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Padronizacao do teste de tetrazélio em sementes de
Parkia velutina Benoist (Leguminosae - Mimosoideae)

Angela Maria da Silva MENDES', Adriana de Aratjo BASTOS?, Maria da Gléria Gongalves de MELO?

RESUMO

O trabalho teve por objetivo determinar métodos de pré-condicionamento e concentragdes da solucio de tetrazélio na avaliacio
da qualidade de sementes de Parkia velutina Benoist. Os tratamentos pré-condicionantes das sementes foram avaliados com
trés métodos de escarificacio: desponte na regiao oposta ao hilo, punc¢io na regiio mediana e lixa nos dois lados da semente
com posterior embebi¢iao em 200 ml de dgua para cada 25 sementes e permanéncia em cAmara a 30 °C por 16 horas. As
concentragdes da solucio de tetrazdlio testadas foram: 1,0%, 0,5% e 0,1% por duas horas na temperatura de 40 °C. O
tratamento de pré-condicionamento mais eficiente foi a combinagao do desponte e lixamento nos dois lados da semente. A
concentragio de tetrazolio a 0,5% pode ser utilizada para avaliar a viabilidade das sementes de P velutina como complemento
ao teste de germinacdo. O teste de tetrazélio se mostrou eficiente na caracterizacio de lesdes ocasionadas por insetos e danos
mecanicos em sementes de P velutina.

PALAVRAS-CHAVE: Qualidade de sementes, andlise de sementes, espécie florestal tropical, teste de germinacio.

Tetrazolium test in Parkia velutina Benoist seeds (Leguminosae -
Mimosoideae)

ABSTRACT

This manuscript aimed to determine methods of daily pre-conditioning and concentrations of the tetrazolium solution
for evaluating the quality of Parkia velutina Benoist seeds. The daily pre-condicionanting seed treatments were evaluated
using three scarification methods: coating cutting on the opposite side of the hilum region, puncture in the medium region
and scarification with sandpaper on both sides of the seed, followed by soaking each of the 25 seeds in 200 ml of wate and
permanence in chamber 30 °C for 16 hours. The concentrations of the tetrazolium solution tested were 1.0%, 0.5% and
0.1% for two hours at 40 °C. The more efficient daily pre-conditioning treatlment was a combination of the coating cutting
and the scarification n both sides of the seed. The 0.5% tetrazolium concentration can be used to evaluate the viability of
P velutina seeds as complement to the germination test. The tetrazolium test showed its efficiency in the characterization of
injuries caused by insects and mechanical damages in P velutina seeds.
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INTRODUCAO

A produgio de sementes de espécies florestais ganhou
grande importincia para a formagio de mudas a serem
utilizadas em programas de reposicio florestal, recuperagao
de dreas degradadas, arborizagio urbana e a preservagio
das espécies florestais nativas em extin¢do, entre outras
atividades, que necessitam deste insumo (Vieira ez a/., 2001).
Segundo Rosinha (1981) um dos componentes, senao o mais
importante, de um programa de producio de semente ¢ a
pesquisa, a qual fornece a base e sobre a qual se apdiam os
demais elementos do sistema.

Um dos fatores bdsicos para o éxito em atividades como
recuperagio de dreas degradadas e/ou reflorestamento é
utilizar espécies adequadas ao habitat das diferentes regioes,
bem como, usar sementes de boa qualidade fisioldgica. Desta
forma torna-se necessdrio um bom conhecimento da espécie
que se vai trabalhar, evitando-se assim, situagdes que podem
inviabilizar o sucesso destas atividades (Aratjo-Neto et 4l.,
2002).

Parkia velutina Benoist pertence 4 familia Leguminosae,
sub-familia Mimosoideae. A espécie ¢ conhecida popularmente
no Brasil como corezeiro e visgueiro (Hopkins, 1986; Silva
et al., 2004). Em Coari, municipio do Amazonas, onde a
espécie ocorre em abundincia recebe o nome de angico-
da-folha-pequena. O género Parkia apresenta uma grande
diversidade na Amazénia, com 4rvores de grande porte que
ocorrem na floresta de terra-firme, vdrzea sazonal, floresta
secunddria, e no norte da América do Sul, onde existem 17
espécies (Hopkins, 1986).

