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ABSTRACT - (Viability and vigor of seeds of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood — Leguminosae) by tetrazolium test).
As an important method to quickly evaluate seed vigor and deterioration, both of them related to seed physiological quality, the
tetrazolium test was analyzed for seeds of Caesalpinia echinata Lam. (brazilwood). Mature seeds were incubated in 0.05% to
1.00% tetrazolium solutions for a period varying from 1 to 24 hours, at 35 °C without light. Then, embryos of different levels
of deterioration were analyzed under the best conditions (0.05%-0.075% for 2 hours) of incubation. It was possible to identify
eight levels of vigor which will be important to a brazilwood seed lot diagnosis in a short time (4 hours) and to identify different
types of embryo damages, the later essential to estimate seed storability.
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RESUMO - (Viabilidade e vigor de sementes de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil — Leguminosae) pelo teste de tetrazolio).
O teste de tetrazdlio é importante componente para a avaliacdo da qualidade fisioldgica de sementes, possibilitando fornecer
rapida avaliacdo do vigor e do estado de deterioracéo. Objetivou-se desenvolver metodologia do teste de tetrazolio para sementes
de Caesalpinia echinata Lam. (pau-brasil). Sementes colhidas por ocasido de sua maturidade fisiologica foram incubadas, com
ou sem tegumento, em solugdes de tetrazdlio em concentracdes que variaram de 0,05% a 1,00%, por periodos que variaram
de 1 a 24 horas, a 35 °C na auséncia de luz. As melhores combinagdes entre concentracdo e periodo de incubagdo (0,05%
a 0,075% por 2 horas) foram aplicadas a amostras de sementes, sem tegumento, com diferentes niveis de deterioracdo. Os
resultados permitiram estabelecer oito classes de vigor, que permitirdo diagnosticar a qualidade de lotes de sementes de pau-
brasil em 4 horas, bem como identificar uma série de injurias nos embrifes, fundamentais para previsdo de armazenabilidade
das sementes.
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Introdugéo A despeito de sua atual raridade natural, h4 diversas
iniciativas, publicas e privadas, para a preservagdo ex
situ do pau-brasil, principalmente no Estado de Sao
Paulo (Rocha 2004). Para que essa preservacdo seja
eficiente, a produgdo e armazenamento de suas sementes
assume papel fundamental e, nesse caso, ha necessidade
de monitoramento da deterioracdo dessas sementes ao
longo do armazenamento. Essa deterioracdo, mais rapida
quanto mais hidratadas estiverem as sementes (Villela
& Peres 2004), ocorre mesmo nas sementes ortodoxas
com baixo teor de agua. As sementes de pau-brasil,
por exemplo, apresentam comportamento ortodoxo,
tolerando reducdo do teor de agua até 7% (Barbedo et al.
2002) e, em temperaturas de congelamento (-5 a -18 °C),

O pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.), ou
ibirapitanga, pertencente a familia Leguminosae —
Caesalpinioideae, é espécie nativa do Brasil, de ocorréncia
natural desde o Rio Grande do Norte até o Rio de Janeiro,
na floresta pluvial atlantica. Atualmente, vem sendo
utilizado na arborizacdo urbana (Rocha & Barbedo 2008)
e na fabricacdo de arcos de instrumentos musicais com
corda (Rocha 2004). Embora outras madeiras estejam
sendo empregadas no comércio nacional para a producdo
de arcos, a madeira de pau-brasil, mundialmente utilizada
nessas confec¢des, apresenta caracteristicas unicas de
ressonancia, densidade e durabilidade (Angyalossy et

al. 2005). podem ser armazenadas por até 24 meses (Hellmann et
al. 2006). Contudo, quando em temperatura ambiente,
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meses de armazenamento (Barbedo et al. 2002).

A qualidade das sementes é maxima por ocasido
da maturidade fisiolGgica; a partir desse momento, as
sementes comecam a se deteriorar até perderem sua
capacidade de germinar. A duragdo deste processo é
determinada principalmente pela interacdo entre heranca
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genética, grau de hidratacdo e temperatura (Delouche
2002). A deterioracao proporciona alteragdes fisioldgicas,
bioquimicas, fisicas e citoldgicas, determinando a queda
do vigor, culminando com a morte da semente (Marcos
Filho 2005).

A deteccdo da deterioracdo de sementes por
intermédio de testes de vigor pode ser entendida como
componente importante na avaliagdo da qualidade
fisiologica, possibilitando avaliacdo rapida do vigor,
auxiliando na tomada de decisGes quanto ao uso ou
descarte de lotes de sementes (McDonald 1999).

O principal desafio das pesquisas sobre testes de
vigor esta na identificacdo de parametros relacionados
a deterioracdo das sementes que precedem a perda
da capacidade germinativa. Dessa forma, torna-se
importante o uso de testes que possibilitem a detec¢do
dos estagios iniciais da deterioracdo, relacionados ao
sistema de membranas, atividade enzimatica e reducéao
dos mecanismos energéticos. Dentro deste contexto,
destaca-se o teste de tetrazolio.

