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NOTA CIENTIFICA

AVALIACAO DA VIABILIDADE DE SEMENTES DE CORACAO-DE-NEGRO (Poecilanthe
parviflora BENTH. - FABACEAE-FABOIDEAE) PELO TESTE DE TETRAZOLIO!

TAIS L. F. PINTO? PEDRO H. S. BRANCALION?, ANA D. L. C. NOVEMBRE?, SILVIO M. CICERO®

RESUMO — A crescente demanda por sementes de espécies arboreas brasileiras tem sido acompanhada
pelo aumento da necessidade em se desenvolver métodos para a avaliagdo da viabilidade das
sementes, principalmente por meio de testes rapidos, como o de tetrazdlio. Poecilanthe parviflora
(coragdo-de-negro) ¢ uma espécie arborea brasileira utilizada na restauragdo florestal, para a qual
ndo ha testes estabelecidos para a determinacdo da viabilidade de suas sementes. Assim, a pesquisa
objetivou adequar o método do teste de tetrazdlio para a avaliagdo da viabilidade de sementes da
referida espécie. A partir de estudos preliminares, relacionados a hidratacdo, ao preparo e a coloragao
das sementes, as sementes foram hidratadas pela imersao direta em agua, até atingirem 30% e 40%,
e entre papel previamente umedecido com agua, até atingirem 40%. Apo6s a hidratacdo, o tegumento
das sementes foi retirado manualmente e os embrides foram imersos em solugdo 0,075% de tetrazdlio
por 90 minutos a 40°C. Os resultados do teste de germinacdo foram empregados como referéncia para
os de tetrazolio. E possivel utilizar o teste de tetrazélio para avaliar a viabilidade das sementes de
coragdo-de-negro. E recomendada a imersdo das sementes em 4gua, até atingirem 40%, a remogio
do tegumento e a coloragdo do embrido em solugdo 0,075% de tetrazolio, durante 90 minutos, no
escuro, a 40°C.

Termos para indexagdo: sementes florestais brasileiras, analise de sementes, germinagdo de sementes.

CORACAO-DE-NEGRO (Poecilanthe parviflora BENTH. - FABACEAE-FABOIDEAE) SEEDS
VIABILITY EVALUATION BY THE TETRAZOLIUM TEST

ABSTRACT — The increasing demand for Brazilian tree species seeds has been followed by the raise
of the necessity to develop methods to evaluate seeds viability, mainly due to fast tests, as such as
the tetrazolium. Poecilanthe parviflora (coragdo-de-negro) is a Brazilian tree species used in forest
restoration. However, there is no established test to determine its seeds viability. So, the goal of
this research was adequate the tetrazolium test to determine the seeds viability of this species. After
preliminary studies, the seeds were pre-conditioned by their immersion in water, until they reach
the moisture contents 30% and 40%, and hydrated between papers previously soaked with water,
until they reach the moisture content 40%. After the pre-conditioning, seeds coats were removed
manually and the embryos were immersed in 0,075% tetrazolium solution for 90 minutes, at 40°C.
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Tetrazolium test results were compared with the ones obtained in the germination test. The results

indicated that the tetrazolium test can be used to evaluate P. parviflora seeds viability, mainly by the

seeds immersion in water until they reach the moisture content 40% remove the seed coat and stain

the embryo in 0,075% tetrazolium solution for 90 minutes at 40°C.

Index terms: tree seeds, seed analysis, seeds germination.

INTRODUCAO

A utilizag@o de testes rapidos para avaliar a qualidade
das sementes ¢ importante, principalmente, para agilizar as
decisdes quanto ao manejo de lotes de sementes durante as
etapas de pré e de pos-colheita. O teste de tetrazolio tem se
mostrado como uma alternativa, pela qualidade e rapidez
na determinacdo da viabilidade e do vigor das sementes,
permitindo obter resultados, de modo geral, em menos de 24
horas (Barros, 1998).

