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TETRAZOLIO PARA SEMENTES DE Aspidosperma pyrifolium MART. 2012.
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ADEQUA(;AO DA METODOLOGIA DO TESTE DE TETRAZOLIO PARA
SEMENTES DE Aspidosperma pyrifolium MART

RESUMO: A maioria das espécies florestais sdo pouco conhecidas no que diz respeito a
qualidade fisiolégica de suas sementes, tais informacfes sdo de grande valia, seja para sua
prépria preservacao ou mesmo para diversos fins de utilizacdo. Este trabalho teve por objetivo
a adequacdo da metodologia para a elaboracdo de um protocolo com vistas a execucdo do
teste de tetrazolio em sementes de pereiro (Aspidosperma pyrifolium Mart.). As sementes
foram originarias de Sdo Jodo do Cariri (PB) e beneficiadas manualmente, sendo
posteriormente cortadas lateralmente e pré-condicionadas, por 3 horas, entre folhas de papel
umedecido 2,5 vezes 0 seu peso, a 25 °C. O tegumento da semente foi retirado e os embribes
submetidos a solucdo de tetrazolio, para coloragdo, nas concentragdes de 0,025; 0,050; 0,075
e 0,1% durante 30, 60, 90 e 120 minutos, no escuro em B.O.D. a 40 °C. Apds seccionamento
longitudinal entre os cotilédones e no centro do eixo embrionario, os embriGes foram
avaliados quanto a uniformidade e a intensidade da coloracdo apresentadas pelos tecidos,
sendo classificados em: néo coloridos e coloridos com intensidades fraca, adequada ou forte.
Os resultados obtidos foram comparados com os do teste de germinagéo e emergéncia. Com
base nos resultados observou-se que o teste de tetrazélio é eficiente para avaliar a viabilidade
de sementes de pereiro, utilizando-se a solucdo de tetrazélio a 0,075%, por 90 minutos, a 40
°C.

Palavras-chave: coloracdo, pereiro, viabilidade.
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ADAPTATION OF METODOLOGY OF TETRAZOLIUM TEST FOR SEEDS OF
Aspidosperma pyrifolium MART

ABSTRACT: Many forest species are less known according to physiological quality of its
seeds, these information are viable, as well as its own preservation or to other means. This
work had the aim the adaptation of methodology to elaborate a protocol to execute
tetrazolium test on seeds of pereiro — Aspidosperma pyrifolium Mart. Seeds came from S&o
Jodo do Cariri (PB) and handly beneficit, afterwards cut laterably and conditioning, for 3
hours, with watered paper sheet 2,5 times its weight at 25 °C. Seed tegument was left out and
embryo subjected to tetrazolium solution, to coloring, on concentrations at 0,025; 0,050;
0,075 e 0,1% during 30, 60, 90 and 120 minutes, on darkness in B.O.D. at 40°C. After
longitudinal separation among cotiledon and embryo axe center, embryo were evaluated
according to its uniformity and coloring intensity showed by tissues, being classified in: non-
colored and colored with weak, adequate or strong intensities. The results were compared
with germination test (conducted in 4 repetitions of 25 seeds at 25 °C constantly, with a paper
roll as substrate) and emergence (conducted in 4 repetitions of 25 seeds, seeding in plastic
plates with washed sand in a greenhouse). Based on results, it had been observed that
tetrazolium test is efficient to evaluate pereiro, seeds viability, using tetrazolium solution at
0,075%, during 90 minutes, at 40 °C.

Keywords: coloring, pereiro, viability.



1. INTRODUCAO

Um dos maiores desafios do conhecimento cientifico brasileiro ¢ o estudo e a
conservacdo da biodiversidade da Caatinga, uma regido natural exclusivamente brasileira,
sendo também a menos estudada e a menos protegida, fato este que se deve ao extenso
processo de alteracdo e deterioragdo ambiental provocados pelo uso insustentavel de seus
recursos (LEAL et al., 2003).

Apocynaceae é uma das maiores familias de Angiospermas, abrangendo cerca de 355
géneros e 3700 espécies (JUDD et al., 2008), as quais podem possuir 0s mais diversos
habitos, como arvores, arbustos, lianas e poucas ervas (KINOSHITA, 2005). Dentre suas
espécies podemos encontrar Aspidosperma pyrifolium Mart., de ocorréncia na Caatinga,
também sendo conhecida como pereiro, pau-de-coaru e pequia-da-mata (CORREA, 1978). E
uma arvore de porte regular, podendo atingir até 5 m de altura e cuja madeira é amplamente
empregada para servicos de carpintaria por apresentar boa qualidade para estes fins (TIGRE,
1968). Logo, a pressdo de uso aliada ao crescimento demografico em areas nativas ja fazem
dessa espécie uma das ameacadas de extingao.

