura
de 30°C e 40°C.

Concentracao de TZ (%)

Temperatura (°C) 0,05 0,075 0,1
30 5h 4h 3h
40 3h 2h 1 h 30min

Assim como a concentracdo, a temperatura de condicionamento também
exerce importante influéncia sobre a coloracdo das sementes submetidas ao teste
de TZ. Nota-se que com a elevacdo da temperatura de 30°C para 40°C a

diferenca na velocidade para que as sementes atingissem coloragéo adequada foi
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de 2 h, tanto para concentragdo de 0,05% quanto para 0,075% do sal (Tabela
2). Marcos Filho (1987) menciona que a cada aumento de 5°C na temperatura
ambiente duplica a velocidade de reacdo de coloracéo, até o limite de 45°C.

As sementes de S. parahyba também foram alvos de trabalhos do teste de
TZ, mas os resultados obtidos contradizem com os encontrados no presente
trabalho. Fogacga et al. (2011) recomendaram o uso de sementes escarificadas,
imersas em agua por 48 h a 35°C, com posterior retirada do tegumento e
condicionadas em solugdo de TZ com concentracédo de 0,10% por 4 h a 35°C.
Ferreira et al. (2007) sugeriram o0 uso de sementes imersas em agua por 48 h,
seguida de remocéao dos tegumentos e imersas nas solucdes de TZ a 0,05% por 5
horas a 30°C. Portanto, diante dos resultados obtidos e considerando-se que o
fator tempo, aliado ao menor gasto do sal, que sdo caracteristicas desejaveis na
realizacdo do teste de viabilidade de sementes para obtencdo de resultados de
analises em laboratério, recomenda-se, para sementes dessa espécie, a
combinacao de temperatura/concentracdo do sal de TZ de 40°C/0,075% por 2 h
de exposicao.

A definicho das condicbes apropriadas para o0 preparo, pré-
condicionamento e coloracdo das sementes € fundamental para a eficiéncia da
avaliacdo da viabilidade e vigor das sementes no teste de tetrazoélio (BHERING et
al., 2005). Sendo assim, apos finalizar a primeira etapa do trabalho (padronizacéo
do teste de TZ) deu-se inicio a segunda etapa, onde foi realizada a estimativa da
viabilidade e do vigor das sementes pelo teste de TZ, empregando-se trés lotes
de sementes. Utilizando-se os critérios adotados por Delouche et al. (1976) e
Franca Neto (1999), os lotes de sementes foram classificados em trés classes de

niveis de viabilidade e vigor :

Classe | - (viavel e vigorosa): Embrido com coloracdo rosa suave e uniforme,
interior dos cotilédones com coloracdo mais clara, tecidos com aspecto firme, com
auséncia total de lesdo ou area de coloracdo mais intensa, amarelada ou
esverdeada; sementes com estrias laterais, e por vezes centrais, de coloracéo
vermelho intensa sobre os cotilédones na regido proximal ao eixo embrionario
(Figura 5).
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A B © ‘]? " Sal .
Figura 5. Sementes de Schizolobium parahyba com padrdes da classe | (vidveis
e vigorosas). A - Embrido com coloracado rosa suave e uniforme, tecidos
com aspecto firme, com auséncia total de lesdo ou area de coloracao
mais intensa, amarelada ou esverdeada; B - sementes com estrias
laterais, e por vezes centrais, de coloracdo vermelho intensa sobre os
cotilédones na regiao proximal ao eixo embrionario.

Classe Il - (viavel e ndo vigorosa): Menos de 50% dos cotilédones danificados
ou descoloridos (esverdeados) ndo afetando a regido de ligacdo com o eixo-
embrionario, demais regides com coloracao rosa claro e tecidos firmes; Sementes
com manchas brancas e leitosas, tipica de tecido morto, ndo comprometendo,
porém a regido vascular, de pelo menos, um dos cotilédones; O eixo embrionario
deve apresentar-se viavel;, sementes com coloracdo amarelada (tecido morto) ou
vermelho intensa (tecido em deterioracdo), na extremidade apical inferior do eixo
hipocotilo-radicula, sem afetar o cilindro central; Também, séo incluidas nesta
categoria, desde que apresentem textura firme, sementes com coloracdo uniforme
rosa forte ou vermelho suave na regido central dos cotilédones, sem atingir a

regiao de ligacao do eixo embrionario (Figura 6).
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Figura 6. A, B e C - Menos de 50% dos cotilédones danificados ou descoloridos
ndo afetando a regido de ligacdo com o0 eixo-embrionario, demais
regides com coloragao rosa claro e tecidos firmes; C e D - Sementes
com manchas brancas e leitosas, tipica de tecido morto, nao
comprometendo, porém a regido vascular, de pelo menos, um dos
cotilédones; E - Eixo embrionario viavel; sementes com coloracdo
amarelada (tecido morto) ou vermelho intensa (tecido em deterioracdo),
na extremidade apical inferior do eixo hipocétilo-radicula, sem afetar o
cilindro central; F - Sementes com textura firme, coloracdo uniforme
rosa forte ou vermelho suave na regido central dos cotilédones, sem
atingir a regido de ligacao do eixo embrionario.