Oliveira et al. (1989) comentam que para o manejo
sustentdvel de qualquer espécie florestal, é necessdrio um
amplo conhecimento de suas caracteristicas. A pesquisa em
tecnologia de sementes tem buscado incessantemente modos
de desenvolver ou aprimorar testes que possibilitem a avaliacio
da qualidade das sementes. Informagdes sobre sementes
florestais, especialmente no que diz respeito 4 padronizagao e
ao aperfeicoamento de métodos de andlise, tém sido motivos
de estudo por parte de pesquisadores e analistas de sementes,
em fungio da nio-existéncia de prescri¢oes para a conducio
de teste de germinagio para espécies florestais nativas.

A avaliagio da qualidade fisiolégica ¢ um parimetro
importante a ser considerado em um programa de producio
de sementes, e, atualmente, testes que fornecem resultados em
periodo de tempo relativamente curto sio os mais demandados
para agilizar as tomadas de decisdo nas diferentes etapas do
processo produtivo, especialmente na fase de pés-colheita
(Bhering ez al., 2005). A maneira confidvel para conhecer a
qualidade das sementes ¢ efetuar a andlise e a interpretacdo
correta dos resultados. Dessa maneira, pode-se fornecer uma
garantia para comerciantes e produtores, diminuindo o risco
de aquisi¢dao de sementes com qualidade desconhecida e
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cotagio de preco do produto nio compativel com o valor

real (Macedo, 2006).

O método rotineiro para determinar a qualidade das
sementes ¢ o teste de germinagdo, que, embora muito
util, requer um periodo relativamente longo para se obter
resultados, principalmente quando se considera o interesse
comercial dos produtores de sementes. Neste contexto,
segundo Bhering er al. (2005), o teste de tetrazdlio tem se
mostrado uma alternativa promissora pela qualidade e rapidez
na determinagio da viabilidade e do vigor da semente.

Na realizacao do teste de tetrazdlio sio indicados
procedimentos, chamados de pré-condicionamento, que
visam a penetragio da solugio nos tecidos de interesse a
serem avaliados. Em sementes de espécies florestais, diversos
tratamentos de pré-condicionamento vém sendo utilizados,
como corte, escarificagio e embebiciao em 4gua. Além do
pré-condicionamento, a utilizacao de concentragao da solucio
de tetrazdlio, tempo e temperatura de condicionamento
e avaliacdo adequada da coloracao das sementes, sdo
fundamentais para que se obtenham resultados confidveis
sobre a qualidade (Oliveira e 4., 2005).

Este estudo teve por objetivo padronizar a eficiéncia de
métodos de pré-condicionamento e concentragoes da solugao
de tetrazdlio na avalia¢do da qualidade de sementes de Parkia
velutina Benoist.

MATERIAL E METODOS

As sementes foram coletadas de matrizes identificadas
e selecionadas, em drea de floresta natural, na Base de
Operagoes Gedlogo Pedro de Moura, Coari, AM. A pesquisa
foi desenvolvida no Laboratério de Sementes da Escola
Superior de Tecnologia (EST), da Universidade do Estado
do Amazonas (UEA).

Foi considerado lote de sementes o nimero da coleta nas
4drvores matrizes, ou seja, coleta 1 de julho de 2004. Apds
beneficiamento e secagem, as sementes foram submetidas a
tratamento de choque térmico (congelamento), na temperatura
de -18 °C por 24 horas com o objetivo de eliminar de insetos
predadores. Em seguida, apés voltar a temperatura ambiente,
as sementes foram acondicionadas em recipientes de vidro
fechados e estes, armazenados em geladeira & temperatura
média de 7 °C, durante 30 meses.