As informacdes sobre a qualidade fisiologica de sementes florestais sdo escassas, para
os diversos fins de utilizagdo, inclusive para sua propria preservacdo (MONDO et al., 2008).
De acordo com Deminicis et al. (2009), o emprego de testes rapidos para a avaliacdo da
qualidade fisiologica de um lote de sementes é uma ferramenta imprescindivel, pois ajuda na
tomada de decisdes quanto ao manejo de lotes de sementes durante as etapas de pré e de pés-
colheita.

Tradicionalmente, o teste de germinacao é o mais utilizado para a analise da qualidade
de sementes, o qual determina a proporcéo de sementes capazes de produzir plantulas normais
sob condicdes favoraveis de temperatura, luz, umidade, aeracdo e substrato (BEWLEY E
BLACK, 1994). Entretanto, outro método que vem sendo utilizado com éxito para avaliar a
qualidade de sementes de espécies florestais é o teste de tetrazélio (FERREIRA et al., 2004);
este pode propiciar informacdes valiosas sobre a viabilidade e o vigor, além de possibilitar o
diagnostico dos principais problemas que podem afetar a qualidade das sementes
(KRZYZANOWSKI et al., 1999).

O teste de tetrazdlio foi desenvolvido primeiramente por Lakon em 1939 e em 1972,
aperfeicoado e divulgado por Moore, € um teste baseado na atividade dos tecidos vivos,
refletindo a atividade das enzimas desidrogenases, envolvidas no processo de respiracdo
(AOSA, 1983).



Para o teste de tetrazélio sdo indicados procedimentos, denominados de pré-
condicionamento, estes visam & absorcdo da solugcdo nos tecidos de interesse a serem
avaliados. Em sementes de espécies florestais, diversos tratamentos de pré-condicionamento
vém sendo utilizados, a exemplo do corte, escarificacdo e embebicdo em agua. Além do pré-
condicionamento, a utilizacdo de concentracdo da solugdo de tetrazdlio, tempo e temperatura
de condicionamento e avaliagdo adequada da coloracdo das sementes, sdo fundamentais para
que se obtenham resultados confiaveis a respeito da qualidade das sementes (OLIVEIRA et
al., 2005).

A eficiéncia do teste em avaliar a viabilidade das sementes depende da adequacéo do
mesmo para cada espécie, de modo a definir as condi¢cfes apropriadas para a hidratacdo, o
preparo, a coloracédo e a avaliacdo das sementes (PINTO et al., 2008). Em condi¢Ges normais,
os resultados de viabilidade obtidos pelos testes de tetrazolio e de germinacdo devem ser
semelhantes, sendo permitidas diferencas de até 5% entre estes. No entanto, podem ocorrer
diferengas superiores a este valor (FERREIRA et al., 2001).

Estudos que evidenciam metodologias adequadas para o emprego das determinacdes
do teste de tetrazolio em espécies florestais, ainda sdo escassos. Contudo, alguns trabalhos
vém sendo realizados, a exemplo com a espécie Tabebuia aurea (OLIVEIRA et al., 2006),
onde a concentracdo de 0,1% e acondicionamento a 28 °C, no escuro, por 24 horas, foi
suficiente para estimar a viabilidade das sementes, apresentando resultados similares aos
encontrados na germinacdo em laboratério. Segundo Masetto et al. (2009), a utilizacdo da
concentracdo de 0,1% de sal de tetrazélio durante 4 horas a 30 °C permitiu coloracao
uniforme e foi eficiente para avaliacdo da viabilidade das sementes de Eugenia pleurantha
(pitanga-do-mato).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo adequar a metodologia para a
elaboracdo de um protocolo com vistas a execucdo do teste de tetrazolio em sementes de

Aspidosperma pyrifolium Mart.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A Caatinga

A Caatinga € um bioma da regido Nordeste, correspondendo a quarta maior formacao
vegetal do Brasil, apds a Amazonia, o Cerrado e a Mata Atlantica (AGUIAR et al., 2002).
Fitogeograficamente, ocupa cerca de 11% do territério nacional, abrangendo os Estados da
Bahia, Sergipe, Alagoas, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte, Ceara, Piaui e Norte de
Minas Gerais (MARACAJA e BENEVIDES, 2006).

Sua variada cobertura vegetal esta, em grande parte, determinada pelo clima, relevo e
embasamento geoldgico que, em suas multiplas inter-relagbes, resultam em ambientes
ecoldgicos bastante variados (RODAL et.al., 2008). Sua grande extensdo, os tipos de clima e
solo e multiplicidade nas formas de relevo do semiarido, que se traduz em diferentes
paisagens como os vales Umidos, as chapadas sedimentares e as amplas superficies
pediplainadas explicariam a razdo da flora possuir téo alto grau de variabilidade (SANTANA
e SOUTO, 2006). Botanicamente, a Caatinga constitui um complexo vegetal muito rico em
espécies lenhosas e caducifélias (CANDIDO et al., 2005).