E um teste que, pela observagdo da coloragio obtida nas
diferentes partes da semente, permite determinar a presenga, a
localizagdo e a natureza das alteragdes nos tecidos das sementes
(Franga Neto et al., 1999), além de, muitas vezes, possibilitar a
identificac@o das causas da perda da viabilidade e do vigor.

A eficiéncia do teste em avaliar a viabilidade das
sementes depende do desenvolvimento de método adaptado
para cada espécie, de modo a definir as condigdes apropriadas
para a hidratacdo, o preparo, a coloragdo e a avaliagdo das
sementes.

No entanto, a utilizacdo desse teste ¢ restrita ¢ a sua
aplicacdo restringe-se, principalmente, as sementes de
algumas espécies, tais como as de soja (Franga Neto et
al., 1988, 1998, 1999), de milho (Dias e Barros, 1995), de
gramineas forrageiras (Carvalho e Toledo, 1976; Dias e
Alves, 2001; Novembre et al., 2006) e de hortaligas feijao
(Bhéring et al.,1996; Santos et al. 2007). Para as espécies
florestais brasileiras, é 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.

Algumas pesquisas foram realizadas com o objetivo de
desenvolver a técnica adequada para avaliagdo da viabilidade
de sementes de espécies florestais brasileiras pelo teste
de tetrazolio, como as desenvolvidas para as sementes de
seringueira (Wetzel et al., 1992), de cedro, caroba, agoita-
cavalo e uva-do-japao (Amaral e Alcalay, 1997), de jenipapo
(Nascimento e Carvalho, 1998), de teosinto (Maia et al., 1999),
de sucupira-branca (Ferreira et al., 2001), de louro-pardo
(Mendonga et al., 2001) e de canafistula (Oliveira et al., 2005).

A espécie Poecilanthe parviflora é da Floresta Estacional
Semidecidual e da Floresta Estacional Decidual (Marchiori,
1997), sendo uma espécie climax (Pinto, 1997), tem madeira
dura e resistente ao apodrecimento e ao ataque de cupins, o
que a torna indicada para a fabricagcdo de moveis e para o
uso na construgio civil. E, também, recomendada para o uso
em paisagismo, devido as caracteristicas das folhas, e para a
restauracdo florestal (Lorenzi, 2002).

O objetivo do presente trabalho foi adequar o método do
teste de tetrazolio para a avaliag@o da viabilidade de sementes
de coragao-de-negro.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Sementes
do Departamento de Produg@o Vegetal, da Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz, da USP, com sementes de
coragdo-de-negro (Poecilanthe parviflora Benth. — Fafaceae-
Faboideae). Foram utilizadas sementes colhidas em junho
de 2004, na cidade de Assis-SP (lote 1), as quais foram
armazenadas em camara (10°C e 40% de umidade relativa do
ar) até a realizagdo dos testes, e sementes colhidas em junho
de 2006, na cidade de Piracicaba-SP (lote 2), utilizadas logo
apos a colheita.

Inicialmente, foram realizados testes preliminares
relacionados a hidratacdo, ao preparo das sementes para a
coloracdo na solugdo de tetrazolio e ao periodo de coloragdo.
Foram testados seis métodos de hidratagdo (embebicao entre
papel toalha (EP) em germinador a 25°C e imersao direta em
agua (IA) até que as sementes atingissem 20, 30 ¢ 40% de
agua), trés métodos para o preparo inicial das sementes para
a coloragdo na solugdo de tetrazolio (remog¢do do tegumento
da semente, corte transversal da semente no sentido do
comprimento e corte longitudinal da semente no sentido da
espessura) e trés tempos de coloragio (60, 90 e 120 minutos).