As sementes utilizadas em todos os experimentos estavam
armazenadas por 30 meses. Antes de montar os experimentos,
o teor de dgua das sementes foi determinado novamente,
utilizando duas repeti¢cdes de cinco sementes cortadas, em
estufa & temperatura de 105 °C + 2 °C, por 24 horas (Mendes
et al., 2006).
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TESTE DE GERMINAGAO

As sementes foram submetidas ao tratamento pré-
germinativo para a superagio da dorméncia tegumentar,
utilizado a escarifica¢do quimica com dcido sulfdrico
concentrado (H,SO,) por 15 minutos, em seguida foram
lavadas com 4gua corrente até a completa eliminagio dos
residuos.

O teste de germinagio foi feito para comparar a viabilidade
das sementes com o teste de tetrazdlio. O experimento foi
conduzido com quatro repeti¢des de 25 sementes, em cAmara
de germinagio a 30 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foi utilizado
como substrato, vermiculita de textura média, autoclavada e
umedecida com dgua destilada em 2,5 seu peso. Os critérios
adotados para avaliar a germinacio foram a emissio da raiz
primdria (5 mm) e a formacio de plantula normal (raiz
primdria bem desenvolvida, hipocétilo reto e liberagio total
do primeiro par de eofilo) e, a viabilidade foi expressa em
porcentagem. A germinacio foi acompanhada diariamente
até a germinacdo de todas as sementes.

PRE-CONDICIONAMENTO

As sementes foram submetidas a trés métodos de pré-
condicionamento para facilitar a retirada do tegumento:
escarificagio mecanica por desponte na regido oposta ao hilo,
puncio na regiio mediana em um dos cotilédones e lixamento
nas laterais da semente.

Apds os tratamentos, as sementes foram imersas em 200
ml de dgua destilada para cada 25 sementes, em caixa pldstica
(gerbox) por 16 horas, e colocadas em cAmara regulada na
temperatura de 30°C. Decorrido este periodo, os tegumentos
das sementes foram cuidadosamente retirados e os embrides
colocados em copos pldsticos descartdveis, sendo totalmente
submersos nas diferentes concentragoes de tetrazélio. O
experimento foi organizado em quatro repeticoes de 25
sementes.

EXPOSIGAO DAS SEMENTES A SOLUGAO DE TETRAZOLIO

Foram testadas as concentragées de 1,0%, 0,5% e 0,1%,
utilizando 100 sementes divididas em quatro repetigoes de 25.
Os embrides foram imersos em 40 ml de solugdo para cada
repeti¢do, e mantidos em cAmara & temperatura de 40 °C, no
escuro por duas horas, para finalizar o processo de coloragao
de acordo com metodologia de Franga Neto ez al. (1998).

Apés a finalizagao da coloracio, os embrioes foram lavados
em dgua corrente e mantidos submersos até o momento da
andlise. Os embri6es foram seccionados longitudinalmente
entre os cotilédones (com o cuidado para que o eixo
embriondrio fosse dividido ao meio nessa seccio).

Para a interpretagdo dos resultados, cada embrido,
separadamente, foi analisado e classificado em classe de
viabilidade de C1 a C8. A somatéria do percentual das classes
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1 a 3 indica o indice de vigor e a somatéria dos percentuais
das classes de 1 a 5 a viabilidade do lote (Franca Neto ez /.,
1998). Para caracterizar os niveis de viabilidade, dentro de cada
classe foi realizada observando-se a presenca e a localizagao do
dano nas estruturas embriondrias. A diferenciagio de cores dos
tecidos foi feita de acordo com Franca Neto (1999): vermelho
brilhante ou rosa (tecido vivo e vigoroso), vermelho carmim
forte (tecido em deterioracio) e branco leitoso (tecido morto).
A viabilidade foi expressa em porcentagem de sementes
presentes vidveis nas diferentes categorias.

O experimento foi organizado em delineamento
inteiramente ao acaso, com quatro repeti¢oes de 25 sementes
para cada tratamento. Foi aplicada a Andlise de Variincia
(ANOVA) para testar o grau de significAncia entre as
concentragdes de tetrazdlio e o teste de germinagio. Para as

médias significativas foi aplicado o Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAQ
TESTE DE GERMINAGAO

O lote de sementes de P velutina utilizado apresentou
11,3% de teor de dgua, no momento da instalagio do
experimento. Houve uma pequena perda de 0,3% do teor de
4gua durante o armazenamento (30 meses), o teor de dgua
inicial (antes do armazenamento) foi de 11,6%. O teste de
germinagio revelou 96% de emissdo de raiz primdria e 94%
de formagao de plantulas normais.