Assim como outros ecossistemas, tem passado por um grande processo de degradacgédo
ambiental, provocada principalmente pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais; a
pouco tempo vem sendo estudada mais detalhadamente e até os dias atuais pouco se sabe a
respeito de suas potencialidades (BARBOSA et al., 2007). Oliveira et al. (2009) menciona
qgue o processo de degradacdo ocorrente € ocasionado principalmente pelo desmatamento
destinado a ocupagdo com areas agricolas e de pecuaria, e 0 uso nao planejado de seus
recursos tem proporcionado a fragmentacdo da sua cobertura vegetal, restringindo sua
distribuicdo a remanescentes que podem ser considerados refugios para a biodiversidade
local.

Estudos com levantamento floristico em trés areas de Caatinga do Cariri paraibano
constataram que as familias com maior numero de espécies no estrato arbustivo-arboreo
foram Cactaceae e Euphorbiaceae, bem como observaram que o habito arbéreo foi superior ao
arbustivo em ndmero de espécies, das quais se destacaram Poincianella pyramidalis
(catingueira) e Aspidosperma pyrifolium (pereiro) como elementos arb6reos de maior
ocorréncia, e Croton blanchetianus (marmeleiro) e Jatropha mollissima (pinhdo) como

componentes arbustivos presentes em maior quantidade (ARAUJO et al., 2009).



2.2. A espécie Aspidosperma pyrifolium Mart.

A familia Apocynaceae é uma das maiores entre as Angiospermas, abrangendo cerca
de 355 géneros e 3700 especies (JUDD et al., 2008), as quais podem possuir 0s mais diversos
habitos, como arvores, arbustos, lianas e poucas ervas (KINOSHITA, 2005). Aspidosperma é
um dos seus géneros, com cerca de 43 espécies de distribuicdo neotropical (MARCONDES-
FERREIRA e KINOSHITA, 1996), cujas espécies apresentam importancia como
fornecedoras de madeira nobre e como detentoras de alcaldides (LOPES et al., 1989), grupo
de substancias com notdrias aplicagcdes antimicrobianas. Destacando-se o potencial dos
alcalGides provenientes de espécies de Aspidosperma no tratamento do cancer (OLIVEIRA e
ALENCAR-FILHO, 1994).

Aspidosperma pyrifolium Mart. (pereiro) é uma arvore de porte regular, podendo
atingir até 5 m de altura (BRAGA, 1976). Seu fruto € do tipo foliculo piriforme, com 47,9 —
77,6 mm de comprimento e 27,2 — 42,2 mm de largura; deiscente, lenhoso, de superficie
rugosa e coloracdo marrom, apresentando rugas brancas, forma de gota achatada e com 4 — 9
sementes por fruto (AZEVEDO et al., 2011).

A semente é alada, com forma arredondada ou cordiforme, discoide, lenticular, com
tegumento de textura cartacea, de coloragdo marrom e seus varios tons, aspero, sulcado e
opaco, possui tégmen fino e transparente (FERREIRA et al., 2000). Apresenta 13,0 — 19,1
mm de comprimento e 13,1 — 18,2 mm de largura. As sementes revelam certa dificuldade para
serem coletadas, pois logo ap6s a deiscéncia do fruto, as mesmas se desprendem e sao
carregadas pelo vento; dessa forma, os frutos devem ser coletados quando estdo no inicio da
deiscéncia, para gque as sementes nao sejam perdidas (AZEVEDO et al., 2011).

As alas e o formato das sementes sdo 0s principais responsaveis pelo sucesso da
dispersdo, espalhando as sementes por longas distancias (SILVA et al., 2004; LEAL et al.,
2003). Em estudo com dispersdo de sementes de uma comunidade arb6rea em Pernambuco a
espécie A. pyrifolium foi classificada como anemocorica; em se tratando do grupo ecoldgico
como secundaria tardia, sendo arvores com altura média de 8,7 m, com floracdo de outubro a
novembro e frutificacdo entre agosto e setembro (MARANGON et al., 2010).

Ao observar a distribuicdo espacial de algumas espécies da caatinga Costa et al. (2010)
constataram que as populacdes tém distribuicdo homogénea, com excecdo da populagéo de A.
pyrifolium, a qual apresenta agregaces, ou seja, os individuos distribuem-se em grupos.