O teste de tetrazolio € um método rapido para
estimar a viabilidade e o vigor de sementes; baseia-se
na atividade das enzimas desidrogenases que reduzem
o cloreto 2,3,5 trifenil tetrazélio nos tecidos vivos da
semente, onde ions de hidrogénio sao transferidos para
o referido composto (Delouche et al. 1976). Quando
as sementes sao imersas na solucdo de tetrazdlio, esta
se difunde através dos tecidos ocorrendo, nas células
vivas, a reacao de reducdo, resultando na formacéo de
um composto vermelho, ndo difusivel, conhecido como
trifenilformazan, indicando haver atividade respiratoria
e, conseqlientemente, que o tecido é viadvel. Tecidos
invidveis ndo reagem com a solugdo, permanecendo na
sua cor natural e tecidos em deterioracdo apresentam
coloracdo vermelho-intenso (Delouche et al. 1976,
Franga Neto 1994).

Sementes de diversas espécies cultivadas ja foram
amplamente pesquisadas, tendo-se metodologia definida
e padronizada para a realizagdo do teste de tetrazolio.
Em relacdo as espécies nativas do Brasil, principalmente
as arboreas, poucas foram estudadas e, mesmo nessas,
nao € possivel padronizar a metodologia para a execugéo
desse teste, cada espécie necessitando processos
proprios. Assim, dos trabalhos descritos na literatura
pode-se verificar variagdes na melhor concentracdo do
sal de tetrazdlio, desde 0,05%, para Parapiptadenia
rigida (Benth.) Brenan (Fogaga 2003) e Schizolobium
parahyba (\Vell.) Blake (Ferreira et al. 2007) até 0,5%,
para Tabebuia serratifolia (\Vahl) Nich. (Oliveira et al.
2005). Tal variacdo é notada, também, no tempo de
incubacdo na solucdo de tetrazélio, desde 60 minutos,

para Astronium graveolens Jacq. (Fogaca 2003), até 6
horas, para Pterodon pubescens Benth. (Ferreira et al.
2001), encontrando-se referéncias de incubacao por até
48 horas (Oliveira et al. 2005).

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve como
objetivo desenvolver metodologia para utilizacdo do
teste de tetrazolio em sementes de pau-brasil. Para
tanto, inicialmente procurou-se estabelecer o tempo
de embebicdo necessario a ativacdo de enzimas da
respiragdo; em seguida, procurou-se determinar a
eficiéncia do teste de tetrazolio em sementes inteiras,
variando-se tempo de incubacdo e concentracdo da
solucdo de tetrazolio; posteriormente, procurou-se
determinar a eficiéncia do teste de tetraz6lio em embrides
(sem tegumento); finalmente, com os resultados dos
experimentos anteriores, procurou-se estabelecer classes
de viabilidade e de vigor para as sementes.

Material e métodos

Material vegetal — As sementes foram obtidas de frutos
maduros (Borges et al. 2005) colhidos em abril de 2005 na
Estacdo Ecologica de Tapacura, em Sdo Lourenco da Mata,
PE (7°59’ S, 35°02° W) e em dezembro de 2005 e de 2006
na Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi
Guacu, em Mogi Guagu, SP (22°15-16" S, 47°8-12° W) de,
aproximadamente, 15 a 20 matrizes. Os frutos foram mantidos
ao sol, sobre base de alvenaria, cobertos por sombrite, para
abertura espontanea. A medida que as sementes foram
liberadas dos frutos, foram armazenadas em camara fria a
7 °C até o inicio dos experimentos (Bilia et al. 1998, Barbedo
et al. 2002), ndo excedendo 14 dias.

Determinacg0es fisicas e fisioldgicas — As sementes foram
caracterizadas, inicialmente, quanto ao teor de A&gua,
potencial hidrico (embrides) e germinagdo. O teor de agua
foi determinado gravimetricamente, em estufa a 103 °C por
17 horas (ISTA 1985), sendo os resultados apresentados em
base imida (Brasil 1992). O potencial hidrico foi medido, em
embrides sem tegumento, por meio de potenciébmetro WP4
(Decagon), basendo-se na temperatura do ponto de orvalho
do ar em equilibrio com a amostra examinada. A aferi¢do do
potencial foi realizada por meio de isotermas de sorcédo de
agua em solucdes de polietileno glicol 6.000.

O teste de germinacdo foi conduzido em germinadores
MA400 (Marconi), com 100% de umidade relativa do ar e
regulados para a temperatura constante de 25 °C, com luz
continua (Mello & Barbedo 2007). O teste foi conduzido em
rolo de papel germitest, com duas folhas para base e uma para
cobertura (Brasil 1992). As avalia¢des de germinacdo foram
realizadas diariamente, durante 15 dias, sendo registradas
as sementes que emitiram raiz primaria (para o calculo da
germinagao) e as que apresentaram capacidade de produgao
de plantulas normais (para o calculo do desenvolvimento de
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plantulas normais). Foi calculado, ainda, o vigor das sementes
pelo indice de velocidade de germinacdo (IVG), conforme
Maguire (1962).