PRE-CONDICIONAMENTO

O principal objetivo do pré-condicionamento em
sementes ¢é facilitar a penetragio da solu¢io de tetrazélio
através dos tegumentos, utilizando cortes ou pungées. Sendo
que para algumas espécies, apenas esses procedimentos nao sio
suficientes para essa penetragio, como ¢ o caso de P velutina,
que necessitou da retirada completa do tegumento. O pré-
condicionamento em P wvelutina teve por objetivo facilitar
a retirada completa do tegumento, sem injirias mecAnicas,
expondo o embrido e assim facilitar a penetracio da solucio
de tetrazélio para uma coloragio mais uniforme.

O primeiro teste foi realizado com trés tratamentos pré-
condicionantes: desponte, pungio e lixa, colocados para
embeber por 16 horas a 25°C, conforme Franca Neto ez al.
(1998) para as sementes de leguminosas que nio apresentam
permeabilidade do tegumento. Porém, os resultados nao
foram satisfatérios, pois as sementes submetidas & puncio
embeberam somente uma fragio minima do tegumento
préximo ao local perfurado como pode ser observado na
figura 1. Enquanto que as sementes submetidas ao desponte
nao hidrataram suficientemente para facilitar a retirada do
tegumento; as mesmas embeberam até a metade do seu
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comprimento, préximo ao local onde foi feito o desponte
(Figura 1B). Para as sementes submetidas ao lixamento nas
laterais, aproximadamente 50% destas hidrataram totalmente,
amolecendo o tegumento suficientemente para sua retirada
com facilidade; em torno de 35% das sementes foi necessario
o uso de estilete para auxiliar a retirada do tegumento e 15%
nao hidrataram o suficiente, o tegumento permaneceu duro
na regido oposta ao hilo e sua retirada for¢ada causou danos
mecinicos ao embrido (Figura 1C).

O resultado do primeiro teste nio foi satisfatério e
considerando que, periodos mais longos de embebicao
implicam em mais tempo gasto para a condugio do teste,
foram aplicados, a posteriori, dois métodos escarificadores
para facilitar a retirada do tegumento.

O pré-condicionamento constou da uniio de dois
métodos: o desponte na regiio oposta ao hilo seguido do
lixamento nas laterais, com o mesmo tempo de embebicio e
aumento da temperatura para 30 °C. Este método apresentou
100% de éxito, sendo o tegumento retirado sem qualquer
dano mecanico ao embrido (Figura 1D-F).

Figura 1 - Pré-condicionamento em sementes de Parkia velutina Benoist.
A - Puncao, B - Desponte, C - Lixa nas laterais, D - Desponte + Lixa nas
laterais, E - Retirada do tegumento ap6s procedimento, F - Embrides prontos
para a coloragao.

Segundo Piana er al. (1992), a rapidez na avaliagio de
sementes proporciona vantagens, como a possibilidade de
descarte de lotes com qualidade inadequada. Sementes de
Tabebuia serratifolia e Tabebuia impetiginosa submetidas ao
teste de tetrazélio obtiveram resultado em um dia, enquanto
o teste de germinacio teve duracdo de 28 dias (Oliveira ez
al., 2005).

A eficiéncia do teste tetrazélio em avaliar a viabilidade
e vigor das sementes estd relacionada ao desenvolvimento
de metodologia adequada para cada espécie, de modo a
definir as condicoes mais apropriadas para o preparo e o
pré-condicionamento e colora¢io das sementes (Bhering ez
al. 2005). Assim, o preparo e o pré-condicionamento das
sementes antes da coloragio sio fatores decisivos.
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COLORAGAO DAS SEMENTES

As sementes submetidas 4 concentracao de 0,1%
de tetrazélio nao coloriram o suficiente para a correta
interpretagio dos resultados como pode ser observado na
Figura 2A. Para avaliar as classes de viabilidade, o tratamento
0,1% foi descartado da andlise. As concentragées de 0,5% e
1% foram suficientes para colorir os embrides de P velutina

(Figura 2B e C).
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Figura 2 - Coloragéo de sementes de Parkia velutina Benoist. sob diferentes
concentracdes de tetrazolio. A - 0,1%; B - 0,5%, C - 1,0%.