Ao estudar a composicao floristica e a estrutura comunitéaria da vegetacdo de quatro

areas serranas no Cariri paraibano Oliveira et al. (2009) observaram 54 espécies ocorrentes,



entre as quais A. pyrifolium foi uma das cinco com maior valor de importancia.
Semelhantemente aos resultados obtidos por Andrade et al. (2005) ao analisar a cobertura de
duas fitofisionomias de Caatinga ocorrentes no municipio de S&o Jodo do Cariri (PB), onde A
pyrifolium, juntamente com Poincianella pyramidalis (catingueira), Croton sonderianus
(marmeleiro) e Jatropha molissima (pinhdo) revelaram-se como espécies de maior

importancia para as areas estudadas.

2.3. Qualidade fisioldgica de sementes

A qualidade fisiologica de sementes geralmente é avaliada pelo teste de germinacao,
entretanto, este resultado nem sempre corresponde com a emergéncia em campo (BHERING
et al., 2000). Visto que este é realizado em condicBes ideais, € comum que haja uma
superestimativa do potencial fisiolégico das sementes fazendo-se necessaria sua
complementacdo através de testes de vigor que resultem em informacdes consistentes,
padronizadas e em curto prazo (MUNIZ et al., 2004). Os testes de vigor tém por finalidade
diferenciar os niveis de qualidade fisioldgica das sementes e que ndo podem ser detectados
pelo teste de germinacdo (KRZYZANOWSKI e FRANCA NETO, 2001). Alguns destes
testes estimam indiretamente essa qualidade fisiolégica, como € o caso dos testes de
condutividade elétrica (BLANDON e BIDDLE, 1992) e tetrazolio (BRASIL, 2009; COSTA e
SANTOS, 2010).

A germinacdo pode ser afetada por uma série de fatores internos e externos, sendo 0s
fatores substrato, luz, agua, oxigénio, dorméncia e temperatura 0s que mais afetam o processo
germinativo das sementes (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). O reduzido percentual de
germinacao € o primeiro indicativo da baixa qualidade fisioldgica, que pode estar associada
também a reducdo do vigor (SANTOS, 2010).

Os testes de vigor sdo desenvolvidos com o objetivo de identificar possiveis diferencas
no grau de deterioragcdo de sementes com potencial germinativo semelhante, podendo estimar
sua capacidade de armazenamento e emergéncia de plantulas em campo (FRANZIN et al.,
2004). Segundo Marcos Filho (2005) o vigor das sementes é o reflexo de um conjunto de

caracteristicas ou propriedades que determinam o seu potencial fisiologico.



2.4. Teste de tetrazolio

O teste de tetrazolio € um teste bioquimico que pode ser usado para avaliacdo da
qualidade fisiologica de sementes, podendo determinar sua viabilidade apds tratamentos pré-
germinativos, danos por secagem, por insetos e por umidade bem como detectar danos
mecénicos de colheita e/ou beneficiamento. No teste, as sementes sdo embebidas em uma
solugdo incolor de 2, 3, 5 trifenil cloreto ou brometo de tetrazolio que é usada como um
indicador para revelar o processo de reducdo que acontece dentro das células vivas. Neste
processo, os fons de H* liberados durante a respiragdo dos tecidos vivos, a qual ocorre na
mitocondria da célula, sdo transferidos por um grupo de enzimas (desidrogenases) e
interagem com o tetrazolio, o qual é reduzido a um composto vermelho, estdvel e ndo
difusivel chamado de trifenil formazan. Esta reagcdo se processa no interior das células vivas e
0 composto ndo se difunde, havendo nitida separacdo dos tecidos vivos e coloridos que
respiram, dagqueles mortos e que nao colorem (BRASIL, 2009).

Para que os resultados do teste sejam satisfatorios, € necessario que a solucdo de
tetrazolio seja adequadamente absorvida pelas sementes. Por essa razdo, algumas espécies
necessitam passar por etapas preparatorias previamente a imersdo na solucdo de tetrazélio.
Em geral, as sementes devem ser pré-embebidas em agua antes de serem submetidas a
imersdo na solucdo de tetrazdlio, com o objetivo de ativar o metabolismo enzimatico, uma
etapa conhecida como pré-condicionamento (COSTA et al., 2010). Dentre os métodos de pré-
condicionamento mais utilizados podem ser citados a puncdo, o0 corte e a retirada do
tegumento; no entanto, algumas espécies apresentam camadas mucilaginosas que devem ser
retiradas para que haja a absorcdo do sal de tetrazélio (NERY et al., 2007). Para remover a
mucilagem de sementes de melancia Bhering et al. (2005) fizeram uso da embebic¢do em agua
e cal virgem.

Para as espécies florestais brasileiras, o teste de tetrazélio € utilizado de forma restrita,
embora apresente potencial para ser empregado rotineiramente, uma vez que parte dessas
espécies necessita de um periodo longo para as sementes germinarem (PINTO et al., 2008).
Utilizando sementes de Gleditschia amorphoides (sucard), Fogaca et al. (2006) obtiveram
bons resultados com sementes escarificadas mecanicamente e embebidas por 48 horas, para
posterior retirada do tegumento, e utilizando solucdo de tetrazélio & 0,075% por 3 horas,
acondicionadas em camara a 35 °C, no escuro.