Obtencdo da curva de hidratacdo das sementes — Visando a
identificar o final da fase | e inicio da fase Il da germinacéo,
descritas por Bewley & Black (1994), sementes originarias de
Mogi Guagu, colhidas em 2005, foram submetidas a secagem
em estufa com circulagdo forcada de ar, a 40 °C (Barbedo et
al. 2002), até apresentarem 7% de 4gua e armazenadas por 5
meses a 8 + 2 °C. A seguir, foram colocadas para embeber a
25 °C (Mello & Barbedo 2007), em folha de papel previamente
umedecido com agua pura (2,5 vezes o peso do papel seco)
e, a cada 5 minutos, até os primeiros 60 minutos, ou a cada
30 minutos, a partir de 60 minutos, amostras foram retiradas
para avaliacdo do teor de agua e do potencial hidrico.

Com os resultados obtidos procurou-se selecionar 0s
periodos correspondentes ao inicio dos processos metabdlicos
e respiratdrios e, consequientemente, o inicio da atividade das
enzimas desidrogenases.

Concentracdo do sal de tetrazdlio e periodo de exposicdo
de sementes inteiras — Diferentes concentracfes do sal
cloreto 2,3,5 trifenil tetrazélio foram avaliadas, variando-se
desde 0,250% até 1,000%. Em cada concentracao, sementes
de Mogi Guacu foram incubadas pelos periodos de 2, 4,
12 e 24 horas, na temperatura de 35 °C, com auséncia de
luz. As sementes foram mantidas com seu tegumento, que
apresentava trincas.

Ao final da incubacdo, as sementes foram lavadas em
agua corrente, seccionadas longitudinalmente e avaliadas
individualmente, observando-se a presenca e a localizacéo de
danos no eixo embrionario e nos cotilédones, principalmente
nas areas vitais do embrido (figura 1). Para efeito de
classificacdo das areas dos cotilédones, considerou-se a
regido mais préxima a regido de insercdo destes com o eixo
embrionario como regido proximal (figura 1g) e a mais
distante a esta insercdo (incluindo-se toda a extremidade dos
cotilédones), como regido distal (figura 1 h). A diferenciacdo
de cores dos tecidos obedeceu aos critérios estabelecidos por
Delouche et al. (1976), Moore (1985) e Franca Neto (1994),
ou seja, rosa suave representando tecido saudavel, vermelho
intenso para tecido em deterioragdo, ou seja, com respiracéo
intensa e, ainda, cor natural do tecido para tecido morto.

Comparacdo da germinabilidade de sementes inteiras pelo
teste de germinacdo e pelo tetrazélio — Sementes oriundas
de Sdo Lourenco da Mata, com ou sem prévia secagem,
foram armazenadas sob duas temperaturas (25 °C e -18 °C)
e duas diferentes embalagens (sacos de papel Kraft e frascos
de vidro com tampa hermética). Destas combinacgdes, ap6s
1 ano de armazenamento foram selecionadas sementes com
trés qualidades fisioldgicas distintas. Estas sementes foram
submetidas simultaneamente ao teste de germinacdo e ao
teste de tetraz6lio. O teste de germinacdo foi conduzido
segundo descricdo acima e o do tetraz6lio, baseando-se nos
melhores resultados obtidos do experimento anterior, utilizou

concentracdo de 0,250% e 2 horas de incubacdo a 35 °C, na
auséncia de luz.

Concentracdo do sal de tetrazdlio e periodo de exposi¢do de
embrides (sem tegumento) — Para avaliagdo da eficiéncia do
teste de tetrazolio em embrides sem tegumento, trés diferentes
concentragfes do sal, 0,075%, 0,125% e 0,250%, foram
avaliadas em sementes oriundas de Mogi Guagu em 2006,
sem armazenamento, variando-se o periodo de incubagdo
desde 1 até 8 horas, nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C,
com auséncia de luz. Ao final da incubagdo, seguiram-se 0s
mesmos procedimentos descritos acima.

Obtencao de sementes com diferentes graus de deterioracao
— Para este experimento, foram coletados frutos diretamente
das arvores, em Mogi Guacu, em 2006, ao final da maturagéo
das sementes (Borges et al. 2005). A extracdo destas foi feita
manualmente sendo, entdo, submetidas ao envelhecimento
acelerado, com o intuito de se obterem sementes com
diferentes niveis de deterioracdo. Para tanto, as sementes
foram expostas & temperatura constante de 42 °C, dentro de
caixas plasticas tipo gerbox, sobre tela de ago inox e 40 mL

[@pie]

Figura 1. Sec¢do longitudinal do embrido de pau-brasil.
a-d. Eixo hipocétilo-radicular: radicula (a); protoderme
(b); meristema fundamental (c) e procambio (d); regido de
insercdo dos cotilédones no eixo (e); plumula (f); regido
proximal do cotilédone (g); regido distal do cotilédone (h).