Na Figura 3 sio apresentadas as classes de viabilidade
estabelecidas no teste de tetrazélio para as sementes de 2
velutina, onde:

Classes de 1 a 3 identificam sementes vidveis e vigorosas;
Classes 4 e 5 as sementes sdo vidveis, porém, nio vigorosas;
Classes 6 a 8 englobam sementes que nao germinam.

40,0
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0
10,0
5,0 -
0,0 -

VIABILIDADE (%)

cCt C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8
CLASSES DE VIABILIDADE

Figura 3 - Classes de viabilidade obtidas no teste de tetrazolio em sementes
de Parkia velutina Benoist. em diferentes concentragoes (0,5 e 1,0%).

Maiores valores de viabilidade foram conseguidos nas
classes 2, 3 ¢ 4 para ambas as concentragdes testadas. A
viabilidade foi de 22% nas classes 2 e 4 e 38% na classe 3
para a concentragio a 0,5%. Na concentragao a 1% as classes
2, 3 ¢ 4 apresentaram 19%, 29% e 28% de viabilidade

respectivamente.

As sementes presentes nas classes 1, 2, 3 e 4 apresentaram
uma colorag¢io em tom rosado/avermelhado uniforme e
aspecto sadio dos tecidos. Em ambas as concentragoes as
classes 5, 6, 7 e 8 mostraram valores de viabilidade inferiores
a 10%. Em 75% das sementes pertencentes as classes 6, 7 ¢
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8 foi observado predacio por insetos, causando deterioragio
nos tecidos dos cotilédones e eixo embriondrio. Provavelmente
estes insetos jd estavam nas sementes na hora da coleta, pois
nio sdo pragas de armazenamento. Danos mecnicos também
foram observados nestas classes pela coloragio vermelha
intensa (carmim) nas estruturas do embrido. A auséncia de
coloragio com tecidos flicidos indicou a morte do embriao.

Segundo Delouche (2002), neste teste os danos fisiolégicos
e necroses nas sementes sio mostrados em vividos padroes
de vermelho e branco (ou cor natural da semente), e ficam
claramente evidentes os padrées e a natureza progressiva da
deterioracio.

Na avaliacio individual das sementes, o padrio da
coloragao das diferentes espécies deve ser observado com
cautela. Para 2 velutina, ap6s desenvolvimento da coloragio,
nas duas concentragoes testadas, a maioria dos embrides
apresentava consisténcia firme e nitida sanidade, mas parte
do eixo embriondrio nao coloriu (Figura 4A). Este fato foi
atribuido aos embriées de P velutina serem crassos e de
consisténcia carnosa, o que pode ter dificultado a penetragao
da solugio nos tecidos.

A concentracao de 0,5% da solucao do tetrazdlio
permitiu uma coloragio mais uniforme dos embriées, o que
facilitou a anilise visual da viabilidade (Figura 2B). Sementes
submetidas 2 concentragio de 1% mostraram coloragio
densa, dificultando a interpretagio (Figura 2C). Coloragio
densa ou escura pode ser o indicativo de estdgio avancado de
deterioracdo, o que nio pode ser atribuido a espécie testada.
Marcos Filho ez al. (1987) salientam que vérias concentragoes
da solu¢io do tetrazdlio podem ser utilizadas na condugio do
teste, dependendo da espécie avaliada, do método de preparo
das sementes e da permeabilidade do tegumento, sendo que,
para sementes de espécies florestais, essas concentragoes variam
de 0,5% a 1%. Em sementes de soja, Costa ez al. (1998)
observaram alteragées no processo de coloragao pelo teste de
tetrazdlio, onde partes expressivas das sementes mostraram
caracteristicas de mosaico, o que foi prejudicial durante a
leitura e a interpretagio do teste.