O nivel de hidratagcdo das sementes estabelecido para
o teste de tetrazdlio foi definido com base em curvas de
hidratag@o das sementes. Antes da obtengao das curvas, o teor
de agua inicial das sementes foi determinado pelo método de
estufa a 105 £ 3°C por 24 horas (Brasil, 1992).
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As curvas foram obtidas pelo monitoramento da massa
umida das sementes em hidratagdo, a cada oito horas,
adotando-se como referéncia o teor de agua inicial das
sementes (6,4% e 9,9%, respectivamente, para os lotes 1 ¢
2), até que fosse observada a protrusdo da raiz primaria. Na
hidratagdo entre papel, as sementes foram distribuidas entre
duas folhas de papel-toalha umedecidas com a quantidade de
agua equivalente a 2,5 vezes a massa das folhas secas, sendo,
em seguida, colocadas em caixas de plastico transparente
(1Temx1lemx3em), em germinador a 25°C. Na imersdo
em agua, as sementes foram colocadas em 500mL de agua
e mantidas no interior de germinador a 25°C. As condigdes
utilizadas para a hidratagdo das sementes para o teste de
tetrazolio foram as mesmas descritas para a obtencdo das
curvas de hidratagao.

Para o lote 2, antes da hidratagao da semente foi cortado
0,5cm da semente, no lado oposto ao do eixo, para a remogao
do tegumento (Figura 1) que estava aderido ao embrido.

A partir dos resultados preliminares foram definidos os
critérios para o preparo das sementes para o teste de tetrazolio
considerando: eficiéncia de colora¢do dos cotilédones e do
eixo embrionario (baseados na intensidade e na uniformidade
da coloragdo), facilidade de remocdo do tegumento e
correlagdo dos valores obtidos nos testes de tetrazolio com

FIGURA 1. Semente de coracio-de-negro com corte no
lado oposto ao eixo antes de ser submetida a
hidratacio.
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os do teste de germinacdo. Com base nesses critérios e na
aplicabilidade desses para ambos os lotes, foram, entdo,
estabelecidas as condigdes para os experimentos seguintes.

As sementes foram hidratadas entre papel, até que
atingissem 40% de agua, e pela imersao direta em 4gua, até
que atingissem 30 e 40%. A seguir, os tegumentos foram
removidos das sementes e os embrides foram imersos para
a coloracao em solugdo 0,075% de 2,3,5 trifenil cloreto de
tetrazolio, durante 90 minutos, no escuro ¢ a 40°C. Apos
esse periodo, os embrides foram lavados em agua corrente e
mantidos em agua até a avaliagao.

Para a avaliagdo da viabilidade pelo teste de tetrazolio,
os embrides foram seccionados longitudinalmente no
sentido do comprimento. As duas metades foram, entdo,
examinadas e, de acordo com a extensao e a intensidade dos
tons avermelhados, a presenca de areas brancas leitosas e a
localizagdo dessas coloragdes em relag@o as areas essenciais
ao desenvolvimento, os embrides foram individualmente
classificados em duas categorias: 1) viaveis e 2) ndo viaveis,
de acordo com padrdes indicados por Moore (1972).

Simultaneamente, foi realizado o teste de germinagao,
como forma de comparacao dos resultados obtidos pelo teste
de tetrazolio. Como ndo ha informagdes sobre o teste de
germinacao para essa espécie (Brasil, 1992), foi utilizada a
vermiculita como substrato e a temperatura de 25°C, ja que
essas sdo as condicdes citadas como as mais favoraveis para
a germinagdo das sementes da maioria das espécies arboreas
brasileiras (Pifia-Rodrigues e Vieira,1988; Figliola et al.,
1993; Brancalion et al., 2007).

A semeadura foi realizada em caixas plasticas
transparentes (11cm x 11em x 3cm), entre vermiculita, a qual
foi previamente esterilizada em estufa a 200°C por 2 horas.
As sementes foram distribuidas sobre 30g de vermiculita e,
em seguida, cobertas com mais 20g do mesmo substrato,
constituindo uma camada de 0,5cm de espessura sobre as
sementes. Apos a semeadura, o substrato foi umedecido
até 70% de sua capacidade de retencdo de agua. As caixas
plasticas foram mantidas em germinador a 25°C, no escuro.
Foram utilizadas oito repeti¢cdes de 25 sementes por lote.