Figure 1. Longitudinal section of embryo of brazilwood. a-d.
hipocotyl-radicle axis: radicle (a); protoderm (b); fundamental
meristem (c) and procambium (d); cotyledon insertion region
(e); plumule (f); nearest region (g); distal region (h).
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de &gua destilada no fundo, evitando-se o contato direto da
agua com as sementes (Marcos Filho 1994). As sementes
foram incubadas por periodos de 4, 8, 12, 16, 24, 48 e 72
horas. Ao final de cada periodo foram avaliados o teor de
agua, o potencial hidrico, a germinacg&o e o vigor, conforme
descrito anteriormente.

Concentracdo do sal de tetrazdlio e periodo de exposicao
dos embribes de lotes de diferentes qualidades — Duas
concentragdes do sal cloreto 2,3,5 trifenil tetrazélio (0,050%
e 0,075%) e dois periodos de incubacdo (2 e 4 horas) foram
aplicados a sementes de Mogi Guagu, com trés qualidades
fisiologicas distintas, obtidas pela exposicdo daquele lote a
dois periodos de envelhecimento acelerado (12 e 24 horas),
baseando-se nos resultados do experimento anterior. Ao
final da incubagéo, seguiram-se os mesmos procedimentos
descritos acima.

Categorizacdo das sementes segundo o grau de deterioracdo
—Apos a definicdo da melhor combinagéo entre concentragdo
do sal, tempo de exposicdo e temperatura e, ainda, apos
avaliagBes realizadas nas sementes com diferentes niveis de
deterioracéo, estabelecidas pelo envelhecimento acelerado,
foram definidas classes de viabilidade e deterioracéo,
segundo a cor de cada tecido da semente incubada no teste
de tetrazdlio. Para tanto, cada semente foi classificada como
germinavel (semente capaz de produzir plantula normal),
viavel (semente sem capacidade de produzir plantula normal,
mas podendo emitir raiz primdria), ndo germinaveis (semente
sem capacidade de emitir raiz, mas com tecidos vivos) ou
morta (semente sem tecidos vivos).

As classes previstas foram: Classe 1 (germinavel) —embrides
com coloracdo rosea suave uniforme e tecidos com aspectos
normais e tdrgidos; Classe 2 (germinavel) — pequenas
regides de coloracdo vermelho intenso na extremidade dos
cotilédones, porém eixo embrionario mantendo coloracdo
rosea suave; Classe 3 (vidvel) — eixo embrionario com
regides de cor vermelha intensa, porém em extensdo menor
que a metade de sua espessura e sem incluir a radicula;
cotilédones podendo apresentar coloracdo vermelho intenso
na extremidade e na regido proximal; Classe 4 (viavel) — eixo
embrionario com amplas regides de coloracdo vermelho
intenso, inclusive a radicula; cotilédones com regides
de coloracdo vermelha intensa ou pequenas pontuacBes
descoloridas, afetando parte da regido proximal, exceto a
regido de insercdo dos cotilédones no eixo; Classe 5 (ndo
germinaveis) — embrides com coloracdo vermelha intensa em
sua totalidade; Classe 6 (ndo germinaveis) — eixo embrionario
com regides descoloridas afetando, inclusive, o procambio;
cotilédones com coloracdo vermelho intenso, mas com
regides descoloridas, inclusive afetando a regido proximal,
Classe 7 (ndo germinaveis) — embrifes descoloridos em
mais de 75% de sua superficie; Classe 8 (morta) — embrides
completamente descoloridos.

Delineamento experimental e analises estatisticas — O
delineamento experimental para todos os experimentos foi

inteiramente casualizado, com 4 repeticfes. Os valores foram
submetidos a anélise de variancia (teste F), ao nivel de 5% de
probabilidade. Para a obtencdo da curva de embebicdo das
sementes, aos valores obtidos procurou-se ajustar regressdes
polinomiais até terceiro grau. Nos demais experimentos,
as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey,
também ao nivel de 5%. Quando necessario para corre¢do
da normalidade e da heterogeneidade, os valores foram
transformados para arc sen (%)°° (Santana & Ranal 2004).

Resultados e discussao

Obtencédo da curva de hidratagdo das sementes — Os
resultados obtidos para embebicao de sementes de pau-
brasil (figura 2A) demonstraram que o final da fase |
(Bewley & Black 1994) ocorreu por volta de 120 minutos
apos o inicio daembebicdo. Além disso, permitiu verificar
que o processo de embebigdo de sementes de pau-brasil é
bastante rapido, duplicando o teor inicial de dgua (7%) ja
no primeiro minuto de embebic&o, triplicando com mais
dois minutos e chegando a quintuplicar nos primeiros 10
minutos, quando atingiu cerca de 30% de agua (figura
2B). Essa velocidade de embebicédo era esperada uma
vez que a fase | da embebicdo é dirigida pelo gradiente
de potencial hidrico entre a semente e 0 meio (Castro
et al. 2004) que, no presente trabalho, foi proximo a
zero (papel de germinacdo saturado com agua pura).
As sementes de pau-brasil apresentaram, inicialmente,
-195,5 MPa, passando a -25,0 MPa ap6s 5 minutos e a
-5,1 MPa ap6s 10 minutos de embebicéo (figura 2C).