VIABILIDADE E VIGOR DAS SEMENTES

A anilise de varifncia demonstrou haver efeito significativo
entre as diferentes concentracoes de tetrazélio e a germinagao
das sementes. Na tabela 1 pode-se que a viabilidade
apresentada pelo teste de germinagdo foi superior ao teste
de tetrazdlio, sendo que a concentragio de 0,5% nio
diferiu estatisticamente dos demais tratamentos. Para a
caracteristica vigor, os resultados do teste de germinagio
foram significativamente superiores aos do teste de tetrazélio
e a concentragio de 1% demonstrou valor inferior aos demais
tratamentos, subestimando o vigor das sementes. Portanto,
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Tabela 1 - Viabilidade e vigor (%) das sementes de Parkia velutina Benoist.,
avaliadas pelo teste de tetrazdlio (TZ) em diferentes concentragoes (0,5 e
1,0%) e teste de germinagao.

CARACTERISTICAS
TRATAMENTOS *Viabilidade (%) **Vigor (%)
TZa0,5% 94,0 ab 68,0 b
TZa1,0% 90,0 b 53,0 ¢
Teste de germinagao 97,0 a 94,0 a
DMS (Tukey) 7.94 7.79
Coeficiente de Variagao (%) 5.24 6.59

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si a 5% de probabilidade
pelo teste de Tukey.

* Teste de tetrazolio (até classe 5). Caracteristica de germinagéo (emissao de raiz).

** Teste de tetrazolio (até classe 3). Caracteristica de germinacao (formacdo da plantula).

a aplicagao do teste de tetrazélio para P velutina foi eficiente
apenas para avaliar a viabilidade do lote.

A formacio de plantula normal foi o parAmetro utilizado
para avaliar o vigor no teste de germinagio, e o lote estudado
se mostrou bastante vigoroso, o mesmo nio aconteceu para
o teste de tetrazélio nas duas concentracoes testadas, onde
o pardmetro utilizado foram as diferentes classes, conforme
metodologia de Franga Neto ez /. (1998). Geralmente os
resultados do teste de tetrazélio se aproximam do teste de
germinagio ou os valores de tetrazdlio sdo maiores. Segundo
Oliveira et al. (2005), isso acontece porque no teste de
tetrazélio somente o embriio ¢ avaliado, nio considerando a
influéncia das estruturas externas das sementes nos resultados

Figura 4 - Caracteristicas do embrido e da plantula de Parkia velutina Benoist.
A - Embrido (co - cotilédone, ep - epicdtilo, nc - nd cotiledonar, pm - plimula,
rd - radicula); B - Plantula (cp - cotilédone predado por insetos, eo - edfilo,
ep - epicotilo, rp - raiz primaria).
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dos testes de germinagio, como a possiveis infestagoes com
patdgenos no lote.

As sementes maduras de P velutina concentram suas
reservas no proprio embrido, em seus grandes cotilédones
carnosos, além disso, seu eixo embriondrio é completamente
desenvolvido, podendo ser distinguido em radicula,
hipocétilo, epicétilo e plamula (Figura 4A). Portanto, mesmo
que os cotilédones sejam injuriados em até 50%, o restante da
reserva ¢ suficiente para que durante a germinacio o embrido
se transforme em uma plantula normal e vigorosa (Figura 4B).
Essa caracteristica inerente a espécie provavelmente influencia
na interpretacio dos resultados quando se utiliza as diferentes
classes na determinagio do vigor das sementes.

CONCLUSOES

A escarificagdo por desponte no lado oposto ao hilo,
seguida de lixamento nas laterais da semente, embebidas em
200 ml de 4gua destilada por 16 horas a temperatura de 30 °C,
apresentou eficiéncia no pré-condicionamento de sementes
de P velutina.

O teste de tetrazélio na concentragio de 0,5% pode ser
utilizado para avaliar a viabilidade das sementes de 2 velutina,
como complemento ao teste de germinacdo. Porém o teste
de tetrazélio ndo permite avaliar o vigor em sementes de 2
velutina, mas pode ser utilizado na caracterizagdo de injurias,
ocasionadas pelo ataque de insetos e danos mecanicos por
ocasido da coleta e armazenamento das sementes.
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