Por se tratar de um teste rapido e confiavel na analise de sementes, o teste de tetrazolio

é recomendado para avaliacdo de varias espécies florestais, como: Aspidosperma subincanum



(peroba-de-gomo), Aspidosperma discolor (guatambu-vermelho) e Tabebuia alba (ipé-
amarelo) (MATTEUCCI et al., 1999); Astronium graveolens (guaritd), Jacaranda
cuspidifolia (jacarandd) e Parapiptadenia rigida (angico) (FOGACA, 2003); Peltophorum
dubium (canafistula) (OLIVEIRA et al., 2005); Ocotea porosa (imbuia) (KALIL-FILHO et
al., 2008).

3. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes (LAS) do Centro de
Ciéncias Agrarias — Campus Il — UFPB. As sementes de Aspidosperma pyrifolium Mart.
foram coletadas no municipio de S&o Jodo do Cariri (PB) e beneficiadas manualmente, sendo
posteriormente mantidas em condi¢des adequadas no laboratério.

Previamente a execugdo dos experimentos, foi determinado o teor de &gua das
sementes, realizado pelo método de estufa a 105+3 °C por 24 horas com quatro repeticdes de
25 sementes (BRASIL, 2009). Os resultados da determinacdo dos teores de agua foram
calculados com base no peso das sementes Umidas (base Umida).

Para avaliacdo de metodologias destinadas ao preparo e coloracdo para o teste de
tetrazllio, as sementes representativas do lote foram cortadas lateralmente e pré-
condicionadas, por 3 horas, entre folhas de papel umedecido, a 25 °C. Além desta, quatro
metodologias destinadas ao preparo das sementes foram testadas: com e sem corte lateral,
sendo ambas submetidas & imersdo em agua destilada por 2 horas, a 25 °C e disposicao entre
folhas de papel umedecido por 2 horas, a 25 °C. Apos o pré-condicionamento, o tegumento
das sementes foi cuidadosamente removido, de forma a expor as estruturas do embrido sem
causar danos ao mesmo. Posteriormente, utilizando-se quatro repeticbes de 25 sementes,
colocadas em copos plésticos com capacidade de 50 mL, foi adicionada a solucdo de
tetrazolio, para coloracdo, nas concentragdes de 0,025; 0,050; 0,075 e 0,1% durante 30, 60, 90
e 120 minutos, no escuro em germinador tipo B.O.D. (Biochemical Oxigen Demand) a 40 °C.
Apbs cada periodo, os embrides foram lavados em agua corrente e mantidos submersos em
agua até o momento da avaliacdo. Estes foram analisados individualmente, externa e
internamente, apos seccionamento longitudinal entre os cotilédones e no centro do eixo
embrionario. Foram avaliados apenas quanto a uniformidade e a intensidade da coloracéo
apresentadas pelos tecidos, sendo classificados em: ndo coloridos e coloridos com

intensidades fraca, adequada ou forte.



As sementes foram divididas em trés classes: Classe 1: viaveis e vigorosas; Classe 2:
viaveis e ndo vigorosas e Classe 3: ndo viaveis; conforme a coloracdo e firmeza dos tecidos
do embrido, sendo identificada também a presenca e a localizacdo dos danos. Os resultados
foram expressos em porcentagem de sementes viaveis. A Association of Official Seed
Analystis - AOSA (1983) recomenda a interpretacdo do teste procurando enquadrar as
sementes nessas trés classes; as classes 1 e 2 representando as sementes viéveis e a 3, as ndo-
viaveis. Esse procedimento foi adotado por Dias e Barros (1999) para a interpretacdo de testes
conduzidos com sementes de milho.

Para avaliar a eficiéncia do teste de tetrazolio na viabilidade das sementes, foram
realizados os testes de germinacdo e emergéncia de plantulas, para posterior comparacao dos
resultados.

O teste de germinacdo foi conduzido em quatro repeticbes de 25 sementes na
temperatura constante de 25 °C, tendo como substrato o rolo de papel. Antes da instalagdo foi
adicionada &gua destilada no volume 2,5 vezes o peso do papel seco. Todos os tratamentos
foram levados a germinadores tipo B.O.D. O teste de emergéncia foi conduzido em casa de
vegetacdo, utilizando-se bandeja plastica contendo areia lavada e autoclavada, subdividida em
quatro repeticOes de 25 sementes, sendo feitas irrigacdes diarias para manutengdo da umidade
no substrato.