A realizacdo da curva de embebig&do nas sementes
de pau-brasil (figura 2) permitiu estabelecer o periodo
minimo de pré-condicionamento (2 horas), ou seja, 0
necessario para que as sementes atingissem ao menos o
inicio da fase Il, evitando-se que atingissem a fase 111 (6
horas). O pré-condicionamento visa a, apenas, facilitar a
penetracdo da solucdo de tetrazolio e o desenvolvimento
de uma coloracdo mais clara e evidente, amolecer 0s
tecidos, facilitando a remocao dos tegumentos e o corte
longitudinal dos embrides (Delouche et al. 1976) e ativar
0s sistemas enzimaticos respiratérios (Marcos Filho
2005). Nao necessita, portanto, que se inicie a divisao
celular, caracteristica da fase Il1.

Concentracao do sal de tetrazolio e periodo de exposicao
de sementes inteiras — Os resultados iniciais obtidos
para o teste de tetraz6lio em sementes inteiras de
pau-brasil (tabela 1) demonstraram a necessidade de
utilizacdo de solucdo com baixas concentracfes do
sal. Comparando-se com os valores obtidos no teste
de germinacdo da amostra de sementes analisada, ou
seja, 32% de germinacdo e 15% de desenvolvimento de
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Figura 2. Embebicéo de sementes de pau-brasil até 360
modificaces no potencial hidrico do embrido (C).

minutos (A), nos primeiros 10 minutos (B) e correspondentes

Figure 2. Seed imbibition of brazilwood from 0 to 360 minutes (A), during the first 10 minutes (B), and correspondent water

potential changes (C).

plantulas normais, a combinacdo tempo x concentracao
da solucdo que mais se aproximou dos valores reais
foi 0,250% por 2 horas (tabela 1), embora em todos o0s
tratamentos houve dificuldade de anélise das sementes
pela excessiva coloracdo desenvolvida.

A combinacgdo da concentracdo de 0,250% pelo
periodo de 2 horas de incubacdo mostrou-se eficiente
para a estimativa da germinacdo (tabela 2), uma vez
que ndo houve interacdo significativa entre o nivel de
deterioracdo das sementes e 0 mecanismo de analise da
germinacao (teste de germinacéo ou teste de tetrazolio).
Contudo, 0 mesmo nao se pode afirmar para anélises

mais aprofundadas da real qualidade das sementes, pois
houve interacdo significativa entre aqueles fatores para
as variaveis plantulas normais e sementes mortas (tabela
2). A excessiva coloracdo desenvolvida a 0,250% por 2
horas prejudicou, sobretudo, a visualizacdo de pequenas
areas com tecido em processo de deterioracdo, o qual
seria caracterizado por coloragdo mais intensa que o
tecido sadio (Franca Neto et al. 1998).

Concentracdo do sal de tetrazolio e periodo de
exposicdo de embrides sem tegumento — em amostras
de sementes incubadas sem o tegumento notou-se melhor
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uniformidade no desenvolvimento de coloracao e maior
facilidade na analise visual.

Outro aspecto importante observado nos primeiros
experimentos é que as sementes apresentavam trincas
(figura 3B), o que provavelmente facilitava a difuséo
da solucdo de tetrazolio para o interior das sementes.
Nos experimentos posteriores, com sementes intactas
(figura 3A), notou-se dificuldade naquela difuséo. Assim,
nos experimentos que se seguiram optou-se por incubar
embrides (figura 3C), removendo-se o tegumento das

Tabela 1. Germinacdo de sementes, desenvolvimento de
plantulas normais e sementes ndo germinaveis de pau-
brasil, de sementes com tegumento, analisadas pelo teste de
tetrazolio, em fun¢do da variagdo na concentracdo do sal e
no periodo de incubagdo. Médias seguidas pela mesma letra
(mindsculas nas colunas, maitsculas nas linhas) ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Table 1. Seed germination, normal seedling development and
non-germinated seeds of brazilwood analyzed by tetrazolium
test at different concentration of the solution and different
incubation period (seeds with tegument). Means followed by
the same letter (small for columns, capital for lines) did not
differ by Tukey at 5%.

Tempo de Concentragdo da solugéo o
. - Médias
incubagéo 0,250%  0,500%  1,000%
Germinacao (%)

2 horas 30 60 75 55a

4 horas 55 65 55 58 a
12 horas 50 70 60 60 a
24 horas 35 85 77 66 a
Meédias 42 B 70A 67 A
Coef. var. 21,65%

Plantulas normais (%)

2 horas 15 30 50 32a

4 horas 40 45 25 37a
12 horas 20 35 40 32a
24 horas 5 10 5 7hb
Médias 20B 30A 30A
Coef. var. 44,34%

Sementes ndo germinaveis (%)

2 horas 45 20 20 28 a

4 horas 20 15 15 17 a
12 horas 35 15 20 23 a
24 horas 55 15 15 28 a
Médias 39A 16 A 18 A
Coef. var. 44,12%

Tabela 2. Germinagdo de sementes, desenvolvimento de
plantulas normais e sementes mortas de pau-brasil, de
sementes com trés niveis de deterioracdo, analisadas pelo
teste de germinac&o e pelo teste de tetrazélio (sementes com
tegumento). Médias seguidas pela mesma letra (mindsculas
nas colunas, maidsculas nas linhas) ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey, a 5%.