As sementes ¢ as plantulas foram avaliadas de acordo
com Brasil (1992), considerando-se como plantula normal
as que apresentavam as estruturas essenciais do embrido
desenvolvidas (Figura 2). A contagem final foi realizada ap6s
a estabilizacdo da germinag¢@o, a qual ocorreu aos 20 dias.

Concomitantemente as avaliagdes, foram registradas
imagens de plantulas normais, anormais, sementes mortas e
dos embrides avaliados pelo teste de tetrazolio, por meio de
camera fotografica digital Nikon, modelo DI.
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FIGURA 2. Plintula normal de cora¢do-de-negro (a), plantula anormal (b) e sementes mortas (c).

Para verificar a estabilidade de resposta das sementes aos
tratamentos, avaliacdo das sementes pelo testes de tetrazolio
e de germinagdo, foram conduzidas duas épocas de analises,
com um més de intervalo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, com oito repetigdes de 25 sementes por
tratamento. Os dados obtidos nos testes de tetrazolio e de
germinagdo foram transformados em arc sen da raiz quadrada
de x/100 e submetidos a analise de variancia. A comparagio
das médias foi feita pelo teste de Tukey (5%) utilizando o
programa SANEST (Zonta e Machado, 1984). Na tabela sio
apresentados os dados originais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os procedimentos gerais para a hidratacdo, o preparo e
a coloracao das sementes de coragdo-de-negro para o teste
de tetrazolio foram definidos em testes preliminares (dados
ndo apresentados). Todos os métodos de hidratagdo testados
foram eficientes para as sementes do lote 1. Porém, para as
sementes do lote 2, a remogdo do tegumento (mesmo com a
realizag@o do corte na semente) apds a hidratacdo em papel
s0 foi possivel para as sementes que tinham 40% de agua,
enquanto que, na hidratagdo pela imersdo direta em agua,
houve a possibilidade de remogdo do tegumento tanto para
as sementes com 30% de 4gua como para as com 40%.

A facilidade de remocao do tegumento das sementes do
lote 1 em relag@o as do lote 2 pode ser explicada pelo periodo
dearmazenamento das sementes do lote 1 que, provavelmente,
reduziu a aderéncia do tegumento ao embrido.

A coloragdo dos tecidos foi mais uniforme quando os
embrides foram imersos em solu¢do 0,075% de tetrazolio
por 90 minutos a 40°C, no escuro, quando comparado
aos periodos de 60 e de 120 minutos. Estudos do teste de
tetrazolio para as sementes de outras espécies vegetais
indicaram também a possibilidade de reducgdo do periodo de
coloragdo das sementes, sem alteracdes significativas entre
os resultados (Novembre et. al, 2007; Santos et al., 2007).
Os tecidos vivos coloriram-se de roseo brilhante, os tecidos
em processo de deteriorag¢do ou lesionados apresentavam-se
vermelho carmim intenso, enquanto que os tecidos mortos
apresentavam coloragdo branca leitosa.

Com base nas observacdes de intensidade de coloragio,
profundidade e localizagdo das lesdes foram estabelecidas
duas classes de sementes: 1) viaveis e 2) ndo viaveis (Figuras
3 e 4). As alteragdes observadas nos tecidos das sementes
foram provocadas pela absor¢do rapida de agua e os danos
naturais, evidenciados por tecidos necrosados.