A primeira contagem foi realizada aos 6 e 8 dias ap0s a instalacdo, para os testes de
germinacdo e emergéncia, respectivamente. A contagem final de germinacdo ao 16° dia e a de
emergéncia ao 20° dia, apos instalacdo, computando-se o numero de plantulas normais de
acordo com as RAS (BRASIL, 2009) e os resultados expressos em porcentagem. Também
foram calculados os indices de Velocidade de Germinacdo e Emergéncia (IVG e IVE), de
acordo com a equacao proposta por Maguire (1962); correspondendo as contagens diarias de
plantulas normais do 6° ao 16° dia e do 8° ao 20° dia, respectivamente, apds o inicio do teste.
Ao final dos testes, as plantulas normais de cada repeticdo foram medidas com o auxilio de
uma régua graduada, sendo os resultados expressos em cm/plantula. Posteriormente, estas
foram colocadas em sacos de papel kraft e submetidas a secagem em estufa regulada a 65 °C
até atingirem peso constante.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado (DIC), realizando-se anélise de
variancia (Anova). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se que as sementes de Aspidosperma pyrifolium Mart. necessitam ser
submetidas ao corte lateral antes de serem pré-condicionadas, para facilitar a remoc¢do do
tegumento, e, assim, permitir a penetracdo da solucdo de tetrazolio nos seus tecidos. O pré-
condicionamento entre folhas de papel umedecido evita a embebicdo direta das sementes,
contribuindo com a eficiéncia do teste de tetrazolio. O pré-condicionamento das sementes,
promove 0 amolecimento do tegumento, facilita a penetracdo da solucéo de tetrazolio e ativa
0s sistemas enzimaticos respiratérios, resultando em coloragcdo mais visivel (VIEIRA e VON
PINHO, 1999). Esse processo facilita o preparo das sementes para o teste, & penetracdo da
solucdo de tetrazdlio e o desenvolvimento de uma coloracdo mais nitida e evidente (MOORE,
1985).

Diferentemente do que ocorre com sementes de A. peregrina, as quais foram pré-
condicionadas por imersdo em agua destilada a 25 °C por 14 horas (PINHO et al., 2011). A
imersdo direta das sementes em agua ndo deve ser feita por periodo de tempo excessivo, pois
pode acarretar problemas devido a reducdo na disponibilidade de O, para as sementes
comprometendo a sua qualidade e, consequentemente, podendo levar a obtencédo de resultados
incorretos (COSTA, 1992).

Na Tabela 1, encontram-se as combinacdes entre as concentracdes do sal e os periodos
de coloracdo. Os melhores resultados em termos de intensidade e uniformidade foram obtidos
com a concentracdo a 0,075% e periodo de coloracdo de 90 minutos, resultados semelhantes
foram obtidos com a mesma concentracdo em 120 min. Normalmente, a absor¢do de agua
para reativacdo das atividades metabdlicas das sementes ocorre entre 8 e 16 horas de
embebicdo (MARCOS FILHO, 2005). Com os resultados obtidos, pode-se verificar que a pré-
hidratacdo das sementes de A. pyrifolium entre folhas de papel umedecido por 3 horas foi
suficiente para que as atividades metabdlicas do embrido fossem restabelecidas, visto que
permitiu a coloracdo adequada dos tecidos quando em contato com a solugéo de tetrazélio.

Os embrides submetidos a solucdo de tetrazdlio a 0,1% por 90 minutos, apresentaram
intensidade razodvel de coloracdo, porém menos uniforme. O tempo de 30 minutos resultou
numa grande quantidade de embrides ndo coloridos, quando utilizadas as concentragdes de
0,025% e 0,050%, as quais possivelmente foram insuficientes para coloragdo. De forma
semelhante, o tempo de 60 minutos para estas concentragdes promoveu elevados indices de

embribes ndo coloridos e com coloracédo fraca. Ao avaliar a qualidade de lotes de sementes de
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canafistula (Peltophorum dubium) Oliveira et al. (2005) evidenciaram como adequadas a

concentracdo de 0,1% da solucéo de tetrazélio por 150 minutos a 25 °C.

Tabela 1 — Padrdo de coloracdo de embrifes de A. pyrifolium submetidos a imersdo em
solugdes de tetrazolio a 0,025; 0,050; 0,075 e 0,1%, por 30, 60, 90 e 120

minutos.
Padréo de coloracdo (%)
Tempo  Solucéo
Estrutura de de Nao Coloridos
coloracdo tetrazdlio coloridos Fraca Adequada Forte

0,025 % 98 2 0 0
0,050 % 92 8 0 0
30 min. 0,075 % 85 15 0 0
0,1% 68 32 0 0
0,025 % 68 32 0 0
0,050 % 68 30 2 0
60 min. 0,075 % 38 54 8 0
Embrides de Aspidosperma 0,1% 10 63 25 2
pyrifolium Mart. 0,025 % 40 58 2 0
0,050 % 12 65 20 3
90 min. 0,075 % 0 8 92 0
0,1 % 0 5 85 10
0,025 % 10 72 18 0
0,050 % 0 42 55 3
120 min. 0,075 % 0 8 87 5
0,1 % 0 8 80 12