Table 2. Seed germination, normal seedling development
and dead seeds of brazilwood of three levels of deterioration,
analyzed by both germination and tetrazolium tests (seeds
with tegument). Means followed by the same letter (small for
columns, capital for lines) did not differ by Tukey at 5%.

Nivel de Tipo de teste

. . Médias
deterioragdo Germinagdo  Tetraz6lio
Germinagdo (%)

Leve 68 50 59a
Intermediario 18 12 15b
Severo 0 0 Oc
Médias 28 A 20A
Coef. var. 38,65%

Plantulas normais (%)
Leve 38aA 10 aB -
Intermediario 0bA 0aA -
Severo 0 bA 0aA -
Coef. var. 97,62%

Sementes mortas (%)
Leve 38 cA 0bB -
Intermediario 82 bA 0bB -
Severo 100 aA 100 aA -
Coef. var. 8,27%

sementes. Os valores do teste de tetrazdlio de embrides
de pau-brasil sem a presenca de tegumento estdo
apresentados na tabela 3.

As combinac0es 4, 6 e 8 horas nas concentracfes
0,125% e 0,250% mostraram-se inadequadas para
avaliacdo da qualidade das sementes uma vez que 0
teste de germinacdo apresentou apenas 48% de sementes
invidveis, contra os 85% obtidas pelo teste do tetrazélio
(sementes ndo germinaveis + mortas, tabela 3). Essas
combinacdes desenvolveram nos embrifes extensas
manchas de coloracdo vermelho-intenso indicando
excesso de tempo na incubacdo e forte concentracdo
da solucdo de tetrazolio (figura 3E).

Considerando-se ser a mesma amostra, as variacdes
obtidas na coloracdo dos embribes permitiram definir
melhor a combinagdo tempo x concentracdo. O periodo de
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Figura 3. Sementes de pau-brasil submetidas ao teste de tetrazolio. A. Semente intacta. B. Semente com trinca no tegumento.
C. Embrido. D. Embrido em secgdo longitudinal com remocao de um dos cotilédones. E. Embrides coloridos em solugdo de
tetrazolio de diferentes concentrag@es, incubados por diferentes periodos (da esquerda para direita, 0,075%, 0,125% e 0,250%;
de cima para baixo, 1, 2, 4, 6 e 8 horas). F-N. Classes para avaliagdo de vigor e viabilidade das sementes pelo teste de tetrazolio.
(F. Classe 1. G. Classe 2. H. Classe 3. I. Classe 4. J. Classe 5. L. Classe 6. M. Classe 7. N. Classe 8). De E a N: visdo interna
dos embrides dos quais foi retirado um dos cotilédones. Escala = 1 cm.

Figure 3. Seeds of brazilwood in the tetrazolium test. A. Intact seed. B. Seed with cracked testa. C. Embryo. D. Longitudinal
section of embryo. E. Embryos coloured by different tetrazolium solution concentrations and incubated for different periods
(from left to right, 0.075%, 0.125% e 0.250%; from top to bottom, 1, 2, 4, 6 and 8 hours). F-N. Groups of coloured embryos
analyzed as for vigor and viability (F. Group 1. G. Group 2. H. Group 3. I. Group 4. J. Group 5. L. Group 6. M. Group 7. N.
Group 8). From E to N. Internal image of embryos without one cotyledon. Scale =1 cm.
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Tabela 3. Germinacéo, desenvolvimento de plantulas normais
e sementes ndo germinaveis de pau-brasil, obtidos da anélise
de embriGes no teste de tetrazdlio, em funcéo da varia¢do na
concentragdo do sal e no periodo de incubagdo dos embriGes
(sementes sem tegumento). Médias seguidas pela mesma
letra (mindsculas nas colunas, mailsculas nas linhas) ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Table 3. Seed germination, normal seedling development and
non-germinated seeds of brazilwood from tetrazolium test
applied to embryos at different concentration of the solution
and different incubation period (seeds without tegument).
Means followed by the same letter (small for columns, capital
for lines) did not differ by Tukey at 5%.

Tempo de Concentragéo da solugéo
incubagdo 0,075%  0,125%  0,250%
Germinacdo (%)
1 hora 17 bA 12 aA 5aA
2 horas 40 aA 15 aB 3aB
4 horas 25 abA 10 aAB 12 aB
6 horas 12 bA 7 aA 7 aA
8 horas 12 bA 5aA 7 aA
Coef. var. 64,41%
Plantulas normais (%)

1 hora 3 bA 5aA 0aA
2 horas 20 aA 0aB 0aB
4 horas 7 bA 0aA 0aA
6 horas 3 bA 0aA 0aA
8 horas 5bA 0aA 0aA
Coef. var. 168,44%

Sementes ndo germinaveis (%)
1 hora 80 aA 85 aA 95 aA
2 horas 60 bB 85 aA 97 aA
4 horas 72 abB 90 aA 87 aAB
6 horas 87 aA 92 aA 92 aA
8 horas 87 aA 95 aA 92 aA
Coef. var. 10,32%

8 horas, por exemplo, considerado excessivo, posicionou
cerca de 50% dos embriBes na classe 5 (figura 3J), ou seja,
embrides que desenvolveram coloragdo vermelho-intenso
em sua totalidade. Por outro lado, o periodo de 1 hora
de incubag&o no tetrazolio desenvolveu uma coloracéo
inadequada (figura 3E), pois muitas regides dos embrides
estavam descoloridos ou com coloracéo amarela, o que
0s situaria nas classes 7 e 8 (figuras 3M, N).