Comrelagdo a viabilidade das sementes (Tabela 1), parao
lote 1, a hidratacdo das sementes entre papel (EP 40%) causou
reducdo significativa da viabilidade quando comparado aos
demais tratamentos, representando o unico tratamento nao
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FIGURA 3. Semente viavel: embriio com coloracio rosa e tecidos com aspecto normal e firme (a, b, e, f); menos de
50% dos cotilédones descoloridos (c) ou com regides necrosadas (d), nio afetando a regidio de ligacido com
0 eixo embrionario; eixo embrionario (plimula-+eixo hipocétilo-radicula) com coloracdo vermelha intensa
no cortex, porém, sem atingir o cilindro central (g e h).

FIGURA 4. Semente nao viavel: mais de 50% dos cotilédones descoloridos, com colora¢ao vermelha intensa (a, b, c, d)
ou necrosados; eixo embrionario com regides descoloridas, vermelha intensa e,ou, necrosados atingindo o
cilindro central (e, f, g e h);

Revista Brasileira de Sementes, vol. 30, n° 1, p.208-214, 2008
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recomendado. Para as sementes em que hé a necessidade de
remogao do tegumento como, por exemplo, as de abobrinha,
Barros et al. (2005) verificaram que o método de imersao em
agua foi o mais eficiente para a remocdo do tegumento das
sementes e o que apresentou resultados similares aos obtidos
no teste de germinagao.

Para as sementes do lote 2, ndo houve variagdo
significativa entre os resultados do teste de tetrazdlio e os
de germinagdo (Tabela 1). Como a hidratagdo por imersiao
direta em agua (IA 40%) pode ser aplicada tanto para as
sementes do lote 1 como para as do lote 2, esse método foi
considerado o mais adequado para a hidratag¢@o das sementes
de coragdo-de-negro.

A menor porcentagem da germinagdo das sementes do
lote 1 pode estar relacionada aos patogenos associados as
sementes, principalmente, os fungos Aspergillus nigger,
(Figura 2c),
geralmente associados ao armazenamento de sementes.

Outro fator a ser considerado na avaliagao da viabilidade
de sementes pelo teste de tetrazolio € o periodo de execugao
do teste. Mesmo sendo necessario retirar o tegumento das
sementes, a avaliacdo da viabilidade pelo teste de tetrazolio,
utilizando a imersdo das sementes em agua até que atinjam
40% de agua, pode ser concluida em cinco horas e meia
(trés horas para a hidratagdo, 30 minutos para a remogao do
tegumento, 90 minutos para a coloragdo ¢ 30 minutos para
a analise), enquanto que o periodo de tempo necessario para
a conclusdo do teste de germinacdo é de 20 dias. Assim, a
possibilidade de avaliagdo da viabilidade das sementes de
coragdo-de-negro em até um dia permite que algumas decisdes
relacionadas a producdo, colheita, analise e comercializagio

A. glaucus, A. ochraceus e Penicillium sp.

TABELA 1. Porcentagens de sementes viaveis de coracao-
de-negro obtidas pelos testes de tetrazolio -
sementes hidratadas entre papel e com 40%
de agua (EP 40%) e por imersao direta em
agua e com 30% e 40% de agua (1A 30% e
1A 40%), e de germinacio (G).

Tratamentos Lote 1 Lote 2
EP 40% 64 a 68 a
1A 30% 56 ab 59b
1A 40% 58 ab 66 ab

G 52b 66 ab
CV (%) 11,76 8,61

Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5%.

dessas sementes possam ser agilizadas e ao mesmo tempo
constituir pardmetro de avaliacdo da qualidade das sementes.
Nesse sentido, Barton (1985) e Franca Neto et al. (1998)
mencionaram que em fun¢@o da rapidez de realizacdo do
teste de tetrazolio, ¢ possivel prevenir a comercializacdo de
lotes de baixa qualidade fisioldgica.

CONCLUSOES

E possivel utilizar o teste de tetrazolio para avaliar a
viabilidade das sementes de coragio-de-negro. E recomendada
a imersdo das sementes em agua, até atingirem 40% de agua,
aremogao do tegumento e a colora¢do do embrido em solugdo
0,075% de tetrazolio, durante 90 minutos, no escuro, a 40°C.
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