Nas Figuras 1 e 2 verifica-se a intensidade de coloracdo promovida aos embrides de A.
pyrifolium quando estes foram submetidos aos diferentes periodos de tempo e concentragdes
da solucédo de tetrazolio. Com excecdo da concentracdo de 0,1%, o aspecto branco leitoso ou
amarelado foi observado no periodo de 30 minutos, ndo diferindo do observado com as
concentracdes de 0,025% e 0,050% em 60 minutos. Segundo Krzyzanowski et al. (1999), a
escolha da concentracdo e do tempo de incubagdo das sementes no teste de tetrazélio deve se
basear na facilidade de diferenciacdo das sementes viaveis e invidveis. De acordo com Costa
et al. (2010), para que os resultados do teste sejam satisfatorios, é necessario que a solucéo de
tetrazolio seja adequadamente absorvida pelas sementes, e estas, quando viaveis, tendem a
absorver a solucdo lentamente, desenvolvendo coloracdo mais suave do que sementes
deterioradas, as quais adquirem coloracdo rosa forte. As duas maiores concentracoes (0,075%
e 0,1%) nos dois maiores periodos de tempo (90 e 120 minutos) promoveram colora¢fes mais

brilhantes nos embrides de A. pyrifolium (Fig. 2), destacando-se uma maior viabilidade de
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sementes e melhor visualizagcdo das estruturas na concentragdo de 0,075% por 90 minutos.
Resultados semelhantes foram encontrados por Nery et al. (2007) para sementes de melancia
(Citrullus lanatus) e por Pinto et al. (2008) para sementes de coracao-de-negro (Poecilanthe
parviflora), sendo indicados para a avaliacdo da qualidade das mesmas, a concentracdo de
0,075% por 4 horas a 30 °C e 0,075% por 90 minutos a 40 °C, respectivamente.

Figura 1. Embrides de A. pyrifolium apds trinta (acima) e sessenta (abaixo) minutos de
coloracdo em solucgdes de tetrazélio a 0,025% (A); 0,050% (B); 0,075% (C); e
0,1% (D).

Figura 2. Embrides de A. pyrifolium apds noventa (acima) e cento e vinte (abaixo)
minutos de coloracdo em solucdes de tetrazdlio a 0,025% (A); 0,050% (B);
0,075% (C); e 0,1% (D).

Na avaliacdo da qualidade fisiologica pelo teste de tetrazolio, as sementes classificadas
como viaveis e vigorosas (classe 1) foram as que apresentaram embrides com coloracéo rosa
claro brilhante (Figura 3-A) ou vermelho brilhante (Figura 3-B), com tecidos firmes e

turgidos, sem lesdes visiveis, ou apresentando apenas lesdes superficiais em areas nao criticas
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dos cotilédones, as quais estdo situadas nas extremidades, no seu contorno, ndo estando
préximas da radicula nem da parte central do cotilédone (Figura 3-C).

A remocdo do tegumento das sementes ap0s 0 pré-condicionamento mostrou-se uma
maneira adequada como preparo das sementes para o teste de tetrazolio. As Figuras 3 A, B e
C mostram a melhor eficiéncia na difusdo da solugdo de tetrazolio para o interior dos

embrides, resultando em coloracéo mais visivel.

Figura 3. EmbriGes viaveis e vigorosos de A. pyrifolium (A, B e C).

As sementes classificadas como viaveis e ndo vigorosas (classe 2) foram aquelas cujos
embribes apresentaram menos de 50% das areas dos cotilédones ndo coloridos, com eixo
embrionario sem coloracdo, contudo, sem lesdes e com tecidos firmes e tdrgidos (Figura 4-
A); e embrides com coloragdo vermelho carmim-escura, porém brilhantes e com boa textura
(Figura 4-B).

Figura 4. Embrides vidveis e ndo vigorosos de A. pyrifolium (A e B).

A classificagdo em sementes ndo-vidveis (classe 3) foi aplicada aquelas em que os

embrides apresentaram aspecto branco leitoso ou amarelado (Figura 5-A), danos em areas
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criticas dos cotilédones e eixo embrionario com radicula completamente descolorida (Figura
5-B), ou coloracdo vermelho intensa atingindo o cilindro central (Figura 5-C). Esse
comportamento provavelmente deve-se ao fato dessas regides estarem mais expostas a
condicdo de estresse. Como um dos primeiros sinais da deterioracédo e a perda da integridade
das membranas, hd& um aumento na difusdo da solucdo de tetrazélio nos tecidos
(DELOUCHE, 2002; FRANGCA NETO et al., 1998).