Os periodos de 2 e 4 horas a 0,075% proporcionaram
o desenvolvimento de coloracdo résea suave em grandes

extensdes dos embrides (figura 3E) e, comparando-se
com os valores do teste de teste de germinacao, o periodo
de 2 horas a 0,075% foi 0 que mais se aproximou dos
valores reais.

Aremocaodotegumentoapds o pré-condicionamento
mostrou-se adequada para o teste de tetrazdlio. Amostras
incubadas com tegumento até 8 horas nao desenvolveram
coloracdo adequada e uniforme e apenas as extremidades
dos embrides se coloriram, permanecendo a parte central
descolorida (dados ndo apresentados).

Em relacdo a temperatura, as inferiores a 35 °C
resultaram em coloracdo desuniforme, ndo favorecendo
uma avaliacdo confiavel, agrupando a maioria dos
embrides nas classes 6 e 7 (figuras 3 L, M). A incubagéo
a 35 °C, por sua vez, favoreceu as reagdes das enzimas
desidrogenases em sementes de C. echinata com o sal de
tetrazdlio nos embrides, que desenvolveram coloracdo
mais homogénea, permitindo diferenciar com clareza
as tonalidades de vermelho e agrupar com maior
confiabilidade os embrides nas classes previstas.

Obtencdo de sementes com diferentes graus de
deterioragdo — A germinacéo e o vigor das sementes de
pau-brasil diminuiram progressivamente desde o inicio
do periodo de envelhecimento acelerado até o ultimo
periodo (72 horas), ora reduzindo apenas a velocidade
de germinagdo, ora a propria protrusdo da raiz primaria.
Essas reducdes foram acompanhadas de elevagdo no teor
de agua e no potencial hidrico (tabela 4).

Assim, nos dois primeiros periodos de
envelhecimento (4 e 8 horas, tabela 4) ndo houve queda
no vigor ou mesmo na porcentagem de germinacéo,
mas ja a partir de 12 horas de envelhecimento notou-se
queda no IVG (tabela 4), indicando ser esse um
periodo adequado para compor amostra com sementes
em inicio de deterioracdo. De 12 a 16 horas néo se
verificaram alteragdes significativas mas, a partir de
24 horas, os valores de desenvolvimento de plantulas
normais diferiram da testemunha (inicial). Portanto,
este periodo foi considerado também importante para
a composicdo das amostras a serem avaliadas no teste
de tetrazolio.

A partir de 48 horas, as sementes comecaram
a apresentar queda na porcentagem de germinacao,
indicando que as sementes passaram a um estagio
avancado de deterioracéo, ndo sendo mais interessante
parainclusdo no teste de tetrazdlio. Conforme descrito por
Popinigis (1977), a perda da capacidade da germinativa
é a ultima etapa do processo de deterioragdo, ocorrendo
antes das transformag@es degenerativas como alteracoes
bioguimicas, fisicas e citoldgicas.



Revista Brasil. Bot., V.32, n.4, p.793-803, out.-dez. 2009 801

Tabela 4. Teor de 4gua (base Umida), potencial hidrico, germinacéo, desenvolvimento de plantulas normais e indice de velocidade
de germinacdo (IVG) de sementes de pau-brasil apds diferentes periodos de exposicdo ao envelhecimento acelerado (EA) a
42 °C e 100% de umidade relativa. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Table 4. Seed water content (wet basis) and potential, seed germination, normal seedling development and speed of seed
germination (IVVG) of brazilwood after different accelerated aging periods (EA) at 42 °C, 100% relative humidity. Means

followed by the same letter did not differ by Tukey at 5%.

Te_mpo de ,Teor de ) P(_)tencial Germinagdo Plént_ulas VG
exposicao ao EA agua (%) hidrico (MPa) (%) normais (%)
00 horas (inicial) 13,8 -52,0 9% a 82 a 8,0a
04 horas 17,7 -25,4 88 a 80 a 7,2ab
08 horas 22,1 -16,9 92a 72 ab 7,1ab
12 horas 29,3 -9,8 85 ab 68 ab 5,8 bc
16 horas 32,3 -7,3 75 abc 60 abc 4,8cd
24 horas 38,0 -5,4 70 abc 45 bed 3,8 cde
48 horas 38,6 -5,1 55 bc 35cd 3,2de
72 horas 41,4 -4.4 48 ¢ 30d 24¢e

O teor de agua e o potencial hidrico durante o
envelhecimento (tabela 4) confirmaram a grande
capacidade dessas sementes em embeber rapidamente,
conforme descrito anteriormente. Além disso, ¢é
importante ressaltar que a elevagdo do teor de agua
de 13,8% para 29,3% (12 horas) e 38,0% (24 horas)
modifica o estado energético da agua nas sementes,
caracterizando a &gua tipo 3 (Vertucci & Farrant 1995),
com potencial hidrico entre -4 a -11 MPa (tabela 4).
Essa modificacdo é importante por indicar respiracdo
intensificada, mas os sistemas de reparos ainda nao séo
ativados e a deterioracdo é acelerada (Marcos Filho
2005).

Concentragdo do sal e periodo de exposi¢do em lotes
de diferentes qualidades — a andlise de varidncia
ndo apontou interacdo entre os trés fatores (nivel de
deterioragdo, concentracdo da solucdo e tempo de
incubacédo), mas foram significativas as interagdes nivel
de deterioracdo x concentracao e nivel de deterioracdo
x tempo de incubacdo para germinacédo e para sementes
ndo germinaveis (tabela 5).

Verificou-se que o periodo de 2 horas nas
concentractes de 0,050% e a 0,075% permitiu o
desenvolvimento de uma coloracdo adequada que
facilitasse a avaliacdo da germinacdo e do vigor
permitindo diferenciar os grupos de sementes de pau-
brasil. O periodo de 4 horas, independentemente da
concentracdo, desenvolveu nos embrides coloragéo em
tonalidades mais intensas de vermelho, ndo favorecendo

a identificacdo dos embrides e induzindo a classifica-los
como totalmente deteriorados.

Ambas as concentracdo foram eficientes para as
analises, mas a concentracdo de 0,075% desenvolveu,
em alguns embrides, coloraces mais acentuadas de
vermelho, dificultando avaliagdo mais minuciosa. Como
exemplo, a presenca de estrias no eixo embrionario,
tipicas de sementes inviaveis, foram imperceptiveis
qguando utilizada essa concentracdo. A solucdo de
tetrazolio a 0,05%, por outro lado, desenvolveu uma
tonalidade de coloracdo mais suave permitindo maior
precisdo na avaliacdo, possibilitando identificar a
formacdo de pequenas lesdes e estrias nos cotilédones
e no eixo embrionario.

As sementes envelhecidas por 12 e 24 horas
apresentaram manchas de grande extensdo de coloragéo
vermelho intenso, principalmente na regido central dos
cotilédones (regido proximal). Esse comportamento
provavelmente deve-se ao fato dessas regies estarem
mais expostas a condicdo de estresse. Como um dos
primeiros sinais da deterioracdo € a perda da integridade
das membranas, ha um aumento na difusdo da solucéo
de tetrazélio nos tecidos (Delouche 2002, Franca Neto
et al. 1998).

A anélise de intensidade (résea a vermelha) e
distribuicdo de coloracdo ao longo das estruturas
vitalicias (figura 1) para a germinacdo da semente
permitiu confirmar as oito classes previstas inicialmente,
tornando possivel diagnosticar embriGes viaveis,
invidveis (vivos mas ndo germinaveis) e mortos.
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Tabela 5. Germinacdo, desenvolvimento de plantulas normais e sementes ndo germinaveis de pau-brasil, de sementes com trés
niveis de deterioracdo (0, 12 e 24 h de envelhecimento acelerado), analisadas pelo teste de tetraz6lio com duas concentracoes
do sal em embrides incubados por dois periodos. Médias seguidas pela mesma letra (minasculas nas colunas, maitsculas nas

linhas) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5%.

Table 5. Seed germination, normal seedling development and non-germinated seeds of brazilwood submitted to three different
levels of deterioration (0, 12 and 24 h). Results obtained by tetrazolium test at two different concentrations and two different
incubation periods. Means followed by the same letter (small for columns, capital for lines) did not differ by Tukey at 5%.

Tempo de Concentragéo da solucéo

Tempo de incubagéo

) Médias
envelhecimento 0,050% 0,075% 2 horas 4 horas
Germinacdo (%)

0 horas (inicial) 30aA 30 aA 39 aA 21 aB -
12 horas 21 aA 18 bA 20 bA 19 aA -
24 horas 22 aA 10 bB 18 bA 15aA -
Coef. var. 22,66%

Plantulas normais (%)

0 horas (inicial) 12 10 15 8 11,2a
12 horas 6 4 5 5 50b
24 horas 5 1 4 2 3,1lb
Médias 79A 50A 79A 50A
Coef. var. 87,56%

Sementes ndo germindveis (%)

0 horas (inicial) 71 aA 68 bA 60 bB 79 aA -
12 horas 79 aA 85 aA 82 aA 81 aA -
24 horas 78 aB 90 aA 82 aA 85 aA -
Coef. var. 9,98%

Portanto, pela metodologia de andlise apresentada no
presente trabalho, o teste de tetrazdlio, desenvolvido
para sementes de espécies cultivadas, pode também
ser utilizado com seguranca em sementes de espécies
florestais nativas, como as sementes de pau-brasil,
contribuindo para o gerenciamento eficiente de lotes
de sementes, principalmente como ferramenta de
preservacdo da biodiversidade vegetal.
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