Classe lll - (Inviavel): Tecidos mortos ou deteriorados numa extensao superior a
metade dos tecidos de reserva cotiledonar; eixo embrionario com coloracdo
vermelha escura em toda a sua extensdo; embrido com deformacdes fisicas (ma-
formacédo); eixo embrionario ou todo o embrido completamente descolorido ou

amarelo leitoso, com tecidos flacidos (Figura 7).
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Figura 6. A - Tecidos mortos ou deteriorados numa extenséo superior a metade
dos tecidos de reserva cotiledonar, eixo embrionario com coloragéo
vermelha escura em toda a sua extensdo; B - Tecidos mortos ou
deteriorados numa extensdo superior a metade dos tecidos de
reserva cotiledonar, eixo embrionario ou todo o embrido
completamente descolorido ou amarelo leitoso, com tecidos flacidos;
C,E,F,J,KeL - Eixo embrionario ou todo o embrido completamente
descolorido ou amarelo leitoso, com tecidos flacidos; D - Eixo
embrionario com coloracdo vermelha escura em toda a sua extensao;

G ,H e | - embrido com deformacdes fisicas (ma-formacao).

D

Apos a classificacdo foi possivel determinar que dentre os lotes avaliados,
o lote 3 apresentou maior nimero de sementes da classe |, ou seja, maior numero
de sementes viaveis e vigorosas (Tabela 3). Observa-se também que o namero
de sementes viaveis e nao vigorosas (classe Il) teve maior ocorréncia no lote 2 e
ao verificar as inviaveis (classe Ill), percebe-se que esta classe nédo diferiu

estatisticamente entre os lotes.
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Tabela 3. Valores médios (%) de sementes de Schizolobium parahyba viaveis e
vigorosas (classe 1), viaveis e nado vigorosas (classe Il) e inviaveis
(classe I1l) determinados pelo teste de tetrazdlio (TZ), em trés lotes.

Teste de Tetrazédlio (TZ)

Classe | Classe I Classe lll
Lote 1 45 abA 29 abB 31 aB
Lote 2 43 bA 34 aAB 27 aB
Lote 3 54 aA 23 bB 27 aB
CV (%) 9,26

Médias seguidas de mesma letra minUscula nas colunas e mailscula nas linhas nédo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Pelos resultados apresentados na Tabela 4, verifica-se que houve
concordancia entre a classificagdo obtida pelo teste de TZ, utlizando a
metodologia proposta no presente estudo, com o teste de germinacdo. Destaca-
se, portanto, o lote 3 com maior niumero de sementes viaveis pelo teste de
germinacao, porém, ndo se diferiu ao compararmos a viabilidade pelo teste de TZ
(Tabela 4).

Tabela 4. Porcentagens médias do teste de germinacdo (TG), viabilidade
(Classes | e Il) pelo teste de tetrazolio (TZ), na avaliacdo da qualidade
fisiolégica em trés lotes de sementes de Schizolobium parahyba.

TG (%) TZ (%)
Lote 1 64 b 74 a
Lote 2 68 b 79 a
Lote 3 91 a 80 a
CV (%) 10,57 7,65
r 0,73

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com Ferreira et al. (2004), os resultados de viabilidade obtidos
no teste de germinacdo e tetrazdlio devem ser semelhantes, permitindo
diferencas de até 5% entre ambos, entretanto, Franca Neto (1999) diz que a

ocorréncia de diferenca superior a este valor, pode ser devido a amostragem,
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presenca de sementes dormentes na amostra, presenca de elevado numero de
sementes com danos mecanicos e presenca de fungos.

Pode se considerar que as classes de viabilidade definidas para o teste de
tetrazdlio, com base nos resultados para as sementes de Schizolobium parahyba,
foram eficientes para a determinacao da viabilidade desta espécie. Assim sendo,
em caso de necessidade para se determinar mais rapidamente a viabilidade de
sementes em analises laboratoriais recomenda-se 0 seu uso, uma vez que se
obtém resultados mais rapidos (em torno de 53 h) em relacdo aos testes de
germinacéo (21 dias de acordo com Brasil (2013)).

O teste de tetrazdlio por se tratar de um teste rapido e confiavel na analise
de sementes, fornecendo informacdes mais rapidamente que o teste de
germinacao, € recomendado para avaliacdo de varias espécies florestais, tais
como: Senna multjuga (Rich.) Irwin et Barn com 30°C/0,075% com 5 h de
exposicado (FERREIRA et al., 2004); Poecilanthe parviflora Benth. com 30°C/0,1%
com 2 h de exposi¢do (VALADARES et al., 2009); Hancornia speciosa Gomes
com 40°C/0,075% com 60-90 minutos de exposicdo (BARROS et al., 2010) e
Copaifera langsdorffii com 35°C/0,2% com 4 h de exposicdo (FOGACA et al.,
2011).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As atividades executadas no programa de estagio foram correspondidas
pelos objetivos propostos. A realizagcdo do estdgio demonstrou extrema
importancia para a formacgao pessoal e profissional do académico, levando ao fato
de poder enfocar em um trabalho cientifico, os conteddos adquiridos durante a
graduacéo.

Em relacdo a metodologia proposta para elaboracédo do teste de tetrazélio
para Schizolobium parahyba, o melhor procedimento que deve ser realizado é
com o pré-umedecimento das sementes escarificadas (lixadas) e imersas
diretamente em agua por 48 h, na temperatura de 25°C, para posterior retirada
total do tegumento. E para atingir a coloracédo ideal, as sementes devem ser
imersas em solucéo de tetrazolio a 0,075% por 2 h, a 40°C no escuro. O teste de
tetrazolio mostrou-se uma alternativa para determinacédo da qualidade fisiologica

de sementes desta espécie.
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