Figura 5. Embrides ndo viaveis de A. pyrifolium (A, B e C).

A tabela 2 refere-se aos resultados dos testes de germinacdo e emergéncia. Em ambos
as sementes expressaram alta qualidade fisiologica, sendo o teste de germinacéo responsavel
pela obtencdo de um percentual elevado de viabilidade (98%). O teste de germinacéo,
realizado em condicBes 6timas de laboratorio, consiste em determinar o potencial germinativo
de um dado lote de forma a avaliar a qualidade fisiologica das sementes para fins de
semeadura e producdo de mudas (BRASIL, 2009; CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).
Além disso, a germinacdo de sementes serve como base para 0S processos de sucessdo
secundaria, visto que a partir dela ocorrem o0s processos subsequentes de estabelecimento de
plantulas e regeneracao de comunidades vegetais (GOMES e FERNANDES, 2002).

O teste de emergéncia em casa de vegetacdo resultou em 86% de plantulas emersas de
A. pyrifolium. Este teste € considerado o melhor indicativo para inferir sobre o vigor de
sementes, pois na sua execucao devem ser utilizadas condi¢fes que simulem aquelas que as

sementes estardo sujeitas por ocasido da semeadura em campo (GUEDES et al., 2009).
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Tabela 2 — Valores médios referentes ao teor de agua (T.A.), porcentagem de germinacgéo e
emergéncia (G. e E.), primeira contagem de germinacgéo e emergéncia (P.C.G. e
P.C.E), indice de velocidade de germinacdo e emergéncia (I.V.G. e L.V.E.),
comprimento de plantulas (C.P.) e massa seca de plantulas (M.S.) de sementes
de A. pyrifolium.

Variaveis
T.A. (%) G. (%) P.C.G. (%) .V.G. C.P. (cm/pl.) M.S. (mg/pl.)
8,0 98,0 94,0 4,06 14,0 26,5
E. (%) P.C.E. (%) I.V.E. C.P. (cm/pl.) M.S. (mg/pl.)
86,0 32,0 2,25 13,99 43,5

Comparando-se os resultados dos diferentes tratamentos em relagdo a estimativa da
viabilidade das sementes, verificou-se que a concentragdo de 0,075% por 90 minutos
possibilitou uma maior visualizacdo do eixo e das areas vitais do embrido, resultando em 88%
de sementes viaveis (Tabela 4), este resultado ndo diferiu significativamente do obtido com o
teste de emergéncia, indicando que o teste de tetrazélio é eficiente na avaliacdo da qualidade
fisiologica das sementes. A utilizacdo de solucdo de cloreto de tetrazélio em concentracbes
baixas (0,075%), além de ser mais econémica, permite uma coloracdo adequada dos tecidos
das sementes, sem prejudicar a visualizacgéo.

Apesar da diferenca estatistica obtida entre os testes de germinacédo e tetrazélio, este
pode ser considerado adequado para esta avaliacdo. As médias de viabilidade entre ambos
diferiram em 10%, contudo, em se tratando de espécies florestais, as quais possuem
germinacdo desuniforme, indices como este podem ser considerados aceitaveis. De acordo
com Ferreira et al. (2004), os resultados de germinacéo e de viabilidade pelo tetrazlio devem
ser mais préximos, com margem de 5% de diferenca entre eles. Entretando, ao comparar 0s
dois testes em sementes de Tabebuia aurea Oliveira et al. (2006) encontraram diferencas
entre 2% e 12%, indicando que o teste é adequado para analisar a viabilidade dessas sementes.
Alguns estudos confirmam a possibilidade de utilizacdo do teste de tetrazélio para avaliar a
viabilidade de diversas espécies, como amendoim (CARVALHO et al., 2009), algoddo
(CERVI e MENDONCGCA, 2009), entre outros.
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Tabela 3 — Resultados do teste de germinacdo (TG), teste de emergéncia (TE) e teste de
tetrazolio (TZ) em diferentes concentragdes e tempos em sementes de A.

pyrifolium.
Testes Germinacao Emergéncia Sementes viaveis

(%) (%) (%)

TG 98a - -

TE - 86b -
TZ 0,075% / 90 min. - - 88b
TZ 0,075% / 120 min. - - 78c
TZ 0,1% / 90 min. - - 80c
TZ0,1% /120 min. - - 78c

C.V. (%) 7,18

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

5. CONCLUSOES

O teste de tetrazolio € eficiente para avaliar a viabilidade de sementes de pereiro;

Para o preparo das sementes, recomenda-se o corte lateral e o pré-condicionamento
entre papel umedecido por 3 horas a 25 °C, e posterior remocao do tegumento;

Para a coloracdo, deve-se utilizar solugdo de tetrazolio a 0,075%, por 90 minutos, a 40
°